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Dedicatoria.

EL MAR...

Donde hay historias de amor
gue nunca se escribieron,
donde las olas vienen y van
siempre trayendo dulces
recuerdos.

Escucho en una caracola el
susurro de tu voz,

te siento a mi lado, es la magia
del matr,

me acerca a ti, me arrastran las
olas...

El mar.
Lugar infinito, lejano horizonte
donde tu estas...

Arena fria que no me dice nada
pues las olas borraron

aquellas cosas que escribias
que terminaban en “te quiero”

El mar

Donde yo escribo estos versos
para ti, sin poderte olvidar.

Tu eres mi recuerdo, mi vida...

El mar...

A ti que, para hablar de amor
eres mi mayor inspiracion.

En tu orilla paz puedo sentir,
alguien me dijo que en ti
encontré una razon para vivir.

¢A quién le importan los
problemas

si atu lado, la vida

se transforma en un poema?

En mis penas

tu brisa me acuna

y en mis alegrias

s6lo mirarte me emociona.

Me pierdo en tu inmensidad

y entre tus olas me dejo llevar.
No puedo sentir la soledad
porque siempre me queda el
mar.

Jéssica Arias Mingorance
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Resumen

Las alteraciones en eritrocitos aportan informacion sobre el estado de salud de los
peces asi como del medio en el que se desarrollan. Sin embargo, estas alteraciones
no han sido bien categorizadas de forma semicuantitativa. Es importante conocer la
importancia patolégica de las alteraciones en eritrocitos para generar protocolos de
evaluacién que puedan ser utilizados en programas de monitoreo ambiental. Por
esta razon, el objetivo del trabajo fue categorizar alteraciones en eritrocitos del bagre
Ariopsis felis con valores de referencia para establecer un diagnéstico de salud.

Se colectaron peces bagre en Tecolutla, Veracruz. Los organismos fueron
anestesiados con benzocaina (5%) y se tomaron muestras sanguineas con jeringas
heparinizadas. Se realizé un recuento de eritrocitos en camara Nuebauer. Asimismo,
frotis sanguineos fueron elaborados y tefiidos con colorante de Giemsa. Los frotis se
observaron y analizaron en 10 campos homogéneos con microscopio optico.
Posteriormente cada alteracion fue evaluada de acuerdo a su importancia patoldgica

y grado de diseminacion para conocer el diagnéstico de salud de los bagres.

Los peces tuvieron, en promedio, 1.9 X10° eritrocitos por mililitro. Las alteraciones
categorizadas por su importancia patolégica fueron: poiquilocitos, equinocitos e
hipocromia como alteraciones moderadas reversibles (valor de 2) mientras que
células blasticas y variaciéon en la morfologia nuclear corresponden a alteraciones

severas irreversibles (valor 3).

Los bagres de Tecolutla, Veracruz presentaron diferentes grados de alteraciones
gue indican principios de anemia. Sin embargo, estas alteraciones no comprometen
su estado de fisiolégico actual pero, eventualmente, incrementaran los dafios a su

salud.



Abstract

Alterations in erythrocytes provide information of the health status in fish as well as
the environment in which they develop. However, these alterations have not been
well categorized in a semiquantitative way. It is important to know the pathological
importance of alterations in erythrocytes to generate evaluation protocols that can be
used in environmental monitoring programs. For this reason, the aim of this study
was to categorize alterations in erythrocytes of the catfish Ariopsis felis with
reference values to establish a health diagnosis.

10 catfish were collected in Tecolutla, Veracruz. The organisms were anesthetized
with benzocaine (5%) and blood samples were taken with herparinized syringes. A
count of erythrocytes was performed in the Nuebauer chamber. Also, blood smears
were prepared and stained with Giemsa stain. The smears were observed and
analyzed in 10 homogeneous fields with an optical microscope. Subsequently each
alteration was evaluated according to its pathological importance and degree of

dissemination to know the health diagnosis of the catfish.

The fishes had, on average, 1.9 X10° erythrocytes per milliliter. The alterations
categorized by their pathological importance were: poikilocytes, equinocytes and
hypochromia, has moderate reversible alterations (value of 2) while blast cells and
variation in nuclear morphology correspond to severe irreversible alterations (value
3).

The catfish from Tecolutla, Veracruz showed different degrees of alterations
indicating the principles of anemia. However, these alterations do not compromise
their current physiological state but, eventually, they will increase the damage to their
health.



Introduccion

Las actividades humanas tienen un impacto negativo en el ambiente que conlleva a
la contaminacién de los cuerpos acuaticos. Son diversos los contaminantes que se
pueden encontrar en los medios acudticos, entre los que se encuentran los
hidrocarburos, plaguicidas y metales pesados (Ansoar et al, 2009). La
ecotoxicologia se encarga de estudiar las interacciones y efectos de los
contaminantes toxicos en los organismos acuaticos y terrestres, asi como sus

consecuencias en el ambiente (Bratosin et al., 2016).

Los contaminantes presentes en un sistema pueden ser evaluados a través del
monitoreo biologico. Las evaluaciones ecotoxicologicas son una de las principales
herramientas, definidas como métodos que analizan células vivas, tejidos,
organismos o comunidades para evaluar los efectos de la exposicion con los

productos quimicos relacionados (Maceda et al., 2015; Olivares et al., 2014)

En la evaluacion de los contaminantes, los peces han sido utilizados como
indicadores de la calidad del agua en diversos paises desde hace tiempo. Los peces
son el grupo mas diverso entre los vertebrados, sin embargo, muchas especies de
agua dulce y marina se encuentran amenazadas por las actividades humanas.
(Maceda et al., 2015). Los organismos indicadores de los sistemas biologicos, tal
como el pez bagre Ariopsis felis (cuyas caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas y
comerciales lo hacen un buen organismo bioindicador) son de gran utilidad en el

monitoreo de la contaminacién (Figura 1).



Figura 1. Pez bagre Ariopsis felis de Tecolutla Veracruz.

El monitoreo bioldgico estd bien representado en el campo internacional, sin
embargo, en México los programas de monitoreo se encuentran en fase de
desarrollo (Guzméan-Garcia et al., 2007). Los proyectos de investigacion
desarrollados en México, y particularmente en el Golfo de México en el municipio de
Tecolutla Veracruz, agrupan respuestas macroscoépicas, de condicién y tisulares,
dejando de lado las respuestas celulares (Guzman-Garcia et al., 2007). Los datos de
investigacion e informacion sobre las respuestas tisulares y celulares en organismos
acuaticos aun no han sido clasificadas ni almacenadas en bases de datos de una

manera normalizada y sistematizada.

