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Resumen 

El estudio de la vulnerabilidad depende del análisis de los elementos que la componen: 

exposición, sensibilidad y capacidad de recuperación. En este trabajo, se propone el uso de 

respuestas tisulares que se han recomendado como biomarcadores para medir los elementos de 

la vulnerabilidad en la almeja Polymesoda caroliniana, además de obtener un índice 

histopatológico para evaluar su estado de salud. El análisis histopatológico revela alteraciones 

que pueden ser producto del estrés ambiental, reflejando así, el nivel de sensibilidad. Mientras 

que el análisis inmunohistoquímico utiliza marcadores para determinar la presencia de 

compuestos tóxicos, lo que refleja el nivel de exposición de un organismo. En este trabajo se 

realizó un análisis de prevalencia de alteraciones tisulares en la glándula digestiva y el cálculo 

de un índice histopatológico para estimar el estado de salud. Se analizaron, además respuestas 

inmunohistoquímicas de tres marcadores de estrés ambiental (HSP70, MTs y CYP). Por otro 

lado, para la evaluación de la vulnerabilidad, se diseñó una estrategia semicuantitativa para 

determinar el nivel de exposición mediante el promedio de marcadores inmunohistoquímicos 

positivos en diferentes órganos. El nivel de sensibilidad fue determinado mediante la relación 

entre la prevalencia de alteraciones histopatológicas y el nivel de exposición. Finalmente, para 

estimar la capacidad de recuperación, se colocó al grupo control en un ambiente limpio 

durante 40 días. El promedio de marcadores inmunohistoquímicos positivos observados en la 

almeja la coloca en una categoría de exposición moderada. La relación entre la baja 

prevalencia de alteraciones y el nivel moderado de exposición de la almeja la coloca en una 

categoría de sensibilidad baja. Las almejas del grupo control permitieron observar la 

capacidad de revertir los efectos del estrés ambiental. Con las respuestas obtenidas mediante la 

evaluación de los elementos de la vulnerabilidad, la almeja P. caroliniana se ubica en una 

categoría de vulnerabilidad baja. La propuesta de evaluación presentada en esta tesis es una 

alternativa para la evaluación integral de los recursos acuáticos, busca además que en los 

estudios de vulnerabilidad se consideren las respuestas fisiológicas de los organismos. El 

análisis de respuestas fisiológicas de organismos se puede integrar en la evaluación de la 

vulnerabilidad de los sistemas acuáticos. 

Palabras clave: Polymesoda caroliniana, índice histopatológico, inmunohistoquímica, 

vulnerabilidad, estrés ambiental.  
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Abstract 

The vulnerability depends on the analysis of the elements that compose it: exposure, 

sensitivity, and recovery capacity. In this work, the use of tissue responses that have been 

recommended as biomarkers to measure the elements of vulnerability in the Polymesoda 

caroliniana clam is proposed, in addition to obtaining a histopathological index to assess its 

health status. Histopathological analysis reveals alterations that may be the product of 

environmental stress, thus reflecting the level of sensitivity. While immunohistochemical 

analysis uses markers to determine the presence of toxic compounds, which reflects the level 

of exposure of an organism. In this work, an analysis of the prevalence of tissue alterations in 

the digestive gland and the calculation of a histopathological index to estimate health status 

was performed. Immunohistochemical responses of three environmental stress markers 

(HSP70, MTs and CYP) were also analyzed. On the other hand, for the vulnerability 

assessment, a semi-quantitative strategy was designed to determine the level of exposure 

through the average of positive immunohistochemical markers in different organs. The level 

of sensitivity was determined by the relationship between the prevalence of histopathological 

alterations and the level of exposure. Finally, to estimate the recovery capacity, the control 

group was placed in a clean environment for 40 days. The average number of positive 

immunohistochemical markers observed in the clam places it in a moderate exposure category. 

The relationship between the low prevalence of disorders and the moderate level of exposure 

of the clam places it in a category of low sensitivity. The clams of the control group allowed to 

observe the ability to reverse the effects of environmental stress. With the responses obtained 

by evaluating the elements of vulnerability, the P. caroliniana clam is located in a low 

vulnerability category. The evaluation proposal presented in this thesis is an alternative for the 

comprehensive evaluation of aquatic resources, it also seeks that in vulnerability studies the 

physiological responses of organisms are considered. Analysis of physiological responses of 

organisms can be integrated into the vulnerability assessment of aquatic systems. 

Key words: Polymesoda caroliniana, histopathological index, immunohistochemistry, 

vulnerability, environmental stress. 
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1. Introducción 

Las zonas costeras se consideran uno de los ambientes más vulnerables ante el efecto de los 

contaminantes (Botello, 2010). Los estudios que evalúan la vulnerabilidad de las zonas 

costeras han propuesto algunos parámetros para estimarla (Ramírez y Torres, 2010). Sin 

embargo, ninguno de ellos, incluye parámetros fisiológicos que describan el estado de salud de 

los organismos que se desarrollan en un ambiente potencialmente vulnerable ante los efectos 

del estrés ambiental.  

El estrés ambiental puede causar efectos medibles sobre el estado fisiológico de los 

organismos comprometiendo su salud (Baum et al., 1984; Bayne et al., 1976; Häder et al., 

2020). Existen enfoques metodológicos que miden estos efectos a diferentes niveles de 

organización biológica. Los análisis histopatológicos e inmunohistoquímicos evalúan los 

efectos del estrés ambiental a nivel tisular (Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015a). Por un 

lado, el análisis histopatológico determina las consecuencias fisiológicas de la sensibilidad de 

los organismos a los contaminantes, mediante la caracterización de alteraciones tisulares 

(Boscolo Papo et al., 2014b; Usheva et al., 2006). Estas respuestas tisulares se pueden 

cuantificar mediante un índice histopatológico (Ih), reflejando el estado de salud de un 

organismo (Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015a). Por otro lado, el análisis 

inmunohistoquímico determina respuestas citológicas relacionadas con la presencia de algunos 

contaminantes. Se utilizan diversos marcadores inmunohistoquímicos para este fin, sin 

embargo, en moluscos bivalvos se ha propuesto la evaluación del estrés ambiental mediante la 

evaluación de la sobreexpresión de proteínas HSP70, metalotioneínas (MTs) y el citocromo 

P450 (CYP) (Boscolo Papo et al., 2014b, 2014a). Estos marcadores, al sobreexpresarse en las 

células, reflejan la exposición a diferentes componentes tóxicos y sus efectos en los 
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organismos vivos (Boscolo Papo et al., 2014a; Moraga et al., 2005; Wang et al., 2010; Zhang 

et al., 2012). En consecuencia, la integración de enfoques histopatológicos e 

inmunohistoquímicos constituye una estrategia valiosa para evaluar la vulnerabilidad de un 

organismo a un entorno específico (Boscolo Papo et al., 2014a). Esto se logra gracias a que el 

análisis histopatológico hace evidentes alteraciones que son consecuencia de los mecanismos 

de defensa de los organismos ante un agente estresor, revelando así el nivel de sensibilidad. 

Por otro lado, el análisis inmunohistoquímico constituye un biomarcador bioquímico que se 

induce a ese nivel cuando se generan respuestas endógenas preventivas constituyendo un 

mecanismo para evaluar la exposición de un organismo.  

Para evaluar la vulnerabilidad es necesario analizar los elementos que la componen: la 

exposición ante algún estresor ambiental, la sensibilidad o grado de afectación ante un estresor 

y la forma en la que se recupera ante una presión especifica (Carantoña y Hernández, 2017; 

Dagnino et al., 2008; Ocaña y Pech, 2018; Villa y McLeod, 2002). Existen diversas 

metodologías para evaluar la vulnerabilidad, sin embargo, la generación de indicadores 

cualitativos o cuantitativos sigue siendo la que predomina, sin dejar de lado la relación que 

tienen estos indicadores con los elementos que componen a la vulnerabilidad (Magaña, 2012). 

A pesar de las diferentes metodologías para el estudio de la vulnerabilidad, en México son 

escasas las investigaciones que empleen este enfoque, lo que provoca un área de oportunidad 

para llevar a cabo este tipo de estudio en zonas costeras en donde no se conocen los efectos 

que puede provocar el estrés ambiental en los organismos.  

Una zona costera característica del Golfo de México es Tecolutla en el estado de Veracruz, en 

ella existe una importante riqueza de recursos acuáticos, pero no se tiene suficiente 

información sobre el estatus de salud y vulnerabilidad de sus recursos biológicos. Pese a que 

se han realizado algunos estudios para determinar la calidad del agua del río Tecolutla, así 
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como las fuentes y tipos de contaminantes (Arriaga-Gaona et al., 2013; Limón-Hernández, 

2019; López-Portillo et al., 2009), ninguno de ellos incluye la evaluación de los efectos de los 

contaminantes en organismos silvestres. Uno de los organismos más comunes en esta zona, es 

la almeja negra Polymesoda caroliniana, la cual representa un recurso económico, nutricional 

y de importancia biológica para la región. Las almejas están consideradas dentro de los 

estudios de monitoreo ambiental como organismos bioindicadores del estado de salud de un 

ambiente (Boscolo Papo et al., 2014a, 2014b; Carneiro et al., 2015; Cuevas et al., 2015a; 

Delgado-Alvarez et al., 2019; Santovito et al., 2015; Vodopivez et al., 2015; Zhang et al., 

2012). Por lo tanto, en este trabajo se describe el uso de respuestas tisulares como indicadores 

para evaluar la vulnerabilidad mediante una propuesta semicuantitativa que relacione estas 

respuestas y los elementos que la componen: exposición, sensibilidad y capacidad de 

recuperación. Conocer el estatus de salud de los organismos en vida silvestre, los posibles 

factores de estrés ambiental y la vulnerabilidad que tienen en las zonas costeras donde habitan, 

permitirá obtener información que facilite la toma de decisiones en materia de legislación, 

evaluación y remediación ambiental.  
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2. Antecedentes 

2.1. Vulnerabilidad de los sistemas acuáticos por la presencia de contaminantes 

La contaminación es la introducción de sustancias y energía en un ambiente hecha por el 

hombre que resulta perjudicial para los organismos vivos lo que se traduce también en daños a 

la salud humana. Según Espina y Vanegas, (2005) el Golfo de México, como otros mares, se 

encuentra contaminado por las actividades humanas, tales como: asentamientos urbanos, 

actividades en playas, desechos industriales o descargas de aguas residuales lo que lo hace un 

sistema vulnerable. 

México cuenta con 11,000 kilómetros de litorales y una red de 663,000 kilómetros de ríos y 

arroyos a lo largo y ancho del país en donde se producen 14 millones de metros cúbicos de 

aguas residuales al año, de las cuales cerca del 57 % se vierten sin ningún tratamiento en los 

cuerpos de agua. En este sentido y hasta el año 2015 la CONAGUA reportaba que solo el 56 

% de los cuerpos acuáticos en el país se colocaban en la categoría de “Excelente calidad” 

(CONAGUA, 2016). 

Además de las aguas residuales, existen otros contaminantes que afectan a las zonas costeras 

como son: los restos de productos agroquímicos, los hidrocarburos, detergentes y metales 

pesados como arsénico, cadmio y mercurio (Singh y Gupta, 2017). Desafortunadamente, no en 

todos los cuerpos acuáticos del país se conoce el tipo de contaminantes específicos, ya que los 

esfuerzos de monitoreo se han enfocado en la evaluación la calidad del agua para satisfacer 

necesidades humanas y en el análisis de las respuestas fisiológicas que provocan los 

contaminantes. 

En el estado de Veracruz, particularmente en el municipio de Tecolutla, se han realizado 

estudios para evaluar la calidad del agua en sus cuerpos acuáticos. En el río Tecolutla, por 
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ejemplo, se ha reportado que excede los límites de bacterias coliformes totales y fecales de 

acuerdo con las normas mexicanas derivado de la contaminación antropogénica, lo que lo 

coloca con un índice de calidad que va de “regular” a “malo” (Arriaga-Gaona et al., 2013). 

También se ha reportado que en esta zona existen alrededor de 30 puntos de descarga de aguas 

residuales procedentes del municipio, hogares y negocios locales, situación que le lleva a tener 

un índice de calidad de agua de “contaminado” a “muy contaminado” (Limón-Hernández, 

2019). Finalmente, la CONABIO ha reportado que existen impactos indirectos que afectan al 

manglar de Tecolutla dentro de los que se encuentran: la contaminación por agroquímicos, 

contaminación por el rompimiento de ductos de petróleo y daño por el tránsito de lanchas 

turísticas; sin que se reporte específicamente la presencia de metales pesados, detergentes, 

contaminantes emergentes o hidrocarburos como contaminantes (López-Portillo et al., 2009).  

En términos generales, los sistemas acuáticos se pueden ver afectados por diferentes tipos de 

contaminantes los cuales, representan una fuente de estrés en los organismos (Botello, 2010). 

El estrés ambiental, causado por las actividades humanas puede originar una alteración 

medible del estado fisiológico (bioquímico, celular o conductual), que hace al individuo más 

vulnerable, por lo que eventualmente su existencia y bienestar pueden estar en peligro (Baum 

et al., 1984; Bayne et al., 1976). Dentro de los diferentes campos de la ciencia ambiental se 

busca contar con métodos que permitan evaluar los riesgos o efectos que tiene la 

contaminación en los organismos (Estudios de Riesgo Ecológico, ERE) a través del estudio de 

la vulnerabilidad.  
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2.2. Elementos para evaluar la vulnerabilidad  

La vulnerabilidad es el grado en el cual un sistema es susceptible a los efectos adversos 

causados por el estrés ambiental (Ocaña y Pech, 2018; Villa y McLeod, 2002). La 

vulnerabilidad puede ser estimada de acuerdo con el sistema mediante distintos enfoques los 

cuales incluyen aspectos genéticos, ecológicos, reproductivos, de desarrollo, evolutivos, 

geográficos y que pueden ser convertidos en indicadores de vulnerabilidad (Carantoña y 

Hernández, 2017; Magaña, 2012). Otro enfoque para la evaluación de la vulnerabilidad 

incluye la generación de índices de vulnerabilidad que recopila las respuestas obtenidas a 

través de biomarcadores a nivel molecular (Dagnino et al., 2008). Son diversas las 

metodologías para evaluar la vulnerabilidad, sin embargo, en ninguna se emplean como 

indicadores las respuestas obtenidas de biomarcadores como la histopatología. Biomarcadores 

que se encuentran a nivel intermedio de la organización biológica. 

Los biomarcadores como elementos de la vulnerabilidad son importantes ya que estos son 

variaciones bioquímicas, fisiológicas o de comportamiento que pueden ser medidas en células, 

tejidos, fluidos biológicos u organismos y que ofrecen información importante sobre el medio 

en el que se desarrollan (Boscolo Papo et al., 2014b; Newton y Cope, 2007; Ryan y Hightwer, 

1996). Los efectos generados por los contaminantes en los organismos dependerán del grado 

de toxicidad, el tiempo de exposición, la concentración del contaminante, de factores 

fisiológicos, entre otros, mismos que pueden ser evaluados a través de los biomarcadores 

(Newton y Cope, 2007; Toro-Restrepo, 2011). En moluscos bivalvos se han empleado técnicas 

histopatológicas como biomarcadores ya que estas representan la integración de diversos 

procesos celulares y bioquímicos que son alterados en respuesta a los cambios ambientales 

(Guzmán-García, 2007). Otras respuestas evaluadas en moluscos bivalvos y que se han 

vinculado a los efectos que provoca el estrés ambiental incluyen el marcaje y detección de 
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proteínas específicas como las HSP70 (proteínas que se sobreexpresan ante el estrés térmico), 

las metalotioneínas (asociadas a la exposición con metales) y el citocromo P450 (asociado a la 

presencia de hidrocarburos) (Boscolo Papo et al., 2014b; Colombres et al., 1999; Coronato et 

al., 1999). Estas respuestas especificas pueden servir como indicadores de vulnerabilidad, ya 

que al igual que los biomarcadores permiten la detección desde la primera fase de daño 

biológico antes de que se presenten en un nivel de organización superior como la población o 

la comunidad (Toro-Restrepo, 2011). 

2.3. Biomarcador histopatológico en bivalvos  

La histopatología es un biomarcador útil en el monitoreo de los efectos que pueden provocar 

los contaminantes en los organismos. Esta ciencia permite la evaluación de respuestas 

biológicas en células, tejidos y órganos para determinar la presencia de lesiones que pueden 

ser vinculadas a la exposición de contaminantes (Toro-Restrepo, 2011). En el campo 

internacional la NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration por sus siglas en 

inglés) recomienda estudios tisulares con moluscos bivalvos para el análisis de daños 

ambientales (Villamar, 2011). En este sentido, estudios realizados con almejas en diferentes 

cuerpos acuáticos han demostrado las alteraciones provocadas por contaminantes como 

metales pesados, hidrocarburos o bien parásitos. Se puede observar en estos análisis daños 

morfológicos en células y tejidos del sistema digestivo, respiratorio y tegumentario de los 

moluscos bivalvos que pueden ser reversibles o irreversibles (efectos deletéreos). En estos 

trabajos, los autores asocian las respuestas tisulares a los daños provocados por dichos 

estresores (Bonnail et al., 2018; Boscolo Papo et al., 2014a, 2014b; Santovito et al., 2015). 