En México existen pocas bases de datos cuyo propdsito es dar a conocer aspectos
biolégicos y morfologicos como: volumenes de captura de peces, distribucion
espacial, indices de reproduccion y otros aspectos ecoldgicos y econdmicos de tipo
relacional entre las que se encuentran CONABIO, CCUD y la Base de Datos
Ecotoxicoldgica para el Manejo Integral de los Recursos Acuaticos (EtMIRA, 2011).

Aunado a lo anterior, existe el Banco de Tejidos del Estado de México como base de



datos nacional (2008), sin embargo, no existe una base que recopile informacion

sobre el estado tisular y celular en organismos acuaticos.



Antecedentes

El laboratorio de Ecotoxicolégia de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, estd desarrollando una base de datos ecotoxicologica relacional
(EtMIRA), cuya finalidad es presentar un sistema estructurado que facilita el acceso
y el manejo de la informacion utilizando un modelo de tablas relacionales. Dicha
base de datos compila informacién relevante obtenida a partir del analisis de las
respuestas tisulares y celulares de organismos acuaticos recolectados, asi como de
muestras de érganos, genera informacion que puede ser utilizada en programas de
biomonitoreo y de la contaminacion acuética. (Guzman-Garcia et al., 2007,

Jeronimo-Jurez, 2013).

Las respuestas celulares funcionan como indicadores de sustancias toxicas que han
sido incorporadas de los organismos en el medio en el que se desarrollan. En este
sentido, el analisis de la sangre de peces se recomienda para establecer
diagnosticos de salud por la contaminacion acuatica (Witeska, Kondera vy

Szczygielska, 2011).

En los peces, las células sanguineas son sensibles ante diversos agentes
ambientales (Vazzana et al., 2009; Valdebenito et al., 2011; Yilmaz y Mutaf, 2015),
respondiendo a estos con cambios en su morfologia y variaciones citogenéticas, las
cuales pueden ser analizadas a través de la histopatologia y determinar si
eventualmente el dafio se refleja en tejidos y Organos a través de pruebas

complementarias.



En este sentido, el ensayo cometa (electroforesis alcalina) resulta ser un
biomarcador util en estudios de alteraciones celulares asi como en estudios
ecotoxicolégicos y para determinar la contaminacion acuética debido que es un
método rapido y sensible ante agentes genotoxicos, permite evidenciar rupturas en

sitios labiles del material genético (Singh et al., 1988).

El andlisis genotoxico, a través del ensayo cometa, asi como los estudios
histopatoldgicos, son herramientas que se recomiendan ampliamente en estudios
ecotoxicoldgicos y que pueden ser aplicados en programas de monitoreo de la
contaminacion para establecer indices sobre el diagnodstico de salud en los peces
(Zimmerli et al., 2007; Witeska, Kondera y Szczygielska, 2011; Maceda et al., 2015).
Sin embargo, existen pocos estudios que categoricen o clasifiquen de manera
ordenada las alteraciones de células sanguineas en peces, como el tipo de

alteraciones asociadas a su nivel de impacto patolégico, o la gravedad de la lesion.

Estas alteraciones pueden ser de tipo reversible o irreversible (Bernet et al., 1999;
Zeitz y Sens, 2012). Las alteraciones relacionadas con la membrana y citoplasma
del eritrocito, como la poiquilocitosis, equinocitosis e inclusiones citoplasmaticas,
suelen ser reversibles debido a los mecanismos de reparacion asi como a la vida

media de la célula lo que permite a los organismos generar nuevos eritrocitos.

Por otra parte, las alteraciones relacionadas con el material genético como los
micronucleos, lobulacion del material genético y ruptura de los sitios labiles son
ejemplos irreversibles de dafio genotoxico que eventualmente evidencian problemas

en el desarrollo y fisiologia de los peces.



La categorizacion, de acuerdo a Bernet et al., (1999) ordena las respuestas tisulares
en reacciones patron que estan estrechamente relacionadas con el impacto
patolégico. Sin embargo, estos criterios aun no han sido establecidos en
alteraciones de las células sanguineas, aun cuando estos elementos celulares
expresan respuestas biolégicas que pueden ser evaluadas de manera rapida y

economica (Bernet et al., 1999; Zimmerli et al., 2007).

Existen protocolos para la evaluacion de lesiones tisulares y 6rganos en peces a
partir de la asignacion de valores referenciales que indican su importancia patolégica
en términos numéricos. Las escalas utilizadas, que pueden ir de 0 a 3, se asocian al
nivel de la alteracion (Yilmaz y Mutaf, 2015). A pesar de esto, no se han asignado
valores referenciales a las alteraciones en células sanguineas para su uso en los
diagnosticos de salud y protocolos para la evaluacion de la contaminacion acuética,
generando con estos elementos una forma estandarizada de la evaluacion tisular y
una escala numeérica que pueda ser de facil interpretaciéon en los programas del

control de la contaminacion (Bernet et al., 1999; Maceda et al., 2015).

A partir de la informacién antes mencionada, se puede dar paso a analisis de tipo
semicuantitativo cuya informacion pueda ser estructurada dentro de una base de
datos normalizada y sistematizada. Las ventajas de estructurar la informacion
radican en que los resultados de los estudios de investigacion pueden ser
consultados y analizados en diferentes escalas de espacio y tiempo. Esta

herramienta de consulta puede servir para reestablecer protocolos para determinar



la salud de los organismos acuaticos, asi como su relacion con la

contaminacioén acuética (Bernet et al., 1999; Guzman-Garcia et al., 2007).



Justificacion

En los programas de biomonitoreo se evaluan diferentes pardmetros de salud en los
organismos como: valores morfométricos, aspectos macroscopicos, evaluaciones
tisulares y celulares. Sin embargo, no existen matrices que compilen esta
informacion con el fin de tener una base de datos que permita la consulta de dichas

evaluaciones.

La Base de Datos Ecotoxicologica tiene como finalidad la construccion de tablas que
permitan la normalizacion y sistematizacion de datos biométricos que permitan hacer
inferencias cuantitativas mas precisas para estimar indices, valores de vulnerabilidad
y valores de referencia que puedan ser utilizados para determinar el estado de salud
de los organismos acuaticos. En este sentido, los peces aportan importante
informacion a los programas de biomonitoreo, pero se ha dejado de lado el analisis
en células sanguineas, siendo éstas un indicador importante de la salud de los

organismos.

La evaluacion y categorizacion de las alteraciones sanguineas, asi como el
establecimiento de valores de referencia que indiqguen su grado de alteracion e
importancia patologica, no han sido establecidos en los estudios ecotoxicolégicos y

en el monitoreo bioldgico.

10



Area de estudio

Tecolutla comprende una importante zona turistica ya cuenta con playas y
geogréaficamente estd ubicada en un punto cerco a la Ciudad de México. La cuenca
del rio Tecolutla se forma en las inmediaciones de los estados de Veracruz y Puebla
con una extensién de 7 950.05 km?, el poligono presenta una Latitud 20°28'48"-

19°27'36" N, Longitud 98°14'24"-96°57'00" W.

La cuenca esta rodeada por las sierras de Huachinango al este y Zacapoaxtla al sur
(Arriaga et al., 2009). El rio Tecolutla tiene una extension de 100 km
aproximadamente. Atraviesa varios municipios Coyutla, Espinal, Papantla, y

Gutiérrez Zamora, desembocando en Tecolutla (Figura 2).

Aunque existen pocos estudios de la calidad del agua, en estos se detecta la
presencia de metales y plaguicidas asi como coliformes totales y fecales. A partir del
monitoreo de la cuenca, se establece que se encuentra en una escala regular (de
acuerdo al rango de Brown 51-70) indicando que los desechos urbanos se depositan

en el rio (Arriaga et al., 2009; Guevara et al., 2014).

Sin embargo, es una region para la cual existen escasos estudios en cuanto a su

rigueza faunistica y la presencia de contaminantes toxicos.
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Figura 2. Mapa del municipio y estuario de Tecolutla, Veracruz (tomado de Jer6nimo-Juarez et

al., 2018:).
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Pregunta de Investigacion

¢, Cual es el estado de salud del bagre Ariopsis felis segun la categorizacion de las

alteraciones en células sanguineas?
Hipotesis
Si las alteraciones en células sanguineas del pez bagre Ariopsis felis pueden ser

categorizadas con valores de referencia entonces se podra conocer el grado de las

alteraciones y el diagnéstico de salud de los organismos.
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Objetivo general

Analizar las alteraciones en células sanguineas del pez bagre Ariopsis. felis y

categorizarlas con valores de referencia para establecer un diagndstico de salud.

Objetivos particulares

e Realizar una consulta en la base de datos Ecotoxicologica para determinar el

namero de preparaciones histolégicas sanguineas disponibles.

e Caracterizar la morfologia de células sanguineas y recuento de eritrocitos del

pez Bagre A. felis.

e Detectar las alteraciones morfologicas y genotoxicas de los eritrocitos para

definir si son reversibles o irreversibles.

e Asignar valores de referencia de acuerdo a la importancia patoldgica e

intensidad de reacciéon de las alteraciones.

e Analizar y calcular los indices histopatologicos de las alteraciones para

establecer el diagndstico de salud en los bagres Ariopsis felis.
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Materiales y Métodos

Recolecta de muestras

Se realiz6 una consulta en la Base de datos Ecotoxicologica para determinar el
namero de peces bagre (Ariopsis felis) para el estudio, asi como el niumero de
laminillas almacenadas. Posteriormente se cotejé el nimero de organismos que se
utilizarian para el estudio y se llevé a cabo una colecta en Tecolutla, Veracruz
(Padrés, 2005). Para realizar el analisis, a cada organismo se le extrajo sangre
periférica usando jeringas de 3 mL previamente heparinizadas. Las muestras fueron
transportadas dentro de una hielera a 4°C para su procesamiento histolégico en el

laboratorio.

Parametros fisicoquimicos, biolégicos y morfométricos
Se tomaron parametros fisicoquimicos del agua: pH, salinidad y temperatura con
ayuda de un multianalizador marca HACH® modelo DR/2000s. Los datos se

concentraron en los formatos del laboratorio de Ecotoxicologia.

Por otra parte, se realizO una evaluacibn macroscopica de cada organismo
colectado para obtener los parametros biométricos de un microscopio
estereoscopico, se analizé la presencia de ectoparasitos, hongos, vermes,
perforaciones o lesiones en tejido blando. El registro de cada parametro se
considerd para la seleccion de los organismos, aquellos peces que no presentaron
ninguno de los parametros antes mencionados, fueron los seleccionados para la

toma de muestras sanguineas.
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Posteriormente, a los peces seleccionados se les tomaron datos morfométricos con
un ictiometro y una balanza marca OHAUS® modelo CT6000-S. Los parametros

registrados fueron longitud total, longitud patrén, altura, ancho y peso.

Los parametros fisicoquimicos, bioldgicos y morfométricos fueron registrados en la

base de datos EtMIRA del laboratorio de Ecotoxicologia para su consulta.

Conteo de eritrocitos

Para el conteo de eritrocitos, se tom6 1 mL de sangre de los 10 organismos
colectados y se realizaron diluciones 1:100. Posteriormente se tomaron 10uL de la
muestra diluida y se colocaron en una camara de Neubauer. Se realizo el recuento
en todos los organismos y las concentraciones fueron registradas a una base de

datos en Excel para su interpretacion.

Caracterizacion Histoldgica

A partir de las muestras sanguineas se realizaron frotis colocando 10 pL de sangre
en un porta objetos y realizando un extendido con ayuda de un cubre objetos. 20
frotis fueron elaborados (2 réplicas por organismo) y se fijaron con alcohol al 96%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron una hora
en alcohol al 96% y después se dejaron secar durante 5 minutos. Los frotis fijados
se colocaron durante una hora en colorante de Giemsa. Terminando este paso, se
dejaron secar y se introdujeron rapidamente en agua acética para posteriormente
lavarlos con agua corriente. Finalmente los frotis se colocaron en alcohol absoluto

durante 1 minuto y consecutivamente se colocaron en xilol por 3 minutos.

16



Los frotis fueron observados en un microscopio 6ptico marca CARL ZEISS® Primo
Star. Se tomaron microfotografias de los eritrocitos, linfocitos, monocitos y otros
tipos celulares observados para su caracterizacion con una camara acoplada marca

CANON® modelo Power Shot G10.

Anélisis de alteraciones (Histopatologia)
Se revisaron 20 frotis en un microscopio invertido Axio Observer Z1 Apotome. Se
tomaron microfotografias aleatorias en 10 campos a 100X de cada organismo para

reconocer y cuantificar las alteraciones observadas.

Las microfotografias fueron analizadas en el programa Stepanizer e Image-J 1.50i
para determinar el numero de alteraciones encontradas. Posteriormente las
alteraciones fueron medidas y categorizadas de acuerdo a un protocolo de andlisis

de extendidos sanguineos de peces elaborado para este proyecto.

Categorizacion de alteraciones
Para la categoria de las alteraciones se tomaron los criterios propuestos por Bernet
(1999) y Zeitz y Sens (2012) de acuerdo a la capacidad en que una alteracion es

reversible o irreversible.