Existen trabajos de evaluación de respuestas tisulares en moluscos bivalvos de vida silvestre 

en México, entre los que destacan los realizados con el ostión Crassostrea virginica de 
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diferentes lagunas del estado de Veracruz. En estos trabajos se han encontrado lesiones 

patológicas dentro de las que destacan las respuestas inflamatorias, degeneración de epitelios 

en intestino, presencia y aumento de la concentración y tamaño de células cafés (gránulos de 

lipofuscina), pérdida de cilios en branquias y necrosis en filamentos branquiales (Camarena-

Novelo, 2012; Flores-López, 2014; Guzmán-García, 2007; Hernández-Calderas, 2013).  

Mientras que con la almeja P. caroliniana solo se tienen reportes de los estudios realizados en 

Tecolutla, Veracruz, donde se presenta la caracterización de los tejidos de tres órganos: pie, 

branquia y manto, así como las alteraciones tisulares que presenta en vida silvestre, las cuales 

según los autores no comprometen la salud del organismo (Jerónimo-Juárez, 2013). Por otro 

lado, se ha reportado la relación que existe cuando se expone a esta almeja a un metal pesado 

como el cadmio, observando el aumento de alteraciones patológicas en concentraciones 

subletales de este metal (Vázquez-Castro, 2019). 

Cabe destacar que, tanto en estudios nacionales como internacionales, cuando se aplica el 

biomarcador histopatológico generalmente se suelen obtener resultados cualitativos, 

generando un área de oportunidad en el análisis de los efectos de los contaminantes ya que en 

materia de remediación y legislación ambiental se requieren de métodos numéricos que 

permitan la toma de decisiones a partir de las inferencias realizadas con la histopatología.  

2.3.1. Índice histopatológico como indicador de la de salud de los bivalvos 

Estadísticamente, un índice es una medida que permite estudiar los cambios que se producen 

en una magnitud con respecto al tiempo o al espacio. Los índices se emplean en distintos 

contextos: económico, social, o en el campo de la salud y estos sirven para aportar 

información que coadyuve en la toma de decisiones o marcar el rumbo de alguna estrategia.  
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En materia ambiental, hace poco más de 20 años surgió una propuesta en la cual se podían 

relacionar los estudios histopatológicos en peces y el diseño de un índice que permitiera 

evaluar la contaminación acuática (Bernet et al., 1999). En este trabajo se reconoce la ventaja 

de la histopatología como biomarcador, al ubicarla en un nivel intermedio de la organización 

biológica y propone la construcción de una herramienta de evaluación estandarizada que 

pueda ser empleada en diferentes estudios de contaminación acuática. La propuesta de estos 

autores es un índice que analiza las respuestas histopatológicas, asignándoles un factor de 

importancia patológica y el grado de diseminación de una alteración; con cuyos valores, se 

obtiene un coeficiente matemático que puede compararse entre órganos del mismo animal o 

entre diferentes organismos, sugiriendo el nivel de daño de la lesión patológica. Este índice 

compromete, además, el estudio de reacciones patrón (conjunto de alteraciones que están 

directamente relacionadas con una unidad funcional u órgano); de órganos blanco, 

seleccionados a partir del tipo de contacto que tengan con los contaminantes y de las unidades 

funcionales de un órgano (estructuras tisulares características de un órgano blanco). Con los 

datos obtenidos se genera un índice que nos permite interpretar el grado de contaminación que 

se presenta en un determinado cuerpo de agua.  

Diferentes son los trabajos en organismos acuáticos (particularmente en peces y bivalvos) que 

retoman este índice como herramienta de evaluación de la contaminación de sistemas 

acuáticos; por ejemplo, en un estudio de los efectos histopatológicos en el pez “pejerrey” 

expuestos a diferentes concentraciones de fracciones de petróleo solubles en agua, se aplicó 

dicho índice y los autores pudieron categorizar las lesiones en las branquias de estos peces, 

generando una evaluación propia de éste órgano, de acuerdo con las alteraciones observadas 

(Gusmão et al., 2012). Otro estudio reporta que este índice se ha empleado en la comparación 

de las respuestas patológicas de dos especies de peces: Notothenia coriiceps y Notothenia 
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rossi, al obtener los valores del índice, los autores reportan diferencias entre los coeficientes 

obtenidos, sugiriendo que el índice más alto corresponde a la especie con más alteraciones 

histopatológicas (Donatti et al., 2012). En México, el primer reporte de este índice en peces se 

realizó con en el pez Scomberomorus cavalla de Tecolutla, Veracruz. En este estudio se 

analizó el hígado y las branquias del pez y se hizo una comparación bibliográfica con otros 

estudios que usan este enfoque y concluyeron que el uso de métodos semicuantitativos ayudan 

a la determinación del estado de salud y a mantener un registro de los cambios ambientales a 

través del tiempo (Matadamas-Guzman et al., 2019). 

El enfoque del índice histológico fue retomado posteriormente y se modificó para su 

aplicación en moluscos bivalvos, organismos centinelas por excelencia (Costa et al., 2013). En 

estudios realizados en bivalvos como los mejillones se ha evaluado la glándula digestiva y la 

gónada de estos organismos procedentes de dos zonas diferentes, encontrando alteraciones 

histopatológicas y diferencias entre los índices, asociando el índice más alto a la zona más 

contaminada (Cuevas et al., 2015a). En México, se realizó un acercamiento a este enfoque 

metodológico a través del estudio de la relación que existe entre las alteraciones 

histopatológicas y la exposición ante el cadmio en la almeja P. caroliniana de Tecolutla, 

Veracruz, los autores encontraron una relación que correspondía al aumento del índice en 

muestras de almejas que presentaban mayor tiempo de exposición al metal (Vázquez-Castro, 

et al., 2017).  

Cabe destacar que la mayoría de los estudios histopatológicos se concentran en la 

caracterización de las alteraciones tisulares, sin embargo, en materia ambiental es necesario un 

modelo semicuantitativo como es el índice histopatológico para facilitar la toma de decisiones 

en materia de evaluación y remediación ambiental. Este índice histopatológico ofrece la 

ventaja de que, al ser un coeficiente numérico, permite la comparación de forma sencilla de 
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los resultados obtenidos en un estudio de monitoreo ambiental. Esta característica le confiere 

además un valor agregado como indicador de vulnerabilidad al reflejar la sensibilidad de los 

organismos a los estresores con los que se relaciona en su medio.  

2.3.2. Análisis inmunohistoquímico 

En el campo de la histopatología, para ofrecer un diagnóstico complementario y específico se 

ha recomendado la aplicación de técnicas inmunohistoquímicas, las cuales, se han empleado 

en estudios analíticos de tipo clínico, inspección alimentaria y análisis ambientales (Otero-

González, 2010). Estas técnicas permiten la identificación de una proteína específica en un 

tejido mediante anticuerpos; debido a que en situaciones de alteraciones tisulares, los tejidos 

pueden contener proteínas que no estaban en el tejido sano (Martín-Lacave y García-

Caballero, 2012). La técnica inmunohistoquímica se basa en la relación antígeno-anticuerpo. 

Un antígeno es la sustancia que se desea detectar en una sección de tejido, se denomina 

antígeno ya que se considera que actúa como una sustancia ajena cuando es inyectado a un 

animal de experimentación, desencadenando una reacción inmune y produciendo anticuerpos. 

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteínas en forma de “Y” que son 

sintetizadas por las células plasmáticas (Martín-Lacave y García-Caballero, 2012). Estas 

proteínas están formadas por cuatro cadenas: dos ligeras “L” o ligth de 25 kDa de peso 

molecular y dos pesadas o heavy “H” de 50 kDa, estas cadenas se encuentran unidas entre sí 

por puentes disulfuro, fuerzas de Van Der Waals o enlaces de hidrógeno. Los anticuerpos 

tienen diferentes funciones entre las que destacan: la unión con antígenos, neutralización de 

toxinas, bloqueo en la invasión de virus y reconocimiento de algún agente estresor o antígeno 

(Vargas Burgoa y Villalba Herrera, 2014). Existen dos tipos de anticuerpos: monoclonales y 

policlonales. Los anticuerpos policlonales son una mezcla heterogénea de anticuerpos 



12 

 

producidos por diferentes células, se obtienen por la extracción del suero de un animal 

previamente inmunizado con el antígeno que se pretende estudiar. Estos anticuerpos tienen 

múltiples sitios de unión debido a su amplio rango de especificidad. Por otro lado, los 

anticuerpos monoclonales son generados por células idénticas procedentes de una misma 

célula madre, estas moléculas presentan alta especificidad y reproductividad (Martín-Lacave y 

García-Caballero, 2012).  

En este trabajo se han seleccionado tres anticuerpos considerados en el plano internacional 

como marcadores que evalúan el estrés ambiental en moluscos bivalvos: proteínas HSP70, 

metalotioneínas (MTs) y el citocromo P450 (CYP). Las proteínas HSP70 son un tipo de 

proteínas que pertenecen a la familia de las Hsp (Heat shock protein, por sus siglas en inglés) 

con peso molecular de 70 kDa. Se pueden encontrar desde organismos procariotas hasta 

eucariotas. Participan en la adquisición de la estructura terciaria de las proteínas, degradación 

o reparación de proteínas anormales, actuando como chaperonas moleculares. Estas proteínas, 

se sobreexpresan cuando las células son sometidas a estímulos como el estrés del choque 

calórico, radiaciones o exposición a diversas sustancias e infecciones virales. Al 

sobreexpresarse confieren protección a las células afectadas volviéndolas resistentes a la 

apoptosis (Coronato et al., 1999). Los estudios sobre HSP70 en moluscos bivalvos se han 

centrado en la caracterización e identificación de nuevos genes de esta proteína, así como en el 

marcaje inmunohistoquímico en órganos blanco. Existen trabajos en donde se caracterizó un 

gen de la proteína HSP70 cuya función se sugiere muy importante en la defensa ante 

infecciones bacterianas en la almeja Meretrix meretrix (Yue et al., 2011). Otros estudios que 

utilizan el marcaje inmunohistoquímico se han realizado en la almeja Venerupis 

philippinarum, encontrando reacción positiva de HSP70 en hemocitos de almejas que habitan 

lagunas contaminadas, o bien, positividad en células cafés del intestino de esta almeja, 
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respuesta que los autores asocian a la presencia de un hidrocarburo policíclico aromático 

(Boscolo Papo et al., 2014b).  

Las metalotioneínas (MTs) se reconocen como proteínas de unión a metales ricos en cisteína, 

con baja masa molecular (6-10 kDa) que participan en el mecanismo de desintoxicación al 

secuestrar metales divalentes a través de ligados específicos (Colombres et al., 1999). Se sabe 

que estas proteínas se encuentran en diversos tejidos de un organismo, sin embargo, su mayor 

expresión se da en el hígado y riñón de vertebrados, o bien, en la glándula digestiva e intestino 

de invertebrados (Roesijadi, 1992). Las metalotioneínas tienen dos funciones de protección, la 

primera representa la intercepción y unión con iones metálicos libres que absorbe la célula y la 

segunda en la extracción de metales (Newton y Cope, 2007). Las metalotioneínas han sido 

reportadas en diversos estudios de evaluación de estrés ambiental, provocado por metales. En 

un estudio con larvas de la almeja Meretrix meretrix, se logró identificar en la fase larvaria, el 

sitio en el cual se sintetizan las metalotioneínas, afirmando el rol importante que juegan estas 

en el estrés provocado por cadmio (Wang et al., 2010). Este resultado es apoyado por otros 

trabajos en los que se evalúa el estrés en bivalvos provocado por cadmio (Fang et al., 2010), 

cobre y zinc (Santovito et al., 2015); ambos estudios concluyen que las metalotioneínas son 

excelentes biomarcadores ligados al proceso de desintoxicación por metales. Se tienen 

reportes de un ensayo con metalotioneínas, en donde se concluye que estas proteínas, se 

pueden emplear como biomarcadores por exposición a metales en moluscos bivalvos (Figueira 

et al., 2012). Finalmente, un estudio reciente que empleó biomarcadores de exposición y 

efecto en ostiones de la especie Crassostrea virginica de Tecolutla Veracruz observó que la 

transferencia trófica de metales en estos organismos provoca desestabilización de las 

membranas lisosomales y estrés oxidativo, además de considerar importante la evaluación de 
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biomarcadores en organismos de importancia comercial esta zona de estudio (Mares-Guzmán 

et al., 2020). 

Por otro lado, el citocromo P450 o CYP pertenece a una de las familias más grandes de 

hemoproteínas que se han evaluado en organismos desde bacterias, hasta mamíferos. Estas 

proteínas, participan en la fase I del metabolismo de desintoxicación, el cual implica procesos 

de oxidación, reducción e hidrólisis. Las proteínas como CYP con un peso de 50 a 60 kDa, se 

han reportado en la membrana del retículo endoplásmico del hígado en peces y en el 

hepatopáncreas en moluscos bivalvos (Zhang et al., 2012). Dentro de los trabajos que utilizan 

el citocromo P450 como biomarcador encontramos uno que considera el uso de CYP en 

almejas como una herramienta en la evaluación del ambiente ante la presencia de 

Hidrocarburos Policíclicos Aromáticos (HPA) (Pan et al., 2011). Por otro lado, existen 

trabajos de identificación de una nueva forma de citocromo P450 en la almeja Venerupis 

philippinarum donde concluyen que esta nueva forma de citocromo responde a diversos tipos 

de xenobióticos además de ser un candidato importante en la evaluación ante metales pesados 

(Zhang et al., 2012). Finalmente, otros estudios con CYP utilizan herramientas histoquímicas 

para la evaluación de esta enzima en tejidos de bivalvos, tal es el caso de Boscolo Papo et al., 

(2014a); quienes encontraron respuesta inmune positiva del citocromo P4501A en hemocitos 

de la almeja Venerupis philippinarum de zonas altamente contaminadas, lo que sugiere que 

CYP se sobreexpresa ante contaminantes orgánicos como los hidrocarburos. 

La sobreexpresión de este tipo de proteínas en células y tejidos de moluscos bivalvos son 

indicativos de la presencia de diversos estresores ambientales a los que están expuestos estos 

organismos. Al evidenciar la exposición a diferentes contaminantes, las técnicas 

inmunohistoquímicas pueden funcionar como un indicador para evaluar el elemento 

“exposición” en un estudio de vulnerabilidad. 
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2.4. Evaluación de la vulnerabilidad: exposición, sensibilidad y capacidad de 

recuperación 

Etimológicamente la palabra vulnerabilidad proviene del latín que significa “posibilidad de 

ser herido o ser dañado”. En la literatura es posible encontrar diferentes conceptos sobre la 

vulnerabilidad. El que tiene que ver con el cambio climático la define como “el grado de un 

sistema de ser susceptible e incapaz de enfrentar los efectos adversos del cambio climático” 

(Magaña, 2012). Desde el punto de vista de las Naciones Unidas para la Reducción del Riesgo 

de Desastres, la vulnerabilidad es “la incapacidad de resistencia cuando se presenta un 

fenómeno amenazante o la incapacidad de reponerse después de que ha ocurrido un desastre” 

(UNDRR, 2004). Por otro lado, la vulnerabilidad ambiental está relacionada con el tipo de 

exposición (mayor o menor) que tenga un territorio para ser afectado por un evento (impactos 

ambientales) (Pérez Figueredo, 2012). Finalmente, en el campo de la salud, la vulnerabilidad 

se puede entender como la exposición continuada ante un riesgo (Araujo González, 2015). 

Tomando en consideración esto, un organismo será vulnerable cuando se vea disminuida su 

eficacia reproductiva y sus probabilidades de supervivencia o eficacia biológica (Cadena 

Monroy, 2009). Para fines prácticos de este trabajo un organismo será vulnerable cuando sea 

susceptible a los efectos de una amenaza o se encuentre expuesto ante algún riesgo en menor o 

mayor grado y sea incapaz de prevenirlo. 

Para evaluar el grado de vulnerabilidad se han propuesto diferentes metodologías según el 

campo de estudio (Carantoña y Hernández, 2017; Dagnino et al., 2008; Gauthier et al., 2014; 

Ocaña y Pech, 2018; Villa y McLeod, 2002). En ecología por ejemplo, la vulnerabilidad se 

estudia con el objeto de implementar programas de gestión y cultura ambiental y así reducir la 

contaminación en un sistema, lo cual se logra a través de indicadores (Araya-Ulloa y Calvo-

Brenes, 2017). Aunque no existe un método universal para evaluar la vulnerabilidad, el 
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establecimiento de indicadores son el enfoque más usado. Los indicadores son datos 

cualitativos o cuantitativos que sirven para ordenar y sistematizar información con el fin de 

que coadyuven en la planificación, evaluación y toma de decisiones (Magaña, 2012). 