Factor de Importancia (FI)
A cada una de las alteraciones categorizadas, se les asign6 un valor de acuerdo a
su importancia patolégica (reversible e irreversible), propuesta por Bernet (1999)
donde, una alteracion minima (reversible) tiene un valor de 1, moderada (reversible)

un valor de 2 y severa (irreversible) un valor de 3.
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Intensidad de Reaccion (IR)
Posteriormente a cada alteracion detectada y categorizada se le asigné una
intensidad de reaccion (IR), segun el grado de diseminacion de las alteraciones
observadas en el extendido sanguineo. La intensidad de reaccion se evalu6 de
acuerdo con el porcentaje de diseminacion de una alteracién donde O se considera
sin cambios (0-%5), ocurrencia leve 2 (5-30%), ocurrencia moderada 4 (40-60%) de
minima a moderada ocurrencia y 6 (70-100%) de severa ocurrencia. Una vez
categorizadas las alteraciones, a partir de su importancia patoldgica y su intensidad
de reaccion se construy0 una matriz con los datos obtenidos para el calculo de

indices.
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indice de diagnéstico de salud (indice de Reaccion)

Los resultados obtenidos del analisis de alteraciones en eritrocitos de 10 peces
bagre fueron concentrados en una matriz. Se agregé el nimero del pez al que se le
tomd la muestra sanguinea (No. de organismo) asi como la clave de la laminilla

observada (frotis).

Una vez en la base de datos, a partir del software “lINDEX-PH: indice de impacto de
contaminacién y salud”, se calculé el indice de reaccion, es decir, el estado en el que
se encuentra afectado el tejido sanguineo de los 10 bagres a partir de la siguiente

formula:

Irp = Z(a rp alt X wrp alt)

alt

Dénde: Irp= Indice de reaccién patrén, alt= alteraciéon, a=intensidad de reaccién

(diseminacion de la alteracion), w= factor de importancia (importancia patologica).
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Dafio del material genético (Ensayo cometa)

Por otra parte, se realizd la técnica del ensayo cometa con sangre de 7 peces
bagres. Se tomaron 150 puL de agarosa regular y se colocaron en un portaobjetos,
después de que se enfriara, se tomaron 70 uL de agarosa con bajo punto de fusion
(0.5%) y 30 pL de muestra completa sanguinea de los peces bagre que se colocaron
en el mismo portaobjetos. La laminilla con agarosas y sangre completa se dejo
enfriar durante 20 minutos para que, posteriormente, se colocara otra capa de
agarosa regular. 21 laminillas (3 réplicas por pez) fueron elaboradas y se dejaron 1
hora en solucion de lisis. A continuacion se realizo una electroforesis en una camara
horizontal de las 21 laminillas a 25 V y 300 mA durante 20 min. Posteriormente 14
laminillas se tifieron con Syto-Greenl3 y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia marca OLYMPUS® modelo BX41 con un objetivo de 20X para la
observacion de los cometas. Se tomaron microfotografias de cometas, los cuales
fueron medidos y analizados en el software Carl Zeiss ® Axio Vision 40V version

4.8.0.0.

Por otra parte, 7 laminillas fueron tefiidas con 20 puL de ioduro de propidio y se
observaron en un microscopio vertical Axio Imager confocal LSM 710 NLO

(multifétonico) y se realizaron reconstrucciones en 3D de los cometas.

Los valores de referencia del ensayo cometa para categorizar y determinar el grado
de dafio genotdxico fueron los propuestos por Singh et al., 1988 y utilizados en
peces por Brugés y Reguero (2007) de acuerdo a la longitud de la cauda del cometa
contando 100 células por pez que se clasifican en niveles de dafio donde: No

genotéxico= estado 0 (0-24 um), ligeramente genotéxico= estado 1 (25-32 um),
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moderadamente genotdxico= estado 2 (33-40 um), altamente genotdxico= estado 3

(41-53 pm) y extremadamente genotoxico= estado 4 (mayor a 53 pm).

La frecuencia de la magnitud de dafio fue expresada en unidades arbitrarias (UA),
con valoraciones posibles en un rango de 0-400, de acuerdo a la siguiente férmula:
CTM (conteo total de la muestra) = [(% de células en clase 0) x 0] + [(% de células
en clase 1) x 1] + [(% de células en clase 2) x 2] + [(% de células en clase 3) x 3] +

[(% de células en clase 4) x 4].

Diagnostico de salud de los peces bagre (Ariopsis felis)

A partir del indice de reaccion (Irp) y del grado de dafio genotoxico se obtuvo el
diagnostico de salud de cada uno de los peces bagre. Finalmente se realizd un
promedio de los 10 bagres analizados para determinar el nivel de contaminacion
acuatica segun Zimmerli et al., (2007) a través de una escala donde un indice de
reaccion <10= Normal (Sistemas acuaticos no contaminados), 11-12=Leve y 21-30=
Moderado (Sistemas poco contaminados), 31-40=Alto y >40 Severo (Sistemas

altamente contaminados).
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Resultados

Pardmetros fisicoquimicos
Los parametros fisicoquimicos del agua tales como el pH, la salinidad y la
temperatura indican que los peces bagre (A. felis) colectados en Tecolutla, Veracruz,

se desarrollan en sistemas acuaticos salobres estuarinos. Los datos se presentan en

la tabla 1.
Tabla 1. Parametros fisicoquimicos obtenidos en la colecta.
Lugar de Geoposicion pH Salinidad (ppm) Temperatura (°C)
colecta
Tecolutla, N 20° 28’ 392” 7 3 23

Veracruz W 97° 00’ 296"
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Pardmetros bioldgicos

Dentro de la evaluacién macroscoépica de los peces colectados, se identificaron y
seleccionaron 10 peces bagre (A. felis) los cuales, dentro de los parametros
biolégicos de las muestras, no presentaron ectoparasitos, hongos, vermes,
perforaciones o lesiones en su tejido blando. Se obtuvo de cada organismo 3 mL de

sangre periférica (Figura 3).

Figura 3. Aspecto del pez bagre (A. felis) colectado en Tecolutla, Ver.

23



Pardmetros morfométricos

Los datos morfométricos de los peces colectados fueron en promedio 34.6 cm de
longitud total (Long T.), 29.6 cm en longitud patron (Long P.), 5.6 cm de alto, 5.8 cm
de ancho y 381 g en su peso. El promedio de las medidas morfométricas indican que
los organismos se encuentran en estado juvenil-adulto (tabla 2) y que no presentan

alteraciones macroscopicas.

Tabla 2. Parametros morfométricos de los peces bagre A. felis colectados en Tecolutla,

Veracruz.
No. Long T. Long P. Altura (cm) Ancho Peso (g)
organismo (cm) (cm) (cm)
1 37 31 7 6.5 422.5
2 41 34 6.5 7 526
3 33 28 4.5 6 321
4 34 30.5 6.5 6 379
5 37 32.5 55 7 390
6 36 30.5 6 7 462.5
7 36 30.5 5 6 335
8 28 24 4.7 3.7 186.5
9 27 22.5 4.6 3.6 169.1
10 37 33 6.2 6 618.7

Promedio 34.6+4.2 29.65+£3.7 5.65+0.9 5.88+1.2 381.03+139.2
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Conteo de eritrocitos

El recuento de eritrocitos de los 10 organismos colectados mostro que, en promedio,

los peces bagre tiene una concentracion de eritrocitos de 1.93 X10° células por

mililitro. Los organismos (2 y 4) que presentaron las concentraciones de eritrocitos

més bajos fue de 1.84 X10° mL y 1.82 X10° mL respectivamente. Otros organismos

(1, 6 y 10) tuvieron un conteo de eritrocitos de 2.01 X10° mL, 2.01 X10° mL y 2.03

X10° mL (tabla 3).