En términos generales la vulnerabilidad se compone de tres elementos: la exposición, la 

sensibilidad y la capacidad de recuperación (Carantoña y Hernández, 2017; Villa y 

McLeod, 2002). La exposición es la fase en la cual un sistema u organismo se encuentra en 

relación o contacto con fuentes de estrés o presiones diferentes. La sensibilidad es el grado de 

afectación que un sistema o un organismo puede tener al estar expuesto a una fuente de 

presión. Finalmente, la capacidad de recuperación es la habilidad en que un sistema u 

organismo puede hacer frente a las fuentes de presión (Dagnino et al., 2008; Ocaña y Pech, 

2018). La vulnerabilidad se ha evaluado mediante la determinación de indicadores e índices 

matemáticos con el fin de determinar el grado de susceptibilidad de los organismos a los 

cambios ambientales (Magaña, 2012; Ocaña y Pech, 2018). Un protocolo para la evaluación 

de la vulnerabilidad biológica propone que además de la estimación de índices, se analicen las 

respuestas obtenidas a partir del estudio de biomarcadores de exposición y efecto a nivel 

molecular (Dagnino et al., 2008). También, se ha propuesto evaluarla a través de la 

caracterización de respuestas ante diferentes amenazas, mediante aspectos de sobrevivencia y 

reproducción que sirvan para determinar la sensibilidad ante presiones conocidas (Dagnino et 

al., 2008; Gauthier et al., 2014; Karmaoui et al., 2015; Ramírez y Torres, 2010). Finalmente, 

en estudios en donde se evalúa el nivel de vulnerabilidad en especies en contacto con 

estresores ambientales, se sugiere considerar estos componentes: la exposición, la sensibilidad 

y la capacidad de recuperación. Pese a los esfuerzos en investigación para estimar la 

vulnerabilidad, en ninguno de ellos se hace referencia al estudio de respuestas obtenidas de 

análisis histopatológicos o inmunohistoquímicos para estimarla, aunque estos tengan un gran 
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potencial para ofrecer información que se puede relacionar con la exposición, sensibilidad y 

capacidad de recuperación. 

En la almeja P. caroliniana los elementos que componen la vulnerabilidad se pueden 

relacionar con biomarcadores fisiológicos como los histopatológicos. Si se piensa que las 

respuestas histopatológicas se pueden relacionar con la sensibilidad que tiene el organismo al 

medio y que la evaluación de respuestas inmunohistoquímicas se relaciona con algún posible 

agente estresor con el cual están en contacto, entonces estos análisis nos pueden brindar 

información valiosa para emplearse como indicadores de vulnerabilidad. Finalmente, para 

evaluar el tercer elemento de la vulnerabilidad, la capacidad de recuperación, en esta almeja se 

puede emplear un grupo control que permita contrastar las respuestas entre organismos 

expuestos y no expuestos, con el fin de determinar la capacidad de recuperación.  

2.5. Perspectiva de estudio para evaluar la vulnerabilidad en Tecolutla, Veracruz 

El municipio de Tecolutla se encuentra en el estado de Veracruz, México, el cual colinda al 

norte con Papantla, al sur con los municipios de Martínez de la Torre y San Rafael, al oeste 

con Gutiérrez Zamora y al este con el Golfo de México. El sitio seleccionado como 

perspectiva de estudio se ubica en el río Tecolutla entre los paralelos 96° 59´849´´ W y 20° 

27´´ 628´´ N (figura 1). El río es un humedal arbóreo categorizado como marino-costero y 

cuenta con las siguientes categorías de priorización según la CONABIO: “Región marina 

prioritaria”, “Región hidrológica prioritaria” y “Área de importancia para la conservación de 

aves”. En el río Tecolutla existen escasos estudios que evalúen la riqueza faunística de 

animales bentónicos (vertebrados o invertebrados) así como estudios que determinen la 

calidad y salud del sistema. Pese a que los reportes de diversidad en la zona se han enfocado 

en la presencia de aves, mamíferos y reptiles, es posible encontrar especies de peces y 



18 

 

moluscos bivalvos con importancia en el comercio y dieta de los pobladores del lugar que no 

figuran en los registros oficiales faunísticos del río, un ejemplo de ello es la almeja 

Polymesoda caroliniana conocida comúnmente como almeja negra. 

Las principales actividades económicas de la población ribereña asociada al manglar son: la 

agricultura, ganadería, pesca y el turismo. Tecolutla es una importante zona turística ya que 

cuenta con diferentes playas las cuales son las más cercanas a la Ciudad de México (figura 2). 

Sus principales atractivos turísticos son los recorridos por el manglar, la liberación de tortugas 

en temporada de desove y el festival del coco que se realiza entre febrero y marzo. 

La falta de estudios sobre su riqueza biológica, así como el estatus desconocido de salud y 

vulnerabilidad de los organismos propios del sistema, hacen de Tecolutla una zona de gran 

relevancia para estudios de vulnerabilidad. El río Tecolutla, pese a su importancia biológica y 

climatológica, es una zona descuidada y desprotegida en materia de legislación ambiental y 

estudios de protección a los recursos acuáticos. Por ello, realizar evaluaciones que permitan 

entender el estado actual de los recursos naturales, permitirá en el futuro evaluar la 

vulnerabilidad del sistema completo y así generar políticas de conservación y gestión 

ambiental en beneficio del ambiente, los organismos silvestres y la población ribereña.  
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Figura 1. Mapa de la zona de estudio. Se muestra la ubicación geográfica del Municipio de Tecolutla, lugar 

donde se encuentra el río Tecolutla y su desembocadura con el Golfo de México. 
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Figura 2. Paisajes de Tecolutla. A. Río Tecolutla con bosque de mangle, son características las especies 

vegetales Rhizophora mangle, Avicennia germinans y Laguncularia racemosa, especies en categoría de amenaza. 

B. Pescador en el río, la pesca es una de las actividades económicas del municipio, pero no la principal. C. Aves 

en el manglar, este tipo de fauna es la que se encuentra mayormente estudiada en el municipio. D. Playa de 
Tecolutla, al fondo de aprecia la escollera una zona rica en presencia de animales invertebrados como pepinos de 

mar, caracoles y anémonas. Fotografías capturas por Jerónimo Juárez J.R. y Márquez Ramos J.A (2016 y 2018). 

Acervo Fotográfico del Laboratorio de Ecotoxicología-Histología. UAM-I.  
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2.6. Polymesoda caroliniana como modelo para evaluar la vulnerabilidad 

La almeja P. caroliniana, es un organismo que presenta conchas no muy largas y ovaladas con 

líneas concéntricas sin umbo terminal, periostraco de color negro-pardo y con umbos 

erosionados (García-Cubas y Reguero, 2007; Mille-Pagaza et al., 1993) (figura 3). Esta almeja 

se distribuye desde las costas de Carolina en los Estados Unidos y hasta el Golfo de México, 

en México (García-Cubas y Reguero, 2007). En el Golfo de México, es la segunda especie de 

almeja más capturada con fines de consumo humano (SAGARPA-CONAPESCA, 2013). Sin 

embargo, se encuentra en categoría de protección especial (NOM-059 SEMARNAT, 2010). 

Recientemente se realizó un estudio para la caracterización parcial de enzimas proteolíticas de 

esta almeja colectada en Tecolutla, Veracruz; el análisis reveló que este organismo presenta 

una actividad enzimática en un rango amplio de temperatura (50 a 70 ºC) y pH (de 8 a 10), lo 

cual hace relevante a dichas enzimas en estudios biotecnológicos (Jerónimo-Juárez, 2013). La 

almeja Polymesoda caroliniana se ha descrito tisularmente y se ha visto que responde a 

condiciones de estrés ambiental (Jerónimo-Juárez, 2013). Además, se ha reportado que estos 

organismos pueden inducir las respuestas ante metales, choque térmico e hidrocarburos 

(Boscolo Papo et al., 2014a; Vázquez-Castro, et al., 2017). Ecológicamente, estos organismos 

son animales sésiles y la mayor parte de su vida la desarrollan enterradas en el limo de la zona 

intermareal (García-Cubas y Reguero, 2007; Levine et al., 2006). Al estar desprovistas de 

mecanismos de protección; el enterrarse en el sedimento les confiere protección ante sus 

predadores naturales, como peces o cangrejos. Son organismos filtradores, que se alimentan de 

partículas que entran en al agua por medio de sus sifones y bañan las branquias (Hickman, 

2009). Un órgano blanco que se ha considerado objeto de estudio en análisis histopatológicos 

de moluscos bivalvos es la glándula digestiva (Cuevas et al., 2015a; Usheva et al., 2006). La 

glándula digestiva se encuentra rodeando el estómago y está formada por una serie de túbulos 
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diferenciados morfológicamente por el estado en el que participan durante la digestión. La 

función principal de la glándula digestiva es la digestión intracelular o la acumulación y 

desintoxicación de compuestos tóxicos (Mikkelsen y Bieler, 2008).  

Estas características permiten realizar una evaluación semicuantitativa de las respuestas 

tisulares y establecer índices histopatológicos o de salud, sin embargo, en estudios de 

vulnerabilidad, el análisis de estas respuestas tisulares no ha sido consdierada como un 

indicador para estimarla. 

 

Figura 3. Aspecto externo de la almeja de Tecolutla Veracruz. A. Se observa la capa externa de las valvas 
denominada periostraco (1) de color negro pardo. B. Detalle del umbo (2), región más vieja de la concha, en esta 

especie se muestra el umbo erosionado. C. Apariencia interna de las valvas con dos impresiones musculares (3) e 

impresión paleal tenue (4). D. Charnela tipo no taxodonta con dientes cardinales (cabezas de flecha) y dientes 

laterales (flechas). Estos caracteres taxonómicos corresponden a la almeja P. caroliniana. Fotografías capturas 
por Luis Hernández D.I. (2012). Acervo Fotográfico del Laboratorio de Ecotoxicología-Histología. UAM-I. 
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3. Pregunta de investigación 

¿El análisis de biomarcadores tisulares permitirá generar información relevante para la 

evaluación del estado de salud y vulnerabilidad de la almeja Polymesoda caroliniana de 

Tecolutla, Veracruz? 

 

4. Hipótesis 

Si los biomarcadores tisulares permiten evaluar la exposición, sensibilidad y capacidad de 

recuperación en la almeja Polymesoda caroliniana, entonces se podrán establecer los 

mecanismos de respuesta ante el estrés ambiental, el estado de salud y la vulnerabilidad de 

este organismo en el sistema Tecolutla, Veracruz.  
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5. Objetivo general 

Analizar respuestas tisulares en la almeja Polymesoda caroliniana, con el fin de estimar el 

estado de salud y vulnerabilidad en el sistema Tecolutla, Veracruz. 

Objetivos particulares 

• Analizar respuestas histopatológicas con técnicas de rutina (H-E) en la glándula 

digestiva de la almeja para estimar la prevalencia de alteraciones en estos organismos. 

• Asignar valores de importancia patológica (w) y el grado de diseminación (a) a cada 

alteración observada con el fin de obtener un índice histopatológico.  

• Estimar el estado de salud de las almejas obtenidas en Tecolutla, Veracruz mediante el 

análisis del índice histopatológico (Ih). 

• Realizar el montaje y análisis de tres marcadores de estrés (proteínas HSP70, MTs y 

CYP) mediante técnicas inmunohistoquímicas con el fin de advertir la presencia y 

grado de exposición ante estresores ambientales. 

• Generar categorías mediante las respuestas histopatológicas e inmunohistoquímicas 

(indicadores) observadas en la almeja para estimar su vulnerabilidad. 

• Evaluar la vulnerabilidad de la almeja mediante la generación de una propuesta 

semicuantitativa que incluya la evaluación de la exposición, la sensibilidad y la 

capacidad de recuperación. 
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6. Materiales y métodos 

En la figura 4 se presenta un diagrama de flujo que representa los métodos seguidos para 

evaluar el estado de salud y vulnerabilidad en la almeja Polymesoda caroliniana. A 

continuación, se detalla cada análisis.  

6.1. Obtención de la muestra y análisis macroscópico 

Previo a la obtención de muestras, en el lugar se tomaron parámetros fisicoquímicos del agua 

tales como: temperatura, salinidad, oxígeno disuelto y pH mediante un espectrofotómetro 

marca Hach® modelo DR/2000. Los parámetros fisicoquímicos obtenidos en el lugar fueron 

empleados como referentes para el mantenimiento de los organismos en el grupo control.  

La obtención de los organismos se realizó mediante pesca local en un banco de almejas 

conocido por los pescadores como el punto de mayor abundancia de esta especie en el río 

Tecolutla, Veracruz. Se obtuvieron 100 organismos adultos (de 4 a 5.5 cm de longitud) y se 

dividieron en dos lotes iguales: 50 organismos en el lote experimental (almejas recolectadas 

del medio) y 50 organismos destinados al lote control (almejas en cuarentena). El tamaño de 

muestra es mayor al reportado para estudios con moluscos bivalvos (Cuevas et al., 2015a). El 

transporte de las almejas hasta el Laboratorio de Ecotoxicología UAM-I se realizó mediante 

hieleras a una temperatura de 4 °C. Una vez en el laboratorio, todos los organismos se 

limpiaron con alcohol al 70 % y se realizó un análisis macroscópico evaluando los siguientes 

parámetros: perforaciones en las valvas, presencia de vermes o ectoparásitos, así como malos 

olores en la masa visceral. Posteriormente, las almejas del lote control se colocaron en los 

acuarios de cuarentena en el PIMVS CIDMIRA-UAM-I (SEMARNAT DGVS-02594/1806). 

Las almejas del lote control se colocaron en acuarios de 40 L con agua salobre (2 ‰) tomando 

en cuenta el espacio entre cada uno de ellos (≈ 5 cm entre cada uno). Se mantuvieron durante 
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40 días con aireación y alimento constante (cultivo de Chlorella sp., a una concentración de 

909, 935 cel/ml). Diariamente se hizo un registro y control de los parámetros fisicoquímicos 

(temperatura, pH y salinidad), así como el registro de mortalidad de los organismos. 

Transcurrido el periodo de cuarentena, las almejas fueron procesadas para el análisis 

histopatológico e inmunohistoquímico como se detalla a continuación.  

6.2. Análisis histopatológico 

Se extrajo la masa visceral completa de los organismos del lote experimental y del lote control 

(una vez transcurrida la cuarentena) y se fijaron en formol amortiguado al 10 % (PBS 1mM, 

pH 7.4) por 48 horas. Posteriormente, la masa visceral se seccionó en tres regiones y se 

colocaron en cassetes histológicos marca Simport® modelo Histossete I para su 

deshidratación, infiltración y aclarado en un procesador de tejidos marca Leica® modelo 

TP1020. Las muestras se incluyeron en un medio de parafina marca Paraplast® de Leica 

Microsystems (No. de catálogo: EM-400) mediante un centro de inclusión de tejidos marca 

Leica® modelo EG1140-H. Se realizaron tres cortes seriados a un nivel de 5 μm con 

orientación transversal y con énfasis en la glándula digestiva (región media de la almeja) 

mediante un microtomo marca Microm® modelo HM3156 y se tiñeron con Hematoxilina-

Eosina (Cuevas et al., 2015a). 

El análisis histopatológico fue realizado con énfasis en la glándula digestiva de los organismos 

de ambos lotes de estudio. El análisis de las preparaciones tisulares fue realizado en un 

microscopio óptico marca Carl Zeiss® modelo Apotome Observer.Z1 acoplado una cámara 

marca Zeiss® modelo AxioCam MRC5 y a un ordenador Toshiba® modelo Satellite, donde se 

tomaron fotomicrografías de las zonas de interés. Las fotomicrografías obtenidas se editaron 

mediante el software Carl Zeiss® AxioVision versión SE 64 REL.4.9.1. De cada almeja se 
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observaron tres preparaciones tisulares en tres diferentes magnificaciones 10x, 40x y 100x 

para caracterizar la estructura de la glándula digestiva (forma de los túbulos, presencia de 

lumen, apariencia y tipo de tejido conectivo circundante) y la presencia o ausencia de 

alteraciones tisulares.  

El análisis histopatológico incluyó: i. la observación y descripción de las alteraciones 

patológicas (la presencia de infiltraciones hemocíticas, células cafés, agregados de lipofuscina, 

atrofias o parásitos fueron consideradas como alteraciones), ii. la construcción de una matriz 

de prevalencia de alteraciones y iii. la asignación de un factor de importancia patológica (w) 

así como el grado de diseminación (a) para la estimación de un índice histopatológico. Para la 

calibración de las observaciones, tres personas diferentes en momentos distintos realizaron el 

mismo análisis siguiendo los mismos criterios de evaluación. 

6.2.1. Índice histopatológico (Ih) 

El índice histopatológico (Ih) empleado en este trabajo es parte de un protocolo para la 

evaluación de la contaminación acuática propuesto originalmente por Bernet et al. (1999) con 

modificaciones para moluscos bivalvos de Costa et al. (2013). Previo al cálculo del índice 

histopatológico, cada alteración se agrupó en reacciones patrón; donde una alteración es 

cualquier cambio en el estado normal de una célula o un tejido y una reacción patrón es el 

grupo de alteraciones que se relacionan directamente con la unidad funcional de un órgano en 

donde se presentan. En este sentido, se categorizaron dos reacciones patrón: alteraciones 

tubulares (cuando las alteraciones se presentaban dentro del túbulo digestivo) y alteraciones 

intertubulares, cuando se observaban entre los túbulos (particularmente en el tejido conectivo 

laxo). Posteriormente, a cada alteración tisular observada se le asignaron dos valores, uno para 

el grado de diseminación (a) y otro para el factor de importancia patológica (w). 
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El factor de importancia patológica (w) se define como el grado de daño o compromiso de un 

órgano después de una alteración, este factor toma valores desde 0 a 3 donde 0 es la ausencia 

de la alteración, 1 es mínima importancia, 2 moderada y 3 es severa importancia patológica 

(Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015a). En este sentido, los parásitos tuvieron un peso de w= 

3, infiltraciones hemocíticas y atrofias w = 2, mientras que las célula cafés y agregados de 

lipofuscina un peso de w =1. 

Por otro lado, el grado de diseminación (a) implica la intensidad en la que se observa una 

alteración tisular. Al grado de diseminación se le asignan valores desde 0 a 6 (0 = sin 

alteración, 2 = mínima, 4 = moderada y 6 = severa diseminación) (Costa et al., 2013; Cuevas 

et al., 2015a). Para calcular el grado de diseminación de una alteración se empleó el criterio de 

correspondencia que se presenta en la Tabla 1, el cual relaciona el porcentaje de diseminación 

de una alteración con un valor de a correspondiente. 

Tabla 1. Criterio propuesto para asignar el valor de (a) de diseminación de una 

alteración histopatológica. 

Grado de diseminación (%) Valor de a 

0 a 9 0 

10 a 50 2 

50 a 70 4 

70 a 100 6 
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El índice histopatológico fue calculado mediante la fórmula propuesta por Costa et al. (2013) 

para moluscos bivalvos:  

𝐼ℎ =  
∑ 𝑤𝑗 ∗ 𝑎𝑗ℎ

𝑗
1

∑ 𝑀𝑗
𝑗
1

 

Donde: 

• Ih es el índice histopatológico por cada organismo. 

• wj es el factor de importancia patológica para cada alteración 

• ajh es el grado de diseminación de las alteraciones y  

• Mj es el máximo valor atribuible para una alteración estimada mediante el producto del 

valor máximo del factor de importancia patológica (w = 3) por el valor máximo de la 

diseminación de una alteración (a = 6) esto para ajustar los valores entre 0 y 1. El 

ajuste de Ih permite comparar entre diferentes áreas de estudio o distintos órganos.  

6.2.2. Análisis inmunohistoquímico 

Para la técnica inmunohistoquímica las preparaciones histológicas se colocaron en una estufa 

de secado marca Blue M® modelo SW-11TA por 1 hora a 60 °C para desparafinar, 

complementando el proceso con dos tratamientos de xilol de 5 minutos cada uno. Transcurrido 

ese tiempo, las preparaciones se hidrataron mediante alcoholes a diferentes concentraciones 

(de alcohol absoluto a 96 %), dejando tres minutos en cada uno y un paso final en agua 

destilada para evitar la desecación de las muestras. La recuperación de antígenos se realizó 

mediante una olla de presión marca Biocare Medical® modelo DC2002 (25 PSI, 125 °C por 5 

minutos) colocando las preparaciones en una jarra coplin con 250 ml del recuperador Diva 

Decloaker 20x de Biocare Medical® (No. de catálogo: DV2005 L2J) en una proporción 1:20 

con agua destilada. Las muestras se dejaron enfriar a baño María por 20 minutos a temperatura 
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ambiente. El exceso de recuperador se lavó con buffer TBS Auto Wash Buffer 40X marca 

Biocare Medical® (No. de catálogo: TWB946L2J). Posteriormente, cada muestra se colocó en 

una cámara de incubación Biocare Medical® modelo RMIQ105 y se aplicaron 100 µl del 

bloqueador de peroxidasas endógenas Dual Endogenous Enzyme Block marca Biocare 

Medical® (No. de catálogo: K4065) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido 

ese tiempo, se eliminó el sobrante del bloqueador mediante lavados con buffer TBS. 

Preparadas las muestras se colocaron los anticuerpos primarios de los marcadores de estrés 

ambiental como se describe a continuación: 

Proteína HSP70. Seguido de los lavados, se aplicaron 100 µl del anticuerpo para HSP70 en 

una dilución 1:50 (Hsp70 [3A3] antibody Rabbit polyclonal antibody anti-human. Genetex®, 

No. de catálogo: GTX25439). 

Metalotioneínas. Se aplicaron 100 µl del anticuerpo para metalotioneínas en una dilución 

1:30 (Metallothionein antibody [UC1MT] antibody mouse monoclonal antibody anti-

rabbit/Genetex®, Catalogo: GTX12228). 

Citocromo P450. Se aplicaron 100 µl del anticuerpo para Citocromo P450 en una dilución 

1:50 (CYP1A2 antibody [15E2] antibody mouse monoclonal antibody anti-human/Genetex®, 

Catalogo: GTX84638). 

En cada anticuerpo, se dejaron reposar por 45 minutos a temperatura ambiente. Se eliminaron 

los sobrantes de los anticuerpos y se hicieron lavados con el buffer TBS, aplicando 

posteriormente 100 µl del anticuerpo secundario Polimero EnVision+ System- HRP Labelled 

Polymer marca Dako® (No. de catálogo: K4000) por 45 minutos a temperatura ambiente. Para 

el sistema de revelado se empleó una mezcla de 1 ml de DAB+ Substrate Buffer y 50µl de 

DAB+Chromogen, ambos reactivos de la marca Dako Envision® (No. de catálogo: K4065) 

colocando en cada preparación tisular una alícuota de 100 µl de esta mezcla para la 
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visualización de la inmunorreacción. Finalmente se realizó una contratinción con 

Hematoxilina de Tacha marca Tacha´s Auto Hematoxylin de Biocare Medical® (No. de 

catálogo: NM-HEM) durante 10 minutos, para después deshidratar (alcoholes de 96 % a 

absoluto, 3 min cada uno) y xilol en dos tratamientos de 30 minutos cada uno. Las muestras se 

cubrieron mediante una solución de resina sintética-xilol al 50 %.  

6.2.3. Índice inmunohistoquímico (Ii) 

Las preparaciones histológicas se analizaron mediante un microscopio marca Zeiss® modelo 

PrimoStar. El análisis inmunohistoquímico se realizó de acuerdo el criterio de ubicación de la 

inmunorreacción (núcleo o citoplasma), así como de la intensidad de la reacción, 

considerándose positiva cuando la reacción era evidente y negativa cuando no hubo reacción 

(Jorge-Buys et al., 2007). Se empleó además un testigo negativo en el cual se omite la 

aplicación de anticuerpos primarios y manteniendo hidratado con buffer TBS. 

Con las observaciones de inmunorreacción de cada marcador se propuso un cociente entre el 

número de marcadores inmunohistoquímicos observados y el número de órganos analizados 

ya que en esta técnica además de la glándula digestiva, se consideraron otros órganos blanco 

donde se observó inmunorreacción positiva. A este cociente se le denominó índice 

inmunohistoquímico (Ii).  

6.3. Evaluación de la vulnerabilidad: exposición, sensibilidad y capacidad de 

recuperación 

Debido a la falta de trabajos similares en donde se evalúe la vulnerabilidad de organismos 

acuáticos ante estresores ambientales, se realizó una investigación bibliográfica y con base en 

trabajos similares se hizo la propuesta de la evaluación de la vulnerabilidad a través de los 

marcadores tisulares e inmunohistoquímicos.  
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Para la evaluación de la vulnerabilidad se tomaron en cuenta los elementos que conforman a 

esta: exposición, sensibilidad y capacidad de recuperación (Carantoña y Hernández, 2017; 

Dagnino et al., 2008; Ocaña y Pech, 2018; Villa y McLeod, 2002). La exposición fue medida 

a través del índice inmunohistoquímico (Ii) ya que es el marcador que ofrece respuestas ante 

estresores a los que están expuestas las almejas. Para dar una significancia en los valores de 

este índice, se propusieron las siguientes categorías: sin exposición (Ii=0), mínima exposición 

(Ii = de 0.1 a 1), moderada exposición (Ii = de 1.1 a 2) y alta exposición (Ii = de 2.1 a 3).  

Por otro lado, la sensibilidad fue evaluada mediante la relación entre el nivel de exposición y 

la prevalencia de alteraciones. Para ello, se propusieron categorías y valores que permitieran la 

relación matemática. El nivel de exposición fue categorizado en tres grupos diferentes con 

valores de exposición desde mínimo (1), moderado (2) y alto (3). Para asignar cualquiera de 

estos valores, se tomó el resultado obtenido en el índice inmunohistoquímico, así si se obtenía 

un Ii de 2.1, le correspondía un valor exposición de 2 y una categoría de moderada exposición. 

Por otro lado, para la prevalencia de alteraciones se propusieron las siguientes categorías: baja 

(1), moderada (2) y alta prevalencia (3). Para asignar cualquiera de estos valores y categorías 

se empleó la interpretación del índice histopatológico (Ih), donde de 0 a 0.25 es baja, de 0.25 a 

0.50 es moderada, 0.50 a 0.75 es alta y de 0.75 a 1 es muy alta (para este trabajo, 

consideramos la categoría alta y muy alta como una misma). Esta categorización proviene de 

rangos establecidos para la interpretación del índice histopatológico (Costa et al., 2013). 

Finalmente, el valor de sensibilidad se calculó mediante la resta del valor de prevalencia 

menos el valor del nivel de exposición, con lo que se obtuvieron cinco categorías de 

sensibilidad: muy baja (-2), baja (-1), normal (0), alta (1) y muy alta (2).  
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El tercer elemento de la vulnerabilidad, la capacidad de recuperación fue estimada mediante 

la comparación entre los valores obtenidos para el Ih y el Ii del grupo control contra el 

experimental. Una vez estimados los elementos de la vulnerabilidad (exposición, sensibilidad 

y capacidad de recuperación), los indicadores (índice inmunohistoquímico, relación entre el Ih 

y Ii, evaluación del grupo control) y las escalas para cada elemento, se construyó una 

propuesta semicuantitativa para determinar la vulnerabilidad de las almejas. 
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Figura 4. Método empleado para evaluar la vulnerabilidad y el estado de salud de la almeja Polymesoda 
caroliniana de Tecolutla, Veracruz. 
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7. Resultados 

7.1. Análisis macroscópico  

Los parámetros fisicoquímicos del agua obtenidos fueron 22 °C de temperatura, 2 ‰ de 

salinidad, 5.4 mg/L de oxígeno disuelto y un pH de 7.7 ± 0.5; de acuerdo con estos 

parámetros, la temperatura se encuentra dentro del intervalo para la óptima reproducción. Por 

otro lado, la salinidad obtenida es típica de sistemas de agua salobre, mientras que el oxígeno 

disuelto y el pH coinciden con ambientes de tipo eurihalinos.  

Los organismos recolectados pertenecen a la especie Polymesoda caroliniana (o almeja 

negra). El análisis de los parámetros biológicos demostró que las almejas recolectadas no 

presentaron perforaciones en conchas, ni malos olores, o daños en la masa visceral. Sin 

embargo, en un 25 % de las almejas estudiadas se evidenció la presencia de organismos 

asociados a las conchas del tipo de los vermes. En las almejas del lote control no se evidenció 

la mortalidad de ningún organismo bajo las condiciones de control y mantenimiento 

establecidas. En la figura 5 se muestra la apariencia externa de las almejas al salir del periodo 

de cuarentena, en donde no se observaron alteraciones macroscópicas ni presencia de vermes 

aparentes.  
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Figura 5. Aspecto externo de la almeja en cuarentena, no se observan organismos asociados ni perforaciones en 

conchas. A. Detalle del pie (flecha), órgano que utilizan para enterrarse en el sedimento. B. Sifones inhalante y 
exhalante (flechas), encargados de la introducción y expulsión de las corrientes de agua. Barra de escala = 1 cm. 

7.2. Análisis histopatológico 

La descripción tisular de la unidad funcional de la glándula digestiva se realizó mediante el 

análisis de los organismos del grupo control. En la almeja de Tecolutla, los túbulos digestivos 

se observaron con formas de semicirculares a alveolares. El túbulo digestivo presentó de 

forma externa un epitelio simple con membrana basal fina y células de tipo piramidal con 

núcleos basales (en ninguna muestra analizada se advirtió la presencia de cilios en las células 

epiteliales). En el interior del túbulo fue posible observar una luz o lumen con diferentes 

tamaños relacionados con la fase digestiva en la que se encontraban. Rodeando los túbulos se 

observó tejido conectivo de tipo laxo (figura 6A).  

En el 90 % de las muestras analizadas del grupo control se observaron procesos de formación 

de vesículas secretorias derivadas de los epitelios tubulares, un proceso que permite el 

almacenamiento de nutrientes en el tejido conectivo de almacén (figura 6B). La identificación 

de estas vesículas fue posible gracias a las proyecciones evidentes en las membranas de ciertos 

túbulos formando evaginaciones y la ausencia de estas en otros túbulos (figuras 6C y D). Cabe 

destacar que en ninguna de las preparaciones analizadas del grupo control se observaron 
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alteraciones de importancia patológica severa más que la presencia de células cafés en baja 

prevalencia, respuesta que se considera parte de la propia respuesta fisiológica del organismo.  

 

Figura 6. Descripción tisular de los túbulos de la glándula digestiva de la almeja P. caroliniana (organismos 

control). A. Aspecto normal de un túbulo digestivo con apariencia semicircular, epitelios simples (1) con células 

piramidales, lumen central (2) y rodeados por tejido conectivo laxo (3). B. Se observa la formación de vesículas 
secretorias (flechas) provenientes del epitelio de un túbulo digestivo. C. Aspecto de los túbulos digestivos con 

diferentes tamaños de lumen derivados de la fase digestiva en la que se encuentran. D. Detalle de la disposición 

de los túbulos que componen a la glándula digestiva. Tinción con H-E.  
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En la unidad funcional de la glándula digestiva de los organismos experimentales se 

encontraron cinco alteraciones patológicas: células cafés, agregados de lipofuscina, 

infiltraciones hemocíticas, atrofias y parásitos. De acuerdo con la naturaleza de las 

alteraciones fueron agrupadas en dos reacciones patrón: alteraciones tubulares (cuando 

correspondían a la estructura del túbulo digestivo: epitelio y lumen) y alteraciones 

intertubulares (alteraciones observadas entre los túbulos, particularmente en el tejido 

conectivo). De acuerdo con el porcentaje de prevalencia, en el 95 % de los organismos se 

encontró la presencia de células cafés, en el 60 % agregados de lipofuscina, 40 % 

infiltraciones hemocíticas, en 25 % se observaron atrofias y solo en el 5 % de ellos se 

presumió la presencia de un parásito (Tabla 2). Esta prevalencia fue considerada como baja 

respecto a otros estudios con moluscos bivalvos. 

 

Tabla 2. Matriz de prevalencia de alteraciones patológicas observadas en la almeja P. 

caroliniana, se muestra la prevalencia (P%).  

Alteración No. P% 

Células cafés 47 95 

Agregados de lipofuscina  30 60 

Infiltraciones hemocíticas 20 40 

Atrofias 10 25 

Parásitos 1 0.05 

Las células cafés se observaron en todas las muestras analizadas (95 %), estas se localizaban 

principalmente en el tejido conectivo intertubular y asociadas a las infiltraciones hemocíticas 

(figura 7B-F). En las preparaciones se observaron de distintos tamaños y cercanos a hemocitos 

de tipo hialino (figura 7C, D y E). A las células cafés se les conoce también con el nombre de 

gránulos de lipofuscina los cuales al presentarse de forma agrupada en un tejido se les 



39 

 

denomina agregados de lipofuscina (figura 7A, B y F). La lipofuscina es un residuo no 

digerible limitado por una membrana que persiste tras la degradación lisosómica, por ello a los 

cuerpos residuales llenos de lipofuscina se le denomina gránulos de lipofuscina. Los 

agregados de lipofuscina se observaron solo en algunos organismos en el tejido conectivo 

intertubular o invadiendo los epitelios tubulares (60 %) (figura 7F). 

En el tejido conectivo intertubular se pudieron observar infiltraciones de hemocitos 

principalmente del tipo de los hialino (40 %). Las infiltraciones se caracterizan por la 

presencia en abundancia de un tejido o fluido dentro de otro que en condiciones fisiológicas 

normales no debería presentarse. Las infiltraciones de hemocitos se observaron en abundancia 

en el tejido conectivo intertubular acompañadas de células cafés o agregados de lipofuscina y 

en menor prevalencia, dentro de los túbulos digestivos donde también se observaron algunos 

hemocitos (figura 8C y D). El estudio citomorfológico permitió caracterizar el tipo de 

hemocito presente en las infiltraciones el cual se ha reportado como hialinocito por la 

transparencia de su citoplasma y núcleo excéntrico (figura 8E). Dentro de los túbulos 

digestivos no se encontraron infiltraciones hemocíticas, pero si la presencia de hialinocitos 

aislados, en el epitelio tubular o en el lumen. 