Tabla 3. Concentracién promedio de eritrocitos y desviacion estandar en bagres A. felis de
Tecolutla Veracruz.

No. organismo Cel/mL
1 2.01

2 1.84

3 1.93

4 1.82

5 1.99

6 2.01

7 1.91

8 1.95

9 1.94

10 2.03
Promedio 1.939
D.S. +0.067
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Caracterizacion Histolégica

Se caracterizaron células sanguineas (eritrocitos, linfocitos y monocitos) de los 10
peces bagres colectados. Se determin6 que los eritrocitos miden entre 12 y 15 um,
los cuales presentan forma ovoide con un citoplasma color rosa palido y un ndcleo

semi-condensado y redondo color morado (Figura 4-A).

Los linfocitos midieron entre 8 y 12 um y presentaron un ndcleo abundante y un

citoplasma en menor proporcién en relacion con el nacleo (Figura 4-A 'y B).

Los monocitos midieron entre 14 y 16 um presentando pequefas proyecciones
membranales (seudopodos), el nucleo fue abundante y su relacion citoplasmatica

fue menor (Figura 4-C y D).
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Figura 4. Caracterizacion morfoloégica de células sanguineas del pez bagre A. felis. En A se
observan eritrocitos (Er) y linfocitos (L). En B se observa el nlcleo de eritrocitos (Nu) y
linfocito (L). En C se observa un monocito (M) y citoplasma de eritrocitos (Ci) y en D un

linfocito (L) y eritrocitos (Er).
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Andlisis de alteraciones (Histopatologia)

Dada la abundancia y facil reconocimiento de los eritrocitos se presentan los
cambios histopatologicos de estas células. Fueron evidentes alteraciones en la
membrana (Me), citoplasma (Ci) y nacleo (Nu) de eritrocitos (Figura 5-A). Estos
cambios se han reportado como: poiquilocitosis, equinocitosis, eritrocitos

hipocromicos, variaciones en la morfologia nuclear (VMN) y células blasticas.

La poquilocitosis (PQ) y la equinocitosis (EQ) fueron alteraciones que afectaron la
membrana de los eritrocitos (Figura 5-B y C). Los eritrocitos hipocrémicos (HC) se

observaron principalmente en el citoplasma (Figura 5-E).

Por otra parte, la variacion en la morfologia nuclear (VMN) fue evidente en la
condensacion de la cromatina (Figura 5-D). Finalmente se detecto la presencia de

algunas células blasticas (BL) (Figura 5-F).

A pesar de reconocer las alteraciones, se desconoce el impacto de estas en la salud
de los organismos acuaticos, por ello, se procedié a establecer categorias que

permitan elucidar el diagnostico de salud.
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Figura 5. Microfotografias de alteraciones en eritrocitos de peces bagre Ariopsis felis de
Tecolutla, Veracruz. En A observa la membrana, citoplasmay nicleo. En B poiquilocitos (PQ) y
un eritrocito hipocrémico (HC). En C se observan equinocitos (EQ). En D eritrocitos con
variaciones en la morfologia del ntcleo (VMN). En E eritrocitos hipocrémicos (HC) y en D
células blasticas (BL).
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Categorizacion de alteraciones
Las alteraciones en eritrocitos de peces bagre fueron categorizadas dependiendo si
son reversibles 0 no a partir de los criterios de Bernet et al., (1999) y Zeitz y Sens,

(2012).

La poiquilocitosis y equinocitosis se presentan en anemias tempranas, exposiciones
a toxicos o desnutricion (Witeska et al., 2011; Zeitz y Sens, 2012 y Gill y Pant, 1985)
por lo que se categorizan como alteraciones reversible con un grado de importancia

moderado

Por otra parte, la hipocromia se considera como reversible con un grado de
importancia moderado ya que se presenta en situaciones donde existe anemia
temprana por deficiencia de hierro, envenenamiento por metales o factores de

maduracion (Witeska et al., 2011; Zeitz y Sens, 2012 y Gill y Pant, 1985).

En la variacion de la morfologia nuclear (VMN) el material genético puede presentar
descondensacion de la cromatina asi como fragmentacion y lobulacién del nucleo
provocados por metales pesados, plaguicidas, virus, etc; correspondiendo estas
alteraciones a un grado de importancia patologica severo irreversible (Witeska et al.,

2011; Zeitz y Sens, 2012 y Gill y Pant, 1985).

Finalmente, la presencia de células blasticas, en bajas concentraciones no provocan
cambios fisiolégicos importantes, mientras que en concentraciones altas se relaciona
con problemas en la médula 6sea o dafio en érganos hematopoyéticos por lo cual,
se categorizan como una alteracion irreversible con un grado de importancia severo

(Witeska et al., 2011; Zeitz y Sens, 2012 y Gill y Pant, 1985).
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Factor de Importancia (FI)
El factor de importancia patoldégica para poquilocitos, equinocitos e hipocromia
corresponden a un factor tipo 2 ya que son alteraciones de importancia moderada
reversibles mientras que la variacion en la morfologia nuclear y las células blasticas
presentan un factor de importancia de tipo 3 debido a que son de importancia severa

e irreversibles (tabla 4).

Tabla 4. Categorias de las alteraciones y Factor de Importancia (FI) en eritrocitos de bagre.

Categoriade Grado de Importancia Alteracién Factor de
Alteracién Importancia (FI)
Reversible Moderada importancia Poquilocitos 2
Reversible Moderada importancia Equinocitos 2
Reversible Moderada importancia Hipocromia 2
Irreversible Severa importancia VMN 3
Irreversible Severa importancia Células blasticas 3
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Intensidad de Reaccion (IR)

El bagre 1 tuvo un porcentaje de prevalencia del 39% en la variacion de la

morfologia nuclear (VMN). El bagre 2 present6 un 44% de equinocitos, mientras que

el bagre 3 obtuvo un 31% de prevalencia en la VMN. El bagre 4 y 5 presentaron un

mayor porcentaje en poquilocitosis con un 31% y 55% respectivamente (tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de la prevalencia de las alteraciones observadas en los peces bagre A.

felis de Tecolutla, Veracruz.

Prevalencia por organismo (%)

Alteraciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Poiquilocitos 25 24 24 30 30 30 30 30 30 30
Equinocitos 0O 44 44 15 15 15 15 15 15 15

Hipocromia (deficiencia de Hierro) 34 17 17 8 8 8 8 8 8 8
Variacion en la morfologia nuclear 39 12 12 30 30 30 30 30 30 30
Células blasticas 2 3 3 16 16 16 16 16 16 16
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Por otra parte, el bagre 6 presenté 39% para poquilocitosis y VMN mientras que el
bagre 7 para esta ultima alteracion obtuvo un 28%. La prevalencia de poiquilocitosis
fue de 50% y 42% para el pez 8 y 9 respectivamente. Finalmente el bagre 10

present6 una mayor prevalencia en la VMN con un 31% (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de la prevalencia de las alteraciones observadas en los peces bagre A.
felis de Tecolutla, Veracruz.
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A partir del porcentaje diseminacion, se asigno la intensidad de reaccion (IR) en los

bagres utilizando valores que van de 0 a 6 segun el porcentaje. Para poquilocitosis,

la intensidad de reaccién mas alta (valor de 6) corresponde al bagre 8. La IR para

equinocitos mas alta fue en el bagre 2. Los peces 1, 5, 6, 8 y 9 no presentaron

equinocitos. Por otra parte, la intensidad de reaccion para hipocromia se presento6 en

el bagre 3y 9 con valores de 4.

En la variacion de la morfologia nuclear, la IR con valor de 4 se presentd en los

organismos 1, 3, 6, 7, 8 y 10. Finalmente las células blasticas tienen una intensidad

de reaccion baja (valor de 2) que se presento en todos los organismos excepto en el

bagre 1, 5y 9 (tabla 6).

Tabla 6. Intensidad de Reaccion (IR) de acuerdo al porcentaje de prevalencia de las

alteraciones los preces bagre Ariopsis felis de Tecolutla, Veracruz.

Matriz de Intensidad de Reaccién (IR) por organismo

1
Alteraciones (%) IR
Poiquilocitos 25 2
Equinocitos 0O O

Hipocromia 34 2

VMN 39 4
células 2 0
blasticas

(%)
23
44
17

12

IR

3
(%)
18
18
28

31

IR

4
(%)
30

15

30

16

IR

(%)

55

36

5

IR

(%)

39
0
16

39

6

IR

(%)
25
17
27

28

7

IR (%)
2 50
2 0
2 13
4 35
2 3

IR

(%)
42
0
33

25

IR

10
(%)
30
12
20

31

IR

4

Obteniendo el Factor de Importancia (FI) e Intensidad de Reaccion (IR) de las 5

alteraciones observadas en los 10 bagres de Tecolutla, Veracruz, se calcul6 el

indice de reaccion patrén (Irp).
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indice de Reaccion Patron (Irp)

El indice de reaccion patron (Irp) permitié estimar el grado de dafio de la serie roja

(eritrocitos) de cada organismo a partir de la sumatoria del Factor de Importancia (FI)

por la Intensidad de Reaccién (IR) de cada alteracién observada en los eritrocitos de

los bagres.

Se calcularon 10 indices en total correspondientes a cada pez bagre analizado por el

software histopatolégico (IHB). El valor del indice mas bajo fue de 18 que

corresponde al bagre 5 mientras que el mas alto fue de 36 para el bagre 2 (tabla 7).

Tabla 7. indice de reaccion patrén (Irp) de 10 peces bagre a partir del calculo del factor de
importancia (FI) e intensidad de reaccion (IR) de las 5 alteraciones categorizadas.

Alteracion Factor Intensidad de reaccion (IR)
Importancia (No. de organismo)

(F1) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Poiquilocitos 2 2 4 2 2 4 4 2 6 4 4

Equinocitos 2 0 6 2 2 0 0 2 0 0 2

Hipocromia 2 2 2 4 2 2 2 2 2 4 2

VMN 3 4 2 4 2 2 4 4 4 2 4

Células 3 0 2 2 2 0 2 2 2 0 2

blasticas

indice de

Reaccion .5 35 34 24 18 30 30 34 22 34

Patrén (Irp)
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Dafio del material genético (Ensayo Cometa)
Los peces bagre de Tecolutla, Veracruz presentaron diferentes niveles de dafio
genético en sus eritrocitos. La cauda de los cometas evidencid valores de dafio que

van de 0 a 4 y presentan longitudes desde 13.19 um a 41.62 um (Figura 7).

Figura 7. Microfotografias que evidencian la presencia de cauda de cometas en eritrocitos. En
A se observa un campo a 20X de cometas. En B cometas con nivel de dafio 1. En Cy D
cometas con nivel de dafio 4. En Ey F se observa un arreglo fotografico de un cometa

observado en un microscopio confocal multifoténico
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Se observé que la frecuencia en los niveles de dafio genético fue diferente en los
peces. El bagre 2 y 3 tuvieron niveles 0 a 1 con una media de 0.85 y 0.56
respectivamente. Los organismos 1 y 4 presentaron niveles de dafio entre 2 y 3 con
una media de 2.56 y 2.66. Para el bagre 5, los niveles de dafio van de 2 a 4 con una
media de 2.96 mientras que el 6 presentd niveles de 1y 2 con una media de 1.75.
Finalmente, el organismo 7 presentd un nivel de dafio 0 con una media de 0.01

(Figura 8).
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Figura 8. Gréafica de la frecuencia de los niveles de dafio genético en eritrocitos de peces bagre
(Ariopsis felis).
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A partir de la frecuencia de los niveles de dafio, se evalu6 el la magnitud de dafio
genético a través de la férmula del conteo total de muestra. El bagre 7 presentd una
magnitud de 1, siendo este el de menor valor. Los organismos 3 y 2 presentaron
valores de 56 y 85 mientras que el 6 tuvo una magnitud de dafio de 174 UA.
Finalmente los organismos 1, 4 y 5 tuvieron una magnitud de dafio de 258, 266 y
296 UA respectivamente (tabla 8). Los peces con valores bajos representan poco
dafio en el material genético mientras que los valores intermedios y altos reflejan

estados moderados y altamente genotdxicos en los eritrocitos de los bagres.

Tabla 8. Evaluacién de la magnitud de dafio genético y desviacion estandar a partir de los
niveles de dafo en eritrocitos de bagres de Tecolutla, Veracruz.