Las atrofias son alteraciones histopatológicas que se caracterizan por una reducción en el 

número y volumen de las células, en las muestras analizadas, fue posible observar túbulos con 

extensas áreas donde predominaba el lumen en comparación con el grosor del epitelio tubular 

(figura 8A-D). Esta respuesta se observó en 10 organismos (25 %) y sólo dentro de los túbulos 

digestivos, no se evidenció la presencia de atrofias en el tejido conectivo intertubular. 

Finalmente, el análisis demostró la presencia de un cuerpo extraño en el tejido conectivo 

intertubular, que se presume sea un parásito debido a la relación núcleo-citoplasma y la 

coloración que adquirió en la tinción ( 0.05%) (figura 8F).  
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Figura 7. Descripción histopatológica de la glándula digestiva de la almeja P. caroliniana (organismos 

experimentales). A. Presencia de agregados de lipofuscina (cuadros) en los epitelios (1) de los túbulos digestivos, 

se observa además la presencia de un hemocito (cabeza de flecha) en el lumen (2) y tejido conectivo (3). B. 
Presencia de células cafés (flechas) en el tejido conectivo intertubular y agregados de lipofuscina cercanos al 

intestino. C. Células cafés con diferentes tamaños observadas en el tejido conectivo intertubular. D y E. Detalle 

de células cafés con diferente tamaño cercanas a hemocitos hialinos presentes en el tejido conectivo intertubular. 

F. Alteración severa con la presencia de agregados de lipofuscina invadiendo los epitelios del túbulo digestivo. 
Tinción con H-E. 
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Figura 8. Descripción histopatológica de la glándula digestiva de la almeja P. caroliniana (organismos 

experimentales). A. Presencia de atrofias (flechas) en el lumen (2) de diferentes túbulos digestivos. B. Detalle de 

la modificación de los epitelios en un túbulo digestivo. C y D. Presencia de infiltraciones hemocíticas (óvalos) en 
el tejido conectivo intertubular (3), estas alteraciones se observaron con relación cercana a las atrofias de los 

túbulos digestivos. E y F. Perspectiva en el tamaño de un hemocito hialino en E y la presencia de una cuerpo 

extraño similar a un parasito (cuadro) en el tejido conectivo intertubular. Tinción con H-E. 
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7.2.1. Índice histopatológico (Ih) 

La tabla 3 muestra las alteraciones histopatológicas observadas en la almeja P. caroliniana 

agrupadas en dos reacciones patrón, así como el valor de importancia patológico asignado a 

cada una de ellas. Esta tabla representa un ejemplo del análisis que se hace por organismo en 

la obtención del índice histopatológico Las almejas del grupo experimental presentaron 

alteraciones mínima a moderada importancia patológica (w) y en la mayoría de estas el grado 

de diseminación fue mínimo a moderado. El índice histopatológico (Ih) obtenido para los 

organismos del grupo experimental fue en promedio de 0.18 mientras que para los organismos 

control fue de 0.01. Estos valores son cercanos al cero, lo cual significa que el estado de salud 

del órgano analizado no muestra compromiso patológico. 

Tabla 3. Valores de importancia patológica (w) y grado de diseminación (a) en las almejas del grupo 

experimental. Al final se muestra el índice histopatológico obtenido en este grupo. 

Reacción patrón Alteración w a 

 

 

Alteraciones tubulares 

Células cafés 1 2 

Agregados de lipofuscina 1 4 

Infiltraciones hemocíticas 2 0 

Atrofias 2 0 

Parásitos 3 0 

 

 

Alteraciones intertubulares 

Células cafés 1 6 

Agregados de lipofuscina 1 2 

Infiltraciones hemocíticas 2 6 

Atrofias 2 6 

Parásitos 3 2 

Índice histopatológico (Ih) 0.18 
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7.2.2. Análisis inmunohistoquímico 

Se observó inmunorreacción positiva de marcadores específicos en la glándula digestiva y 

otros órganos blanco como en epitelios de branquias, intestino y estómago, así como en tejido 

muscular del pie. Se consideró reportar los resultados de estos órganos ya que son 

considerados como órganos blanco en estos organismos. La inmunorreacción positiva se 

observó como se detalla a continuación: 

Proteína HSP70. El marcador de HSP70, se observó en el citoplasma y algunos núcleos de 

epitelios en órganos de las lamelas branquiales, gónadas masculinas y femeninas, así como en 

células granulares del pie. Los túbulos digestivos mostraron reacción positiva a este anticuerpo 

en el citoplasma de los epitelios tubulares (figura 9C y D). No se observó reacción positiva en 

folículos germinales de las gónadas ni en músculo del pie.  

Metalotioneínas. La presencia inmunohistoquímica de MTs se observó únicamente en el 

citoplasma de epitelios y células granulares del pie. No se observó reacción de este anticuerpo 

en gónadas, branquias ni glándula digestiva (figura 9E y F).  

Citocromo P450. La inmunorreacción positiva del anticuerpo CYP se observó en el 

citoplasma de células epiteliales de lamelas branquiales, intestino, estómago, túbulos de la 

glándula digestiva y pie. Además, se observó reacción positiva en el citoplasma de células 

granulares en el pie de la almeja (Figura 9A y B). No se observó reacción positiva de este 

marcador en gónadas.  

La técnica fue contrastada con tejidos de almejas del grupo control como testigos negativos en 

donde no se observó inmunorreacción positiva para los tres marcadores (figura 9G). Además, 

la contratinción e intensidad de reacción se comparó con tejidos del grupo experimental de 

almejas tratados como testigos positivos, donde fue evidente la inmunorreacción para los tres 
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marcadores. En la figura 9H se muestra solo el testigo positivo para HSP70 sin embargo los 

otros dos marcadores mostraron el mismo comportamiento.  

En la tabla 4 se muestra un resumen de la inmunorreacción que presentaron los tres 

marcadores de estrés ambiental analizados. Mediante símbolos se señala la reacción 

inmunohistoquímica cuando fue positiva (+) o negativa (-) en los tejidos analizados. De los 

tres marcadores empleados los que presentaron mayor positividad entre los tejidos fueron las 

proteínas HSP70 seguidas del citocromo P450, los cuales fueron evidentes en epitelios de 

branquias, intestino, estómago y glándula digestiva. Por otro lado, el marcador para 

metalotioneínas MTs solo mostró reacción inmunohistoquímica en epitelios y células 

granulares del pie. Dentro de los órganos analizados, el único que presentó reacción positiva 

para los tres marcadores analizados fue el pie. 

Tabla 4. Matriz de inmunorreacción positiva (+) y negativa (-) por órganos, tejidos observados y 

marcador aplicado. 

Órgano Tejido HSP70 MTs CYP 

Lamelas branquiales Epitelio (+) (-) (+) 

Intestino Epitelio (+) (-) (+) 

Cilios (-) (-) (-) 

Estómago Epitelio (+) (-) (+) 

Túbulos digestivos Epitelio (+) (-) (+) 

Gónada masculina Folículos germinales (-) (-) (-) 

Espermatogonias (+) (-) (-) 

Gónada femenina folículos germinales (-) (-) (-) 

Ovocitos (+) (-) (-) 

Pie Epitelios (+) (+) (+) 

Células granulares (+) (+) (+) 

Músculo (-) (-) (-) 
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Figura 9. Inmunorreacción positiva de los marcadores CYP, proteínas HSP70 y Metalotioneínas (MTs) en 

diferentes tejidos de la almeja de Tecolutla. A y B. Túbulos de la glándula digestiva que muestra 

inmunorreacción positiva para CYP en el citoplasma de las células epiteliales C. Túbulo digestivo que muestra la 

inmunorreacción en el epitelio en color marrón para el marcador de HSP70. D. Sección del intestino de la almeja 
con positividad para HSP70 en la región epitelial. E y F. Porción transversal del pie con inmunorreacción para el 

marcador de MTs. G. Sección del tracto digestivo empleado como control negativo en donde no hay 

inmunorreacción. H. Control positivo para el anticuerpo HSP70 con tinción marrón en el citoplasma de células 

epiteliales que indica la inmunorreacción. Todas las secciones fueron contrateñidas con Hematoxilina de Tacha. 
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7.2.3. Índice inmunohistoquímico (Ii) 

El hacer la sumatoria de los marcadores de estrés ambiental observados en cada órgano de la 

almeja se pudo determinar que, en la glándula digestiva, estómago, intestino y branquias 

presentaron dos de los tres marcadores analizados. En gónadas solo uno (HSP70) y en el pie se 

evidenciaron los tes marcadores. Con esto el índice inmunohistoquímico (Ii) de las almejas 

experimentales fue de 2 mientras que para el grupo control fue de 0 (Tabla 5). 

Tabla 5. Número de marcadores inmunohistoquímicos observados en órganos blanco de las almejas. Al 

final se muestra el índice inmunohistoquímico. 

Órgano HSP70 MTs CYP Total 

Glándula digestiva 1 0 1 2 

Estómago 1 0 1 2 

Intestino 1 0 1 2 

Branquias 1 0 1 2 

Gónadas 1 0 0 1 

Pie 1 1 1 3 

Índice inmunohistoquímico (Ii) 2 

 

7.3. Evaluación de la vulnerabilidad: exposición, sensibilidad y capacidad de 

recuperación 

La evaluación de la vulnerabilidad de las almejas de Tecolutla se realizó mediante el análisis 

de la exposición sensibilidad y capacidad de recuperación.  

Para el elemento de exposición se propusieron las siguientes categorías con base en el número 

promedio de marcadores observados, así tenemos: exposición nula, baja, media y alta, 

denominada como índice inmunohistoquímico (Ii) (Tabla 5). Las glándulas digestivas de las 

almejas de Tecolutla mostraron una exposición moderada, pero muy cercana a la categoría alta 
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(Tabla 6). Recomendamos el uso de al menos tres biomarcadores inmunoquímicos diferentes 

en tres o más órganos diana para evaluar la exposición. Posteriormente, se evaluó la 

sensibilidad de las almejas mediante una relación entre la clasificación del índice 

histopatológico (Ih) y el nivel de exposición (Tabla 6). Determinamos que un organismo es 

sensible si el nivel de exposición es menor que la categoría de Ih. Es decir, un organismo que 

muestra una baja prevalencia de alteraciones histopatológicas en un ambiente con un nivel de 

exposición moderado tiene una baja sensibilidad (Tabla 6). En el caso de las almejas de 

Tecolutla al tener un nivel de exposición moderado, una baja prevalencia de alteraciones les 

corresponde un valor de sensibilidad de -1 que las coloca en una categoría de baja 

sensibilidad.  

Tabla 6. Relación entre la prevalencia de alteraciones histopatológicas y el nivel de exposición. El valor de 

sensibilidad fue calculado por la resta del nivel de exposición menos la prevalencia. Se muestra, además, 

las categorías de sensibilidad. 

Nivel de 

exposición 

Valor Prevalencia de 

alteraciones 

histopatológicas 

Valor Valor de 

sensibilidad 

Categoría de 

sensibilidad 

Mínimo 1  

Baja prevalencia 

1 0 Normal 

Moderado 2 1 -1 Baja 

Alto 3 1 -2 Muy baja 

Mínimo 1  

Moderada prevalencia 

2 1 Alta 

Moderado 2 2 0 Normal 

Alto 3 2 -1 Baja 

Mínimo 1  

Alta prevalencia 

3 2 Muy alta 

Moderado 2 3 1 Alta 

Alto 3 3 0 Normal 

 

Finalmente, para evaluar la capacidad de recuperación, observamos tanto el Ii como el Ih del 

grupo control. Estas almejas depuraron moléculas tóxicas durante 40 días en un ambiente 

limpio, por lo que constituyeron un buen parámetro para evaluar la capacidad de recuperación. 
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Las almejas del grupo de control mostraron un nivel de exposición de cero, según Ii. Además, 

estas almejas tenían un Ih de 0.01, lo que significa que la prevalencia de lesiones 

histopatológicas se invirtió casi por completo. En otras palabras, estos organismos tienen una 

eficiente capacidad de recuperación. Para la integración de los tres componentes de la 

vulnerabilidad en un modelo matemático, se necesitaba un valor de capacidad de recuperación. 

Sin embargo, la capacidad de recuperación se sabe regula la vulnerabilidad mediante la 

modulación de la exposición y la sensibilidad (Adger et al., 2007; Engle, 2011). Será necesario 

entonces, realizar más estudios con el fin de establecer escalas y categorías sobre la capacidad 

de recuperación (Tabla 7). En la tabla 7 se muestra la propuesta semicuantitativa para la 

evaluación de la vulnerabilidad mediante los indicadores descritos. Esta propuesta incluye la 

evaluación de la exposición mediante el indicador del índice inmunohistoquímico, la 

sensibilidad mediante la relación entre la exposición y la prevalencia de alteraciones y la 

capacidad de recuperación con el indicador que compara al grupo experimental y el control. 

Para cada indicador se propusieron categorías y escalas excepto en la capacidad de 

recuperación, la cual requiere de otros estudios para establecerlas de forma cuantitativa. De 

acuerdo con estos indicadores la exposición fue moderada, la sensibilidad fue baja y la 

capacidad de recuperación se consideró efectiva (Tabla 7). Estos elementos permitieron 

determinar que la vulnerabilidad de la almeja P. caroliniana en el sistema Tecolutla, es baja 

ya que revertían todos los efectos del estrés ambiental. 
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Tabla 7. Propuesta semicuantitativa para la estimación de indicadores de vulnerabilidad 

Elemento de la 

vulnerabilidad 

Indicador Categoría Escala Vulnerabilidad 

de las almejas 

 

Exposición 

 

Índice de 

inmunohistoquímico (Ii) 

Sin exposición 0  

Exposición 

moderada  

Mínima 0.1 a 1 

Moderada 1.1 a 2.0 

Alta 2.1 a 3 

 

 

Sensibilidad 

 

Exposición vs 

prevalencia de 

alteraciones (Ii vs Ih) 

Muy baja -2  

Baja 

sensibilidad  

Baja -1 

Normal 0 

Alta 1 

Muy alta 2 

Capacidad de 

recuperación 

Capacidad de 

recuperación en el grupo 

control 

Baja ¿?  

Capacidad 

eficiente 

Moderada ¿? 

Alta ¿? 

 

En resumen, estos resultados indican que los efectos de los contaminantes en estos organismos 

aún son reversibles. Sin embargo, es importante detener la contaminación en Tecolutla para 

que los organismos puedan mejorar su salud.  

Este trabajo representa un estudio que describe una alerta temprana sobre el estado de 

vulnerabilidad y salud de las almejas de Tecolutla. La cuantificación completa de índices 

histopatológicos para el resto de los órganos y la integración con la parte inmunohistoquímica 

es una perspectiva de este trabajo que contiene información valiosa sobre la vulnerabilidad de 

estos organismos e indirectamente del sistema. Además, es importante desarrollar un enfoque 

para clasificar adecuadamente la capacidad de recuperación. Adicionalmente, la perspectiva de 

este trabajo incluye la aplicación de esta estrategia en otros organismos indicadores para 

estimar en su totalidad la vulnerabilidad del sistema Tecolutla, Veracruz. 
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8. Discusión 

Este proyecto de investigación evaluó el estado de salud y vulnerabilidad de la almeja 

Polymesoda caroliniana de Tecolutla, Veracruz, México. A través de biomarcadores tisulares 

e inmunohistoquímicos se obtuvieron respuestas que fueron analizadas y categorizadas en una 

propuesta semicuantitativa para estimar la vulnerabilidad del organismo en el sistema. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, los parámetros fisicoquímicos del agua registrados 

en el río Tecolutla están dentro de los rangos recomendados para el mantenimiento y 

depuración de moluscos bivalvos (Lee et al., 2010). Estos parámetros se usaron, además, como 

medidas de referencia para los organismos control en el periodo de cuarentena, donde no se 

registró mortalidad. Intervalos similares de salinidad, pH y temperatura se reportan en trabajos 

donde se realizan bioensayos subletales con la misma especie de almeja (Vázquez-Castro, 

2019). 