No. Estado (%) Estado (%) Estado (%) Estado (%) Estado (%) CTM (UA)
Organismo
0 1 2 3 4

1 2 7 33 47 11 258 £19.1
2 47 31* 12 10 0 85 +18.8
3 61 27 7 5 0 56 +25.1
4 3 4 25 60* 8 266 + 24.0
5 5 21 43 30* 296 +17.4
6 2 31* 58* 9 0 174 + 24,5
7 99* 1 0 0 0 1+441

En resumen, los resultados demuestran que los niveles de dafio mas frecuentes en
el material genético de los eritrocitos de los bagres analizados estuvieron entre

moderado y altamente genotdxicos.
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Diagnostico de salud de los peces bagre (Ariopsis felis)

Para establecer el diagnostico de salud de los bagres de Tecolutla, Veracruz, se
consider6 el grado de dafio de la serie roja obtenido a partir de los indices de
reaccion patrén (Irp) calculados. Se observa que 3 organismos presentaron valores
entre 20 y 22 mientras que 2 bagres tuvieron un indice de 30. Por otra parte, 3
organismos presentaron un indice de 34 y el bagre 2 presenté el grado de dafio mas
alto del lote de organismos con un valor de 36 en la serie roja. En promedio, los
bagres tienen un indice general de 28. Al ordenar estos datos, la tendencia se

muestra en la Figura 9.

Grado de dafo en la serie roja de bagres (Ariopsis felis) de
Tecolutla, Veracruz.

36
34 34 34
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Figura 9. Grado de dafio en la serie roja de 10 peces bagre Ariopsis felis de Tecolutla,
Veracruz.
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Los indices de reaccion patron expresan el nivel de impacto que presentan los
bagres respecto al porcentaje de dafio en los eritrocitos. En promedio, los 10 bagres
presentaron un indice de 28.2 (Figura 10) y de acuerdo a la escala propuesta por
Zimmerli et al., (2007), estos peces se encuentran en un nivel moderado lo que

corresponde a sistemas acuéticos poco contaminados.

40
35
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25
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Figura 10. Nivel y porcentaje de dafio en eritrocitos de bagres de Tecolutla, Veracruz.

De acuerdo con la concentracion de eritrocitos, asi como del indice histopatologico y
la frecuencia de dafio en el material genético, se observa que los bagres Ariopsis
felis de Tecolutla, Veracruz, presentan alteraciones con una importancia patologica
de nivel 3. Sin embargo la diseminacion de no representa un estado de severa
ocurrencia. Esto indica que los organismos no presentan aun un riesgo en su salud
pero, eventualmente, pueden provocar dafio en otros 6rganos asi como poner en

riesgo el estado fisioldgico de los bagres.
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Discusion

Los pardmetros fisicoquimicos registrados en Tecolutla, Veracruz indican que los
peces bagre Ariopsis felis se desarrollaron en un ambiente estuarino favoreciendo su
crecimiento y desarrollo (Wang y Walker, 2011; Wakida-Kusunoki y Amador del
Angel, 2017 y Jones et al., 1978). Por esta razén no se registraron dafios en los
organismos como parasitos, malos olores u otro parametro biol6gico asociado. Esta
especie se distribuye en zonas costeras desde el norte de California a través del
Golfo de México: Veracruz, Tabasco y la peninsula Yucatan (Wakida-Kusunoki y
Amador del Angel, 2017). A pesar de que los parametros biolégicos medidos indican
gue los organismos colectados no estaban afectados, existen reportes en Tecolutla
de contaminantes que son vertidos en los estuarios y pueden ser potencialmente
bioacumulados por los organismos acuaticos (Arriaga et al., 2009; Botello et al.,

2010).

De acuerdo a los parametros morfométricos de los peces estudiados, estos se
encontraron en una etapa de crecimiento juvenil-adulto (Wang et al., 2011), ademas
por tener un ciclo de vida corto (5 a 6 afios) y habitos alimenticios relacionados con
el sistema bentonico (Wang, Surge y Walker, 2011; Wakida-Kusunoki y Amador del
Angel, 2017); estos peces son buenos indicadores para diagnodsticos de salud

relacionados con la contaminacion acuética (Botello et al., 2010).

Por otra parte, el nimero de eritrocitos por mililitro encontrado en los peces

analizados fue de 1.9 X10° sugiere que estos presentan una concentracién baja
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dentro de los parametros hematoldgicos reportados en otras especies de bagres
como lo indica Breazile (1982) y Montes de Oca (2015) en la especie Ictalurus

punctatus.

Aunque el recuento de eritrocitos de los bagres Ariopsis felis sefiala una baja
concentracion a comparaciéon de otras especies, esto no sugiere un compromiso en
la salud de los organismos, pero si estd relacionado con la presencia de
contaminacioén en los cuerpos acuaticos de Tecolutla, Veracruz (Arriaga et al., 2009;

Maceda-Veiga et al., 2015; Witeska et al., 2011).

Los eritrocitos en los peces bagre presentaron una forma ovoide y un nucleo semi-
condensado al igual que otros estudios en peces. Vergara y Aldana, (1996); asi
como Conroy, (1972) menciona que esta forma es eficaz en el transporte de oxigeno
debido a su mayor superficie de contacto. La descondensacion de cromatina indica
gue ésta se encuentra en un estado metabdlico activo, es decir se estan
transcribiendo los genes que codificaran para las proteinas ultiles para que los
eritrocitos realicen su funcién bioldgica. La Por otra parte, (Valdebenito et al., 2011)
reporta eritrocitos con forma eliptica y de menor tamafio en el pez puye (Galaxus
maculatus) sugiriendo que los peces con mayor actividad natatoria requieren mayor
concentracion de eritrocitos con forma eliptica para el transporte de oxigeno a los
organos mientras que los peces con eritrocitos con forma ovalada tienden a tener
comportamientos bentonicos por lo que el eritrocito adopta esta forma para tener

mayor superficie de contacto en comparaciéon con la forma eliptica.

El tamafo de los linfocitos y monocitos de los peces bagres A. felis analizados es

similar a los reportados por diversos autores (Vergara y Aldana, 1996; Barrios, 2011,
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Minaya Ibafez, 2018) sefialando que la variacién del tamafio en linfocitos de peces
se debe a su estado de madurez, sugiriendo que los pequefios constituyen células
en desarrollo que deben incrementar su tamafo para cumplir sus funciones y los
grandes son linfocitos productores de anticuerpos (Vergara y Aldana, 1996; Minaya

Ibafiez, 2018).

Las alteraciones observadas en los eritrocitos como poiquilocitosis, equinocitosis y
eritrocitos hipocrémicos pueden ser reversibles con un factor 2, lo que representa
un bajo impacto (Bernet et al., 1999) dentro de la serie roja y no ponen en riesgo la
salud de los peces bagres analizados. Por otra parte, la alta diseminacion de células
blasticas representan una alteracion irreversible cuando hay dafio en organos
hematopoyéticos o principios de anemia (Yilmaz y Mutaf, 2015), sin embargo, en los
bagres de Tecolutla, esta alteracion presenté poca diseminacion por lo que se infiere

gue la presencia de estas células no afectan la serie roja de los organismos.

De acuerdo a la variacion en la morfologia nuclear de los eritrocitos, estos
presentaron un valor de 3 en su importancia patolégica lo que indica que, si esta
alteracion se encuentra diseminada en el torrente sanguineo del bagre, puede
volverse una lesion de alto impacto que eventualmente puede afectar la salud de los

peces analizados (Witeska y Szczygielska, 2011).