Las almejas recolectadas en Tecolutla corresponden a la especie Polymesoda caroliniana, el 

análisis morfométrico y los caracteres morfológicas permitieron determinar su identidad. Esta 

almeja se caracteriza por presentar valvas robustas y negras y umbos erosionados, se ha 

reportado su distribución desde las costas de Carolina hasta el Golfo de México (García-Cubas 

y Reguero, 2007; Wakida-Kusunoki y MacKenzie, 2004). Esta almeja es recolectada por 

pescadores locales en Tecolutla Veracruz sin que se tengan datos oficiales sobre el volumen de 

captura anual o que su presencia forme parte de los listados faunísticos del municipio (López-

Portillo et al., 2009). Sin embargo, a nivel nacional, esta almeja se encuentra dentro de la 

categoría de protección especial por la NOM-059 (NOM-059 SEMARNAT, 2010). Cabe 

resaltar que para el mantenimiento de estos organismos en las instalaciones del CIDMIRA se 

cuenta con los permisos necesarios otorgados por la SEMARNAT como se detalla al inicio de 
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esta tesis. Para realizar un muestreo con fines de monitoreo ambiental, normalmente se 

muestrean entre 2 y 5 sitios con 15 organismos cada uno. En este proyecto solo se evaluó un 

banco de almejas con una n de recolecta de 100 moluscos bivalvos adultos (entre 3 y 5 cm de 

longitud), este número es superior a lo que reportan otros estudios con bivalvos como los de 

Cuevas et al. (2015a) y Costa et al. (2013). 

La condición macroscópica de las almejas se considera adecuada ya que no presentaron malos 

olores o perforaciones en conchas, respecto al porcentaje de organismos que evidenciaron 

organismos asociados a vermes (25%), estos organismos se han reportado como parte de la 

fauna natural asociada a los bivalvos, ya que emplean las conchas como zona de resguardo, en 

este caso, las almejas al ser organismos sésiles favorecen el crecimiento de este tipo de 

organismos. Se ha reportado que, si la cantidad de organismos asociados aumenta, la apertura 

de valvas se puede ver limitada (Polanco Torres, 2002). 

En este trabajo se utilizaron marcadores tisulares para evaluar el estado de salud de la almeja. 

En este sentido, la histopatología es una ciencia que a través del análisis de tejidos ofrece 

respuestas valiosas para evaluar los efectos de la exposición a contaminantes, las alteraciones 

detectadas en los tejidos representan una integración de los efectos bioquímicos y fisiológicos 

(Toro-Restrepo, 2011). En programas de monitoreo, se recomienda el análisis tisular 

empleando moluscos bivalvos (Cajaraville et al., 2000). 

La descripción del tejido de la glándula digestiva de P. caroliniana en este trabajo muestra 

similitudes con otros autores que han estudiado la composición de este órgano (Cajaraville et 

al., 1990; Levine et al., 2006; Morse y Zardus, 1997). En este trabajo, la estructura de la 

glándula digestiva se observó en una sección transversal como una organización de túbulos 

semicirculares a ovoides con un epitelio simple, las células que conforman los epitelios de los 
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túbulos son de tipo piramidal. Descripciones previas de la glándula digestiva, definen dos 

tipos de células presentes en los epitelios de los túbulos: células basofílicas o piramidales y 

células columnares o acidófilas. Se sabe que el tipo de célula epitelial está determinado por la 

presencia de núcleos basales, alto contenido de mitocondrias y la abundancia de retículo 

endoplásmico rugoso. A las células columnares también se les ha asociado la presencia de 

cilios, sugiriendo además que este tipo celular es el que da origen a las células piramidales 

(Cajaraville et al., 1990; Morse y Zardus, 1997; Robledo et al., 1997). En las almejas de 

Tecolutla, se observaron células de tipo piramidales o basófilas, así como un proceso de 

secreción de vesículas relacionado con las funciones de almacenamiento metabólico en el 

tejido conectivo (Morse y Zardus, 1997).  

La glándula digestiva se ha recomendado para el análisis de respuestas tisulares derivadas de 

la contaminación ya que es un es un órgano por el cual pasan todas las sustancias que filtra el 

organismo, incluso los agentes contaminantes o tóxico. En este sentido, a este órgano se le 

atribuyen funciones no solo digestivas, sino también de desintoxicación (Levine et al., 2006; 

Morse y Zardus, 1997; Usheva et al., 2006). En la glándula digestiva de la almeja Polymesoda 

caroliniana se observaron cinco alteraciones patológicas. La alteraciones con mayor 

prevalencia registradas en organismos control y experimentales fueron las células cafés y 

agregados de lipofuscina.  

A las células cafés también se les conoce con el nombre de gránulos de lipofuscina, y han sido 

descritos por diversos autores en moluscos bivalvos (Guzmán-García, 2007; Hernández-

Calderas, 2013; Vázquez-Castro, et al., 2017; Zaroogian et al., 1993). Estas células están 

involucradas en procesos de digestión celular y desintoxicación, siendo característico el color 

marrón derivado de la presencia de lipofuscina (Kühnel, 2005). La lipofuscina o pigmento 
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fusco es un pigmento no digerible, conocido con el nombre común de pigmento de desgaste. 

Este pigmento tiene su origen en productos de desecho celular que se acumulan en los 

lisosomas (Chuaqui y González, 2020). Cuando las células cafés se agrupan, forman 

agregados denominados agregados de lipofuscina (Gómez-Mendikute et al., 2005; Zaroogian 

et al., 1993; Zaroogian y Yevich, 1994). La presencia y la alta frecuencia de esta alteración en 

organismos de vida silvestre son indicativo de que el organismo está respondiendo ante un 

factor estresante. 

La tercera alteración más observada en las almejas de Tecolutla, fueron las infiltraciones en el 

tejido conectivo intertubular. Las infiltraciones hacen referencia a la acumulación de una 

sustancia en un tejido en el que no se encuentra en condiciones fisiológicas. En el caso de las 

almejas de este estudio se observaron infiltraciones hemocíticas. Los hemocitos han sido 

considerados como la primera línea de defensa del sistema inmunológico de la almeja, se sabe 

que la presencia de este tipo de células está asociada con procesos como la digestión, el 

transporte, la excreción y la defensa del organismo contra los patógenos (Donaghy et al., 

2009; Estrada et al., 2013; Jauzein et al., 2013; Salimi et al., 2009). La presencia de los 

hemocitos en el tejido conectivo intertubular se puede relacionar con mecanismos de defensa 

ante alguna otra alteración tisular como las atrofias, ya que se evidenció una relación muy 

cercana entre estas dos respuestas patológicas. 

Las atrofias son alteraciones que cuando se presentan, reducen el tamaño de las células y 

tejidos, algunos autores han considerado a estas alteraciones como una antesala de la necrosis 

celular. Aunque las atrofias en glándula digestiva también se pueden deber al proceso 

digestivo normal que presenta un molusco bivalvo, en almejas y ostiones se han considerado 

como un proceso patológico (Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015a). La alteración tisular con 

menos prevalencia fue la presencia de parásitos. Los parásitos son una de las causas más 



54 

 

comunes de enfermedad en los moluscos bivalvos tanto en organismos cultivados como 

silvestres (Lee et al., 2010). En la muestra de total de organismos analizados solo observamos 

la presencia de un estructura extraña que por la relación núcleo-citoplasma no era una célula 

propia del organismo, tampoco se encontraba como parte del tracto digestivo ya que se 

observó en el tejido conectivo. Esta estructura recuerda a la forma que presentan los parásitos 

en tejidos de bivalvos (Cuevas et al., 2015a; Lassudrie et al., 2014). 

Las alteraciones observadas en la almeja de estudio se categorizaron con un factor de 

importancia patológica (w) de entre 1 y 3. De acuerdo con Cuevas et al. (2015a) las células 

cafés y los agregados de lipofuscina tienen un compromiso patológico del tejido "mínimo", es 

decir, un peso de w= 1, por otro lado las atrofias y las infiltraciones hemocíticas en los tubos 

digestivos son alteraciones con un peso "moderado" (w=2) y finalmente el peso de w= 3, se le 

asignó solo a la presencia de un parásito. Otros autores como Bernet et al. (1999), explican 

que una alteración cuando es de mínima importancia patológica significa que es reversible a 

medida que termina la exposición a los estresores, esta situación es la que se ve implicada en 

los organismos que estuvieron en cuarentena ya que a pesar de que provenían de la misma 

recolecta, en ellos no se observaron alteraciones patológicas importantes, lo que se relaciona 

con lo que sugieren estos autores. Por otro lado, las alteraciones moderadas o de peso w=2, se 

consideran reversibles en su mayoría si y solo si la fuente del estresor es neutralizada. 

Finalmente, las alteraciones con factor de impacto patológico severo (w=3) son lesiones 

generalmente irreversible, que llevan a la pérdida total o parcial de la función de un órgano 

(Bernet et al., 1999).  

El índice histopatológico aplicado en este trabajo fue un enfoque originalmente propuesto para 

la evaluación de la contaminación acuática que utiliza el análisis de alteraciones de tejidos en 

peces (Bernet et al., 1999). Este protocolo ha sido recuperado y aplicado por otros autores que 
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han hecho comparaciones entre áreas acuáticas utilizando peces del género Notothenia y 

Atherina (Donatti et al., 2012; Gusmão et al., 2012). Otros trabajos que han empleado índices 

histopatológicos en peces como protocolos de contaminación han evaluado el estado de salud 

de las especies Solea senegalensis y Platichthys flesus, cada uno con un enfoque de índice 

diferente (Costa et al., 2009; Lang et al., 2006). Posteriormente se realizó una correlación 

entre ambos índices y se observó que al aplicar estos índices diferentes entre sí, los resultados 

tienden a ser similares, sin embargo, se sugiere que el índice propuesto por Costa et al. (2009) 

muestra mayor sensibilidad en cuanto a la comprensión de los mecanismos histopatológicos ya 

que involucra el daño tisular (factor de importancia patológica) junto con la difusión de cada 

uno (grado de diseminación), mientras que el de Lang et al. (2006) solo considera la lesión 

más grave y su diseminación (Cuevas et al., 2015b). 

Para la evaluación del índice histopatológico en P. caroliniana, se utilizó la propuesta de 

Costa et al. (2013) modificada para almejas. En los resultados obtenidos el índice 

histopatológico resultó ser de 0.01 para organismos en cuarentena (control) y de 0.18 para los 

organismos experimentales. Los coeficientes obtenidos para esta almeja son similares a los 

reportados por Costa et al. (2013) quienes además asignan a los índices una categoría de daño, 

en este sentido el índice obtenido para la almeja de Tecolutla se ubicaría en una categoría de 

daño "bajo" (0 a 0.25) de acuerdo con estos autores. Por otro lado, Cuevas et al. (2015a) 

realizaron un estudio con mejillones empleando la misma fórmula y observaron que de las 

cinco zonas estudiadas, las más impactadas por la contaminación presentaban los índices 

histopatológicos más altos de entre 0.31 y 0.39. Otros estudios en almejas expuestas a 

concentraciones subletales de cadmio obtuvieron con este mismo enfoque un índice 

histopatológico 0.40, considerado como "moderado" (Vázquez-Castro, 2019). Por lo que se 
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puede corroborar que el índice obtenido en almejas silvestres es bajo, respecto a zonas 

altamente contaminadas.  

La aplicación de este tipo de enfoque permite la obtención de información valiosa para la 

clasificación de zonas de estudio, la relación de los efectos ambientales con la fuente de 

contaminación, la determinación del estado de salud, tener un registro basificado de los 

cambios a través del tiempo y facilitar el análisis de datos (Cuevas et al., 2015b, 2015a; 

Matadamas-Guzman et al., 2019) 

Las técnicas inmunohistoquímicas se consideran métodos que proporcionan información 

valiosa para diagnosticar diferentes patologías (Miyamoto et al., 2018). En los moluscos 

bivalvos, estas técnicas también se han aplicado para analizar diferentes biomarcadores 

asociados con el estrés ambiental o con la presencia de agentes contaminantes en áreas 

específicas. Estos biomarcadores también se han aplicado a órganos diana como el manto, las 

branquias y las glándulas digestivas (Boscolo Papo et al., 2014b; Solé et al., 2018).  

Los anticuerpos aplicados a P. caroliniana mostraron inmunorreacción positiva a proteínas 

HSP70, metalotioneínas (MTs) y citocromo P450 (CYP) en diferentes órganos. En este trabajo 

el marcador para proteínas HSP70 se observó en las branquias, gónadas, pie y en glándula 

digestiva de la almeja P. caroliniana. Estas proteínas se sobreexpresan cuando las células 

están sujetas a estímulos, como el estrés por choque calórico, la radiación, ciertas sustancias e 

infecciones virales; cuando se sobreexpresan, confieren protección a las células afectadas y las 

hacen resistentes a la apoptosis (Coronato et al., 1999). Otros estudios con enfoques 

inmunohistoquímicos utilizaron a la almeja Venerupis philippinarum, en ella se observó una 

reacción positiva a HSP70 en las células cafés del intestino de estos organismos, que habitan 

en lagunas contaminadas. Los autores asociaron estos cambios a la presencia de un 

hidrocarburo policíclico aromático (Boscolo Papo et al., 2014b, 2014a). También se ha 
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observado la sobreexpresión de proteínas de HSP70 en branquias, un órgano responsable del 

intercambio de gases y la selección de partículas (Gómez-Mendikute et al., 2005). 

Por otro lado, la inmunorreacción positiva de MTs solo se observó en epitelios y células 

granulares del pie de la almeja, particularmente en el citoplasma de epitelios de células 

granulares, pero no en otros órganos, cabe resaltar que, en esta especie de almeja, el pie tiene 

íntima relación con el sedimento ya que lo utilizan para excavar y enterrarse y además este fue 

único órgano que mostró reacción positiva a los tres marcadores inmunohistoquímicos. Se ha 

reportado la presencia de metalotioneínas en el pie de la almeja Corbicula fluminea, y se 

menciona que este órgano además de estar involucrado en los procesos fisiológicos de 

movimiento y fijación, está involucrado en la detección de estímulos ambientales al estar en 

contacto constante con el sedimento (Bonnail et al., 2018). Por otro lado, un bioensayo 

reciente con P. caroliniana se demostró que hay un aumento en las alteraciones 

histopatológicas cuando este organismo está en presencia de sedimentos contaminados con 

cadmio (Vázquez-Castro, et al., 2017). En contraste, la sobreexpresión de metalotioneínas se 

ha reportado en otros trabajos que emplean larvas de almejas Meretrix meretrix (Wang et al., 

2010). Finalmente, otros estudios encontraron MTs en almejas que habitaban en áreas 

contaminadas con cobre y zinc (Fang et al., 2010; Santovito et al., 2015), concluyendo, que las 

metalotioneínas son un excelente biomarcador, vinculado a los procesos de desintoxicación de 

metales. 

Finalmente, el anticuerpo para citocromo P450 se observó principalmente en las glándulas 

digestivas y en el pie de la almeja P. caroliniana. Estas proteínas se han reportado en la 

membrana del retículo endoplásmico hepático de peces y en el hepatopáncreas de moluscos 

bivalvos (Zhang et al., 2012). Se ha empleado el uso de CYP como una herramienta para la 

evaluación ambiental utilizando hidrocarburos policíclicos aromáticos (HAP) y metales 
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pesados (Pan et al., 2011; Rodrigues-Silva et al., 2015; Zhang et al., 2012) y se ha observado 

la sobreexpresión de CYP en hemocitos de la almeja Venerupis philippinarum recolectada en 

zonas contaminadas por hidrocarburos (Boscolo Papo et al., 2014a). La almeja P. caroliniana 

de Tecolutla, Veracruz, mostró inmunorreacción positiva en las glándulas digestivas, órganos 

asociados a la digestión y desintoxicación de contaminantes (Morse y Zardus, 1997; Robledo 

et al., 1997). 

La interpretación de las técnicas inmunohistoquímicas se puede hacer con base en el método 

de ubicación de la reacción antígeno-anticuerpo, ya sea en el citoplasma o núcleo celular. 