Al observar la variacion en la morfologia nuclear de los eritrocitos a partir del analisis
histopatoldgico, se realiz6 una evaluacion genotdxica a través de un ensayo cometa
para determinar el dafio en el material genético. Los bagres de Tecolutla
presentaron niveles moderados de dafio en el material genético. Los trabajos de

Guevara et al., (2014); asi como de Arriaga et al.,, (2009) mencionan que en
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Tecolutla Veracruz existe la presencia de metales provenientes de actividades
industriales y que son vertidos en el rio de Tecolutla. Por tal razén, es probable que
estas sustancias sean las causantes de alteraciones gendémicas en los eritrocitos
de los peces bagre (Martins y Costa, 2015; Olivares et al.,, 2014; Witeska et al.,
2011). La ruptura en sitios labiles del material genético en eritrocitos de peces, es
sugerido como un biomarcador de efecto producido por exposicién a contaminantes
acuaticos, principalmente por exposicién a metales y especies reactivas del oxigeno
(EROS) (Olivares et al.,, 2014). Por esta razén, el ensayo cometa resulta ser un
método ampliamente recomendado para determinar el dafio producido por agentes
toxicos en los cuerpos de agua, ademas de generar informacion sobre el estado de
salud que pueden presentar los organismos acuaticos al estar en exposicion a
contaminantes del agua Singh et al., (1988); Witeska, Kondera y Szczygielska,

(2011).

En cuanto a la genotoxicidad de los eritrocitos, Brugés y Reguero (2007) y Olivares
et al., (2014) mencionan que las principales causas de dafio en el material genético
en peces se deben a la presencia de metales en los cuerpos de agua por lo que,
cuando se observan alteraciones preliminares que modifiquen la estructura del
material genético en eritrocitos de peces, resulta de gran importancia realizar estos
estudios con el fin de establecer criterios de evaluacion genotoxicos e

histopatoldgicos.

El diagnéstico de salud de los peces obtenido a través de los indicadores:
importancia patoldgica e intensidad de reaccion de las alteraciones en los eritrocitos,

mostré que los bagres de Tecolutla presentan alteraciones que eventualmente
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pueden afectar su estado de salud, sin embargo, segun nuestros resultados, el
sistema acuético en el que se desarrollan alun no presentan niveles altos de
contaminacion. Bernet et al., (1999) y Zimmerli et al., (2007) mencionan que el
analisis histopatolégico a partir de estos criterios de evaluacion (Importancia
patoldgica) resultan de gran importancia para determinar la relacion de alteraciones
con la contaminacion acuatica, ademas afiadir a los estudios tisulares andlisis

semicuantitativos ayudan a generar diagnosticos de salud confiables.

Los estudios hematoldgicos, como los elaborados en este trabajo, resultan ser de
gran utilidad para el monitoreo de la contaminacion debido a su bajo costo,
obtencion de muestras bioldgicas y obtencién de resultados en un corto tiempo. Por
esta razén, se recomiendan como un primer paso para generar diagnosticos de
salud preliminares. Estos acercamientos permiten evaluar la importancia patologica
de las alteraciones que presentan los organismos acuaticos, asi como su relacion
con la contaminacién acuatica y con base a los resultados obtenidos, sirven de
indicadores para que posteriormente se realicen pruebas especificas. De acuerdo a
Rodak y Carr (2014) y Castelletto, (2013), es importante establecer protocolos
hematoldgicos estandarizados para realizar diagnosticos de salud mas confiables y
gue coadyuven a los programas de monitoreo de la contaminacion en los cuerpos

acuaticos.
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Conclusiones

e Los parametros morfométricos y bioldgicos de los peces bagre Ariopsis felis,
asi como los fisicoquimicos del agua sefalan que estos organismos

presentan un crecimiento y desarrollo éptimo del sistema en el que habitan.

e La concentracién de eritrocitos se considera un biomarcador hematolégico
integral para establecer un diagnostico de salud en peces, por lo que se
sugiere reportar este parametro en los estudios relacionados con la

contaminacion acuatica.

e El Factor de importancia (FI) asi como la Intensidad de reaccion (IR) se
consideran criterios de evaluacion que pueden ser aplicados en alteraciones

tisulares del torrente sanguineo de peces como se demostro en este estudio.

e Las alteraciones observadas en los organismos analizados fueron:
poiquilocitosis, equinocitosis, eritrocitos hipocromicos, células blasticas .
variacion en la morfologia nuclear, siendo esta ultima la de mayor importancia

patolégica e intensidad de reaccion de los bagres analizados.

e El material genético evidencio dafio en los eritrocitos de los bagres A. felis por
lo cual se recomienda el uso del ensayo cometa como prueba

complementaria para determinar dafio genotoxico en organismos silvestres.

e Los indices de reaccidon permitieron estimar el grado de dafio en los eritrocitos

de los peces bagre Ariopsis felis de Tecolutla, Veracruz por lo que se
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recomienda utilizar éstos indices en la evaluacion de la contaminacion

acuatica.

El indice de salud, indic6 que las alteraciones observadas no representan un
riesgo para los organismos. Sin embargo, las alteraciones pueden progresar
si el estrés ambiental se incrementa causando lesiones mas severas que

comprometan la condicion fisiologica.

El presente estudio demuestra que el recuento de eritrocitos, asi como los
indices histopatologicos y la frecuencia de dafio genotoxico resultan ser

biomarcadores importantes para la evaluacion de la contaminacion acuatica.

Se recomienda complementar los estudios sanguineos con analisis en otros
organos para establecer un diagnéstico de salud mas robusto en los peces
bagre Ariopsis felis asi como su importancia dentro de los programas de

monitoreo ambiental.
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DRA. MARCELA GALAR MARTINEZ -
Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
[ eees Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
., S48 de Grado cuya denominacién aparece al -margen, para la
2 obtencién del grado de: ‘
sensen
2 MAESTRO EN BIOLOGIA
"en
o DE: MISAEL HERNANDEZ DIAZ
‘.ll.:
- -
"o
. . '
Ll
e y de acuerdo con el articulo 78 fraccion III del
- h Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
A Auténoma Metropolitana, los miembros .del  jurado
VL resolvieron:
- LR R
®uees MISAEL HERNANDEZ DIAZ
- H ALUMNO / AT
aver .
- by e Lo d B L)
A Do b i it
S TR .ty -\\" f
Acto continuo, la presidenta “del 'jurado'¢omﬁnic§'51”
interesado el «resultado 'de la° evaluacxon »y,‘zen caso,
aprobatorio, le fue tomada la protesta. A I kT
DR. JOSE b \{

1A CAMARGO RICALDE

Gyt o T

 DR.LE

'MANUEL GOMEZ OLIVAN