También se han considerado la intensidad como método para describir la inmunorreacción en 

un tejido (Jorge-Buys et al., 2007; Martín-Lacave y García-Caballero, 2012; Otero-González, 

2010). Sin embargo, en la literatura no es posible encontrar una interpretación semicuantitativa 

de esta técnica que permita relacionarla con indicadores de vulnerabilidad. Aunque el enfoque 

inmunohistoquímico carece de cuantificación de contaminantes, promediar la reactividad 

inmune a diferentes biomarcadores en diferentes órganos proporciona una descripción general 

del nivel de exposición (Boscolo Papo et al., 2014a, 2014b). En ese sentido y empleando el 

concepto de un índice matemático, en este trabajo se propuso realizar un cociente que 

relacionará el número de marcadores observados entre el número de órganos analizados. En 

este trabajo, se obtuvo un Ii de 2 para almejas experimentales y de 0 para organismos control, 

lo cual sugiere la relación que existe entre el marcador inmunohistoquímico y los estresores a 

los que se asocia, ya que el 0 indica una ausencia de inmunorreacción positiva a cualquiera de 

los tres marcadores y el 2 refleja la exposición a diversos estresores ambientales. Este índice 

inmunohistoquímico (Ii) al igual que el índice histopatológico (Ih) se relacionaron en la 

propuesta semicuantitativa para estimar la vulnerabilidad, como se detalla a continuación.  
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La vulnerabilidad es el grado en que un sistema es susceptible a los efectos adversos 

provocados por el estrés ambiental (Carantoña y Hernández, 2017; Dagnino et al., 2008; 

Gauthier et al., 2014; Ocaña y Pech, 2018; Villa y McLeod, 2002). A lo largo de los años se 

han propuesto índices de vulnerabilidad ambiental con diferentes enfoques. Dichos enfoques 

emplean uso de indicadores e índices para estimar la vulnerabilidad desde distintos enfoques, 

por ejemplo, antropogénicos, biológicos, geológicos y meteorológicos (Gauthier et al., 2014; 

Harik et al., 2017; Karmaoui et al., 2015; Sahoo et al., 2016; Skondras et al., 2011; Villa y 

McLeod, 2002). Sin embargo, en estos estudios, no se considera el componente fisiológico de 

los organismos que habitan el sistema analizado. Algunos de estos enfoques incluyen la 

evaluación de la calidad del agua y la distribución de las plantas, mientras que otros estudian 

los rasgos fisiológicos de las plantas (Esperón-Rodríguez y Barradas, 2015; Trevisan et al., 

2020). El análisis de las respuestas biológicas en los organismos se ha considerado como una 

herramienta para estudiar los estado de salud en el entorno en el que se desarrollan. La 

vulnerabilidad depende del estudio de los elementos que la componen: el nivel de exposición, 

la sensibilidad ante alguna presión específica y la capacidad de recuperación (capacidad de 

adaptarse o recuperarse) ante una presión (Carantoña y Hernández, 2017; Ocaña y Pech, 2018; 

Villa y McLeod, 2002). Estos componentes pueden evaluarse en diferentes niveles. En este 

trabajo se evaluó los tres componentes de la vulnerabilidad a través de la evaluación del estado 

de salud de las almejas (Tabla 7). El enfoque propuesto incluye el uso de diferentes técnicas 

tisulares (histopatología, índice histopatológico e inmunohistoquímica) y la integración con 

los componentes de la vulnerabilidad: exposición, sensibilidad y capacidad de recuperación.  

Diversas actividades humanas generan productos o subproductos que provocan algún tipo de 

presión en los organismos. La vulnerabilidad no se puede evaluar sin exponerse a una presión. 
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Por lo tanto, es necesario que el primer paso, sea la determinación de las fuentes de presión 

(Ocaña y Pech, 2018). La exposición ambiental está relacionada con la presencia o ausencia de 

biomarcadores inmunohistoquímicos (Boscolo Papo et al., 2014b; Moraga et al., 2005; 

Santovito et al., 2015; Wang et al., 2010). Estas respuestas reflejan el estrés ambiental que 

afecta a los organismos. El enfoque inmunohistoquímico determina la posible exposición a 

diferentes estresores ambientales. Las técnicas inmunohistoquímicas se consideran métodos 

que proporcionan información valiosa para diagnosticar diferentes patologías de forma rápida 

y sin incluir pruebas analíticas para químicos específicos (Miyamoto et al., 2018). En los 

moluscos bivalvos, estas técnicas también se han aplicado para analizar diferentes 

biomarcadores asociados con el estrés ambiental o con la presencia de agentes contaminantes 

en áreas específicas (Boscolo Papo et al., 2014b; Solé et al., 2018). Entre los marcadores 

inmunohistoquímicos empleados en este trabajo están las metalotioneínas (MTs), las proteínas 

HSP70 y el citocromo P450, los cuales se sobre expresan en tejidos cuando hay presencia de 

metales, choque térmico e hidrocarburos, respectivamente (Boscolo Papo et al., 2014b; Solé et 

al., 2018). Para demostrar la exposición a estresores ambientales se pueden utilizan diferentes 

órganos diana, como la glándula digestiva, branquias, pie y gónadas, con el fin de obtener una 

visión general de la exposición general de las almejas. En este trabajo, se evaluó la 

sobreexpresión de estos tres marcadores inmunohistoquímicos, se recopilaron las respuestas y 

se promediaron para crear una gama de diferentes niveles de exposición. Los órganos diana 

difieren en su reactividad a los biomarcadores, porque tienen diferentes funciones fisiológicas. 

La función fisiológica de cada órgano y su posición anatómica determinan su interacción con 

el medio. Por ejemplo, el pie y las branquias están en contacto directo con el sedimento y el 

agua, lo que los hace estar más expuestos, mientras que las gónadas están menos expuestas 

porque no interactúan directamente con el medio ambiente (Bonnail et al., 2018). Si bien la 
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propuesta que se presenta en este trabajo pondera por igual los biomarcadores expuestos en 

diferentes órganos, es necesario determinar si los órganos deben ponderarse de manera 

diferente. Pese a ello, en este proyecto de investigación se emplea un enfoque 

inmunohistoquímico que incluye dos tipos de información. Por un lado, se evalúa el impacto 

de la posible presencia de diversos contaminantes o fuentes de estrés ambiental a los que está 

expuesto el organismos y por otro, se analizan diferentes órganos que pueden estar 

potencialmente expuestos, los cuales tienen diferentes vías metabólicas para hacer frente a los 

estresores (Gómez-Mendikute et al., 2005; Morse y Zardus, 1997; Robledo et al., 1997) 

La sensibilidad es el grado en que un sistema o una especie se ve afectado por el estrés 

ambiental (Dagnino et al., 2008). Es necesaria una descripción de lo que hace que un sistema 

sea sensible, teniendo en cuenta que cada nivel de sensibilidad es específico para cada presión 

(Ocaña y Pech, 2018). Todos los organismos vivos son sensibles a su entorno para sobrevivir; 

sin embargo, el nivel de respuestas debe estar relacionado con un nivel de exposición para 

determinar si el sistema es sensible. Por tanto, para evaluar la sensibilidad del organismo, 

relacionamos dos aspectos. Primero, caracterizamos el tipo de alteración tisular y su 

prevalencia en los organismos analizados (Guzmán-García, 2007; Hernández-Calderas, 2013; 

Vázquez-Castro, et al., 2017; Zaroogian et al., 1993). Esta prevalencia se ha evaluado a través 

de los valores del índice histopatológico (Ih), para la comparación entre varios organismos 

(Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015a). Cabe resaltar que esta prevalencia de alteraciones 

ofrece una visión del estado de salud de un organismo en un entorno especifico. En segundo 

lugar, se relaciona la prevalencia de alteraciones con el nivel de exposición para determinar la 

sensibilidad de la almeja a los contaminantes que podrían estar presentes en Tecolutla. La 

histopatología se utiliza ampliamente para reconocer los efectos del estrés ambiental en los 

organismos (Bernet et al., 1999; Boscolo Papo et al., 2014b, 2014a; Costa et al., 2013; Cuevas 
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et al., 2015a, 2015b; Sıkdokur et al., 2020; Usheva et al., 2006). Se ha utilizado en varios 

organismos para determinar el estado de salud de los cuerpos acuáticos (Boscolo Papo et al., 

2014a; Chalghmi et al., 2020; Costa et al., 2013; Usheva et al., 2006). En moluscos bivalvos, 

particularmente se ha propuesto el análisis tisular de la glándula digestiva ya que es un órgano 

por el cual pasan todas las sustancias que filtra el organismo, incluso los agentes 

contaminantes o tóxico. En este sentido, a este órgano se le atribuyen funciones no solo 

digestivas, sino también de desintoxicación (Levine et al., 2006; Morse y Zardus, 1997; 

Usheva et al., 2006). Por tanto, en la presente propuesta, la sensibilidad es la medida de las 

respuestas (prevalencia de alteraciones histopatológicas) relacionadas con el nivel de 

exposición. Si el nivel de exposición es igual a la prevalencia de alteraciones histopatológicas, 

entonces la sensibilidad es normal. En caso de que el nivel de exposición sea más bajo que la 

prevalencia, entonces la sensibilidad es baja. Por el contrario, si el nivel de exposición es más 

alto que la prevalencia, la sensibilidad es alta. Hasta donde sabemos, este es el primer enfoque 

que proporciona un método semicuantitativo para evaluar la sensibilidad mediante la 

evaluación de las respuestas fisiológicas a los contaminantes. 

El tercer componente de la vulnerabilidad es la capacidad de adaptación. La capacidad de 

adaptación se refiere a la capacidad de una especie o sistema para hacer frente al impacto 

ambiental con una alteración mínima (Dagnino et al., 2008). Sin embargo, la adaptación se 

refiere a la evolución de un sistema en ecología, y generalmente se evalúa a través de 

diferentes enfoques evolutivos, como la plasticidad, capacidad de dispersión y potencial 

evolutivo (Ocaña y Pech, 2018). Tecolutla carece de programas de monitoreo que evalúen el 

estado de salud a través del tiempo, por lo que se requiere otra estrategia para evaluar este 

componente de vulnerabilidad. Se determinó que en su lugar se podría utilizar el atributo de 
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capacidad de recuperación. La capacidad de recuperación generalmente se evalúa mediante 

factores extrínsecos y rasgos intrínsecos (Ocaña y Pech, 2018). En este trabajo, se evaluó 

mediante el análisis de un grupo de control de almejas que vivió en un ambiente limpio 

durante 40 días. De acuerdo con los parámetros fisicoquímicos del agua y mantenimiento 

empleados en este trabajo para la cuarentena de las almejas, estos parámetros son los 

recomendados para el mantenimiento y depuración de moluscos bivalvos (Lee et al., 2010). 

Luego, las almejas en cuarentena fueron sometidas al análisis histopatológico e 

inmunohistoquímico para observar diferencias con el grupo experimental. Se observó una 

recuperación completa del grupo de control. El grupo de control no mostró inmunorreacción 

positiva a ningún biomarcador de exposición (análisis inmunoquímico). Además, tuvo un 

índice histopatológico menor (Ih = 0.01) en comparación con el grupo experimental (Ih = 

0.18). Pese a esto, se carece de un análisis más completo que permita la obtención de 

categorías que permita evaluar la capacidad de recuperación ante diferentes niveles de 

exposición. No obstante, se concluyó que, teniendo el nivel actual de exposición, las almejas 

de Tecolutla tienen la capacidad de recuperación suficiente para revertir las consecuencias del 

estrés ambiental. Se emplearon diferentes indicadores para medir los tres componentes de la 

vulnerabilidad. Sin embargo, para integrarlos en un modelo matemático, es necesaria la 

estandarización, la escala de respuesta, la ponderación y la agregación. Aunque se tenían 

valores semicuantitativos para los niveles de exposición y sensibilidad, se carecía de valores 

para el componente de capacidad de recuperación. No obstante, sabiendo que las almejas 

pudieron recuperarse con un nivel de exposición moderado y una sensibilidad baja, se pudo 

estimar la vulnerabilidad. En este trabajo, la capacidad de recuperación se consideró como una 

medida de la capacidad adaptativa, ya que se ha reportado que este elemento regula la 

vulnerabilidad mediante la modulación de la exposición y la sensibilidad (Adger et al., 2007; 
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Engle, 2011). Existen estudios donde se emplea el mismo enfoque para la capacidad de 

recuperación comparando los resultados obtenidos de los niveles de exposición y sensibilidad 

entre los grupos control y experimental (Adger et al., 2007; Engle, 2011). Como se observó 

que las almejas revirtieron casi todos los efectos del estrés ambiental, se determinó que la 

capacidad de recuperación excedía la exposición y la sensibilidad. Por tanto, estos resultados 

indicaron que las almejas de Tecolutla presentaban una vulnerabilidad baja. Una mayor 

capacidad de recuperación o adaptación ayuda a reducir los efectos de la exposición y la 

sensibilidad y, en consecuencia, reduce la vulnerabilidad del sistema (Dagnino et al., 2008; 

Thomas et al., 2018). El rol básico de la recuperación o capacidad adaptativa se acepta como 

un atributo positivo para reducir la vulnerabilidad (Engle, 2011; Thomas et al., 2018). Como 

se mencionó anteriormente, aún es necesario desarrollar un ensayo para identificar los límites 

de la capacidad de recuperación de las almejas a diferentes niveles de exposición. 

Este trabajo buscó en términos generales establecer una alternativa metodológica para la 

evaluación de la vulnerabilidad y la salud de los recursos acuáticos. Se logró establecer 

respuestas que permitieron relacionarlas con indicadores de vulnerabilidad y salud sugiriendo 

el estado que guardan las almejas de Tecolutla, Veracruz y proponiendo así una nueva 

perspectiva en la evaluación integral de los recursos naturales frente a los estresores 

ambientales.  
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9. Conclusiones  

• Los indicadores macroscópicos no revelan lesiones aparentes en las almejas 

experimentales y del grupo control. 

• Tisularmente, la prevalencia de alteraciones histopatológicas, la importancia patológica y 

diseminación de las alteraciones indican que el estado fisiológico actual no compromete la 

salud o el estatus fisiológico de la almeja P. caroliniana.  

• La importancia patológica y diseminación de las alteraciones tisulares observadas en la 

glándula digestiva de la almeja P. caroliniana no comprometen la funcionalidad del 

órgano. 

• De conformidad con el índice histopatológico (Ih) obtenido, el estado de salud de las 

almejas de Tecolutla, Veracruz no se encuentra comprometido lo que confirma lo 

observado en la prevalencia de alteraciones.  

• La sobreexpresión inmunohistoquímica de proteínas HSP70, metalotioneínas y citocromo 

P450 en la glándula digestiva reveló la exposición a diversos estresores ambientales. De 

acuerdo con estos marcadores se asume la presencia de diferentes estresores ambientales 

presentes en el sistema Tecolutla, tales como metales e hidrocarburos. 

• De acuerdo con las categorías establecidas para este trabajo, las almejas de Tecolutla 

mostraron un nivel de exposición moderado, baja sensibilidad y una efectiva capacidad de 

recuperación.  

• La evaluación de los elementos de la vulnerabilidad (exposición, sensibilidad y capacidad 

de recuperación) permitió determinar que las almejas presentan una vulnerabilidad baja en 

el sistema Tecolutla, Veracruz. 
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• Se logró el establecimiento de una propuesta semicuantitativa para estimar la 

vulnerabilidad de la almeja a través de la definición de tres indicadores relacionados con 

las respuestas histopatológicas e inmunohistoquímicas. 

• El análisis de la vulnerabilidad de organismos acuáticos a través de respuestas 

histopatológicas e inmunohistoquímicas representa una herramienta potencial en la 

evaluación del estado de organismos de vida silvestre frente a estresores ambientales y la 

primera contribución de este tipo en México. 
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10. Perspectivas y recomendaciones  

1. Se recomienda realizar otros estudios para establecer categorías que estimen la 

capacidad de recuperación de esta almeja en el sistema Tecolutla, con lo que se 

completaría la propuesta semicuantitativa para la evaluación de la vulnerabilidad. 

2. Se pueden incorporar nuevos indicadores y análisis estadísticos en esta propuesta para 

la evaluación de la vulnerabilidad.  

3. Con esta base de información, se propone estimar la vulnerabilidad en diversos 

organismos acuáticos del sistema con el fin de conocer el grado de vulnerabilidad del 

sistema Tecolutla.  

4. Se recomienda el análisis del índice histopatológico e inmunohistoquímico en estudios 

de monitoreo ambiental con moluscos bivalvos para facilitar la toma de decisiones.  

5. El análisis del índice histopatológico puede ser empleado para la comparación entre 

diferentes zonas del estado de Veracruz para conocer la afectación por estresores 

ambientales en moluscos bivalvos. Con lo que se genere información necesaria para el 

establecimiento de políticas de mitigación y control. 
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Abstract 
Vulnerability depends on the exposure and sensitivity levels of a system to a specific pressure, together 
with the capacity to cope, recover, or adapt to this pressure. We propose the use of well- known tissular 
techniques to measure the components of vulnerability. Immunohistochemistry and histopathology 
indicate the health status of living organisms and the environment. Therefore, these techniques should 
provide the necessary information to determine the vulnerability of an organism. Immunohistochemical 
analysis uses biomarkers to determine the presence of toxic compounds, reflecting the exposure level of 
an organism. Histopathological analysis reveals the environmental impact of a given toxin, reflecting the 
sensitivity level of the organism to said toxin. Here, we propose a strategy to use these techniques to 
assess the vulnerability of clams from Tecolutla, Veracruz. We developed categories for each 
vulnerability component using semi-quantitative scales. Briefly, we calculated the exposure level based 
on the average number of positive immunohistochemical biomarkers among several organs of clams. 
Then, we compared the prevalence of histological alterations with the exposure level to determine the 
sensitivity level. Finally, to estimate the recovery capacity, we placed the control group in a clean 
environment for 40 days. These led us to observe the capacity of the clams to reverse the effects of 
environmental stress. Clams showed a moderate level of exposure, a low sensitivity level, and an 
effective recovery capacity. In conclusion, these results indicate that clams have a low level of 
vulnerability. This proposal has the potential to guide future works assessing the vulnerability of 
organisms and later include them in the estimation of vulnerability from aquatic bodies. 
 
Key Words: Polymesoda caroliniana; histopathological index; vulnerability; immunohistochemistry; environmental 
stress 

 
Introduction 
 

Coastal areas are considered one of the most 
vulnerable environments affected by pollutants. Some 
studies have already proposed some vulnerability 
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parameters for coastal areas (Ramírez and Torres, 
2011). However, none of these assessments included 
animal physiological traits that describe the health 
status of living organisms. Environmental stress can 
cause measurable effects over the physiological state 
of different animals, compromising their health (Bayne 
et al., 1976; Baum et al., 1984; Häder et al., 2020). 
Diverse methodological approaches measure these 
effects at different biological levels. Histopathological 
and 
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immunohistochemical analyses evaluate the effects of 
environmental stress at the tissue level (Costa et al., 
2013; Cuevas et al., 2015). On one hand, 
histopathological analysis determines the physiological 
consequences of pollutants over organisms, through a 
characterization of tissue injuries (Usheva et al., 2006; 
Boscolo Papo et al., 2014b). These toxic responses 
are semi-quantified through the histopathological index 
(Ih), detailing the health status of an organism (Costa 
et al., 2013; Cuevas et al., 2015). On the other hand, 
immunohistochemical analysis determines cytological 
responses related to the presence of some pollutants. 
Many biomarkers are used to this end, indicating 
several types of toxic compounds that affect living 
organisms (Moraga et al., 2005; Wang et al., 2010; 
Zhang et al., 2012; Boscolo Papo et al., 2014a). 
Consequently, the integration of histopathological and 
immunohistochemical approaches constitutes a 
valuable strategy to investigate the vulnerability of an 
organism to a specific environment (Boscolo Papo et 
al., 2014a). 
Tecolutla is located in Veracruz state, along the 
eastern coast of Mexico (Fig 1). The town of Tecolutla 
surrounds a river that has associated estuaries, 
canals, and mangroves, giving this locale huge 
biodiversity. The most important and growing 
economic activity in the zone is tourism, hence the 
river receives many discharges of wastewater, 
agrochemicals, and hydrocarbons, which impact on 
the natural environment (López-Portillo et al., 2009; 

Arriaga-Gaona, 2009; Temino-Boes et al., 2020). 
Water samples taken from the Tecolutla river exceed 
the limits of total and fecal coliform bacteria allowed 
according to Mexican standards (Arriaga- Gaona, 
2009). Moreover, Veracruz state shows a high 
vulnerability, according to impact studies conducted on 
fishery production and damage to the mangrove 
(Ramírez and Torres, 2011). Nevertheless, none of 
these studies included physiological indicators of the 
health of living organisms. Clams are bioindicators of 
the health status of an environment (Markert et al., 
2003; Park et al., 2007; Wu et al., 2013; Boscolo Papo 
et al., 2014a; Zhang et al., 2014; Carneiro et al., 2015; 
Cuevas et al., 2015; Santovito et al., 2015; Vodopivez 
et al., 2015; Delgado-Alvarez et al., 2019). Among the 
diversity of Tecolutla, we found the clam Polymesoda 
caroliniana, commonly named black clam. Therefore, 
these organisms are  potential sources of vulnerability 
data. 
Vulnerability depends on the exposure and sensitivity 
levels of a system to a specific pressure, together with 
the capacity to cope, recover, or adapt to this pressure 
(Villa and McLeod, 2002; Stein et al., 2014; Carantoña 
and Hernández, 2017; Ocaña and Pech, 2018). These 
components are measured through indicators at 
different biological  levels. Here, we created an 
approach to measuring the three vulnerability 
components by assessing the health status of the 
clams. The proposed approach includes the use of 
different tissular techniques to 

 
 
 
 

 
 

Fig. 1 Map indicating the location of Tecolutla in Veracruz State, Mexico 
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this end. To measure the exposure level, we used 
immunohistochemical analysis. 

Table 1 Percentage of dissemination degree assigned 
to each a value 

Immunohistochemical  analysis  reflects  the level of                                                                                        
exposure, indicating cytological responses to the 
presence of different pollutants. Then, to measure the 
sensitivity level, we correlated the prevalence of 
histopathological injuries with the level of exposure. 
Finally, we estimated the recovery capacity through a 
group of clams that depurated pollutants for 40 days in 
a clean environment. These organisms were shown to 
be sensitive enough to reflect that Tecolutla is polluted 
but also resilient enough to resist and survive 
environmental stress. Moreover, they showed an 
effective recovery capacity when introduced   to   a   
clean   environment.    Here   we 
proposed the integration of histopathological and 
immunohistochemical analyses through semi- 
quantitative scales to assess the vulnerability of clams 
from Tecolutla. We created categories for each 
component, proposing approaches to their 
measurement. In conclusion, we determined  that the 
clam P. caroliniana has a low vulnerability, based on 
the fact that clams could recover fully in a clean 
environment. This first proposal is a guide for future 
investigations to determine the vulnerability of specific 
organisms. The vulnerability of several organisms 
based on physiological traits should be included in the 
determination of the health status and vulnerability of 
an environment. 
 

Material and methods 
 

Sampling area and sample collection 
The Tecolutla River is located in the state of Veracruz 
between parallels 96°59′849′′ W and 20°27′628′′N, on 
the eastern coast, facing the Gulf of Mexico (Fig 1). 
Prior to collection, we obtained physicochemical water 
parameters (temperature, salinity, dissolved oxygen, 
and pH) with a Hach® model DR / 2000 direct reading 
spectrophotometer. The physicochemical parameters 
of Tecolutla, Veracruz characterize a typical estuarine 
environment: 22 °C, 2 ‰ salinity, 6.6 mg/l dissolved 
oxygen, and pH 7.7. These were later used to maintain 
the same conditions in the control group. 

Local fishermen collected 100 adult Polymesoda 
caroliniana clams (4 to 5.5 cm in length). The clams 
were divided into a control and an experimental group, 
each containing 50 individuals. Transportation to the 
laboratory was in thermal boxes at 4 °C. Once they 
arrived, all the clams were cleaned with 70% alcohol. 
Then, all the clams were subjected to a macroscopic 
evaluation, and the following parameters were 
recorded: shell perforations and the presence of 
vermes or ectoparasites. Macroscopic analysis of 
Polymesoda caroliniana clams showed healthy 
organisms without shell distortion or perforations, but 
some of them had parasitic worms. 

Immediately, the visceral mass of the experimental 
group was dissected and processed for 
histopathological and immunohistochemical analysis. 
The clams in the control group were maintained in 
seawater under the original physicochemical 
parameters (22 °C, 2‰ salinity, 6.6 mg/L dissolved 
oxygen, and pH 7.7) for 40 days. During the 40 days, 
the seawater was continuously 

aerated with partial water replacement every 72 h. The 
clams were fed with a suspension of 909,935 cells/ml 
microalgae culture of Chlorella sp every day. After 40 
days of maintenance, these clams were subjected to 
histopathological and immunohistochemical analysis. 
 
Tissue preparation 
The visceral mass of all clams was fixed in 10% neutral 
buffered formalin for 48 h, dehydrated through a 
graded series of ethanol in a tissue processor (Leica, 
model TP1020), and embedded in paraffin using a 
paraffin embedding station (Leica, model EG1140-H). 
Serial 5-µ-thick sections were cut in a microtome 
(Microm, model HM3156). 
 
Histopathological analysis 
Histopathological slides were prepared by a standard 
technique, stained with hematoxylin-eosin (Cuevas et 
al., 2015), and examined under light microscopy 
(Zeiss, PrimoStar) to observe the general morphology, 
presence of parasites, and histological alterations. For 
each clam, three slides were analyzed. For each slide, 
we observed six different optical fields, each one at 
three magnifications, 10X, 40X, and 100X. Three 
different people analyzed the slides separately 
following the same criteria. Each person observed and 
quantified the alterations to report the number of clams 
presenting each alteration in a prevalence matrix. 
The histopathological analysis included: i. observation 
and description of tissue alterations, ii. construction of 
an alteration prevalence matrix, and 
iii. pathological importance factor (w) assignment and 
the degree of dissemination value (a). These values 
created a prevalence matrix, used to calculate the 
histopathological index. 
 
Histopathological index 
The histopathological index (Ih) is part of a protocol for 
the evaluation of aquatic pollution, and it was 
calculated according to previous studies (Bernet et al., 
1999; Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015). First, 
each type of alteration was categorized with respect to 
reaction patterns. A reaction pattern is the set of 
alterations in the functional unit of the targeted organ. 
The reaction patterns were tubular alterations and 
intertubular alterations. Then, we calculated the 
pathological importance factor (w) and the degree of 
dissemination (a). The pathological importance factor 
(w) is defined as the degree of damage or 

Dissemination degree a value 

0 – 9% 0 

10 – 40% 2 

50 – 70% 4 

70 – 100% 6 
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compromise of an organ after an alteration on a scale 
of 0 to 3 (0 = absence, 1 = negligible, 2 = moderate, 
and 3 = severe pathological importance), according to 
the original work (Cuevas et al., 2015; Costa et al., 
2013). Parasites were weighted as w = 3, hemocytic 
infiltrations and atrophies as w = 2,  and brown cells 
and lipofuscin aggregates were assigned w = 1, 
according to the original proposal for clams (Costa et 
al., 2013; Cuevas et al., 2015). The degree of 
dissemination (a) was the level of spread of a 
particular alteration in a functional unit or organ, in the 
range of zero to six. Therefore, to assign a value, we 
used a prevalence matrix (Table 1). 
Each a value correspond to (0) unchanged, (2) mild 
occurrence, (4) moderate occurrence, and (6) severe 
occurrence, according to previous reports (Bernet et 

al., 1999; Cuevas et al., 2015). Later, we calculated 

the Ih using the following equation (Costa et al., 2013) 

 

 
Where wj is the pathological importance factor of each 
alteration, ajh is the degree of dissemination of an 
individual alteration, and Mj is the maximum 
attributable value for the alteration, estimated from the 

maximum value of w times the maximum value of a. 

This denominator normalizes Ih to a value between 0 
and 1, thus permitting comparisons between distinct 
organs. 

 
Immunohistochemistry 
For immunohistochemical staining, tissue slides were 
deparaffinized in xylene before hydration via a graded 
series of ethanol. To retrieve the heat- induced 
antigen, we used a recuperator (Diva Decloaker 20x 
DV2005, Biocare Medical) diluted 1:20 with distilled 
water in a digital  electric  pressure cooker (Decloaking 
Chamber, model DC2002, Biocare Medical) at 25 PSI 
and 125 °C for 5 min. Slides were washed with TBS 
(Auto Wash Buffer, 40X, Biocare Medical) and then 
cooled down 

progressively at room temperature for 20 min. 
Endogenous peroxidases were neutralized by 
incubating the slides with the blocker (endogenous 
peroxidase blocker PX968G, Biocare Medical) for 5 
min at room temperature in an incubator chamber 
(model RMIQ105, Biocare Medical), to avoid natural 
temperature fluctuations. Excess blocking solution was 
removed by washing in TBS. Thereafter, all 
incubations were performed at room temperature. 
Serial sections were incubated for 45 min with 100 μL 
of the primary antibodies inside the incubator chamber. 
For metallothioneins, we used mouse monoclonal 
metallothionein antibody [UC1MT] (Genentex Catalog 
Number: GTX12228), dilution 1:30. For cytochrome 
P450, we used mouse monoclonal antibody CYP1A2 
[15E2] (Genentex Catalog Number: GTX84638), 
dilution 1:50. Finally, for HSP70, we used a mouse 
monoclonal Hsp70 antibody [3A3] (Genentex® Catalog 
Number: GTX25439), dilution 1:50. TBS solution 
without primary antibody served as the control. After 
washing in TBS, sections were incubated with a 
polymer (EnVision+ System-HRP, Labelled Polymer 
(Mouse) K4000, Agilent Dako) that contained 
secondary antibody and streptavidin for 45 min. Then, 
we stained the slides with diaminobenzidine (DAB), 
using 1 ml of substrate buffer and 50 μL of chromogen 
(Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System 
K3465, Agilent Dako) for 10 min. The slides were 
counterstained with hematoxylin (Tacha’s Automated 
Hematoxylin, Biocare Medical) for 10 min and later 
dehydrated. Samples were mounted with a 50% 
synthetic xylene resin solution. Staining was performed 
in triplicate for each tissue of three clams. All slides 
were observed under a light microscope (Zeiss®, 
PrimoStar 176045) coupled to a digital camera 
(CANON, Powershot G10). Immunolabeling was 
considered positive when the staining intensity was 
greater than the background observed in the negative 
control. The specificity of the immunostaining was 
verified by incubating the sections with PBS instead of 
the specific primary antibody. This validation was 
performed for all antibodies in each the tissues. All 
preparations were kept in a buffer solution to avoid 
drying. 

 
 

 

Table 2 Relations between the prevalence of histopathological alterations and level of exposure. The sensitivity 
value was calculated by subtracting the prevalence minus exposure level. These relations resulted in a 
categorization of sensitivity (Very low = -2, Low = -1, Normal = 0, High = 1, Very high = 2) 
 

Exposure 
level 

 

Value 
Prevalence of 

histopathological 
alterations 

 

Value 
Sensitivity 
value 

Sensitivity 
category 

Minimal 1 Low prevalence 1 0 Normal 
Moderate 2  1 1 High 

High 3  1 2 Very high 

Minimal 1 Moderate prevalence 2 -1 Low 
Moderate 2  2 0 Normal 

High 3  2 1 High 

Minimal 1 High prevalence 3 -2 Very low 
Moderate 2  3 -1 Very low 

High 3  3 0 Low 
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Fig. 2 Digestive gland histological description of several organisms showing different dissemination degrees (a). 
A. Digestive tubules showing semi-circular normal aspects. Basophilic cells lining the lumen of digestive tubules. 
B. Secretory vesicles (dashed arrows) derived from epithelium. C. Digestive gland tubules showing few brown 
cells (a = 2, diamonds). D. Digestive gland tissue showing an increase of brown cells (a = 4), and some lipofuscin 
aggregates (a = 2, square). E. Tubules showing lipofuscin aggregates (square) with the highest dissemination 
degree (a = 6). F-G. Digestive gland showing atrophy (solid arrows) of the tubule epithelium (a = 2), and  
hemocyte infiltration (a = 6, circles). H. Digestive gland tissue showing inclusions of possible parasites (a = 2). 1. 
Epithelium 2. Lumen 3. Connective tissue. Hematoxylin-eosin staining 
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Vulnerability parameters 
Vulnerability is composed of the levels of exposure, 
sensitivity, and recovery capacity (Ocaña and Pech, 
2018). Exposure was measured through the number of 

immunohistochemical biomarkers identified. The 

immunohistochemical index (II) is the average of 
biomarkers found in different organs of the organisms. 

This average was categorized into four groups: no 

exposure (II = 0), minimal exposure (II between 0.1 and 
1), moderate exposure (II between 1.1 and  2), and 

high exposure (II  between 
2.1 and 3). Moreover, the sensitivity is the level of 
response according to the level of exposure to certain 
stresses (Ocaña and Pech,  2018). Therefore, the 
sensitivity relates the prevalence of histopathological 
alterations to the level  of exposure, hence we 
assigned values to each category. The prevalence of 
histopathological alterations is a classification derived 
from the histopathological index, where 0 – 0.25 is  
low,  0.25 
– 0.50 moderate, 0.50 – 0.75 high, and 0.75 – 1, very 
high (Costa et al., 2013). We considered high and very 
high prevalence as the same category. All the 
organisms are sensitive to their environment to 
survive, thus we made four categories of sensitivity 
from very low to very high. These categories were 
assigned according to the following criteria. If an 
organism was exposed to a low level of exposure and 
had a low level of prevalence of  alterations, then it had 
a normal sensitivity. However, if the organism was 
exposed to a low level of exposure but had a moderate 
or high prevalence of alterations, then the organism 
was highly sensitive (Table 2). 
 

Results 
 

Clams from Tecolutla had a low prevalence of 
histopathological alterations 
The digestive glands have been used to assess 
pollution effects on many organisms, as epithelial cells 
lining the digestive glands are very sensitive to 
environmental stress (Usheva et al., 2006). On one 
hand, the digestive gland of P. caroliniana clams in the 
control group showed tubular structures with an 
epithelial lining and a central lumen (Fig 2A, 2B). 
Moreover, on this epithelium we observed secretory 
vesicles (Fig 2B), which aid in the detoxifying 
processes of the clam (Usheva and Frolova, 2006). 

Around the tubules we observed connective tissue, 
which provides support to the digestive gland and a 
medium for oxygen and nutrients to diffuse to cells. 
Moreover, we found few hemocytes, brown cells  and 
lipofuscin aggregates in the connective tissue, as 
expected. Most of this histological morphology agrees 
with the description of digestive glands in other clam 
species (Usheva and Frolova, 2006; Usheva et al., 
2006; Sıkdokur et al., 2020; Bejaoui et al., 2020; Costa 
et al., 2013). On the other hand, as compared with the 
control groups, digestive gland sections from the 
experimental group underwent a change in their 
structure. Brown cells and lipofuscin aggregates in the 
slides from the experimental group increased (Fig 2C, 
2D, 2E), as did hemocytic infiltrations, atrophy, and 
parasites (Fig 2F, 2G, 2H, and Table 3). These 
responses were classified into tubular and intertubular 
alterations. We used this classification to associate a 
pathological importance factor (w) and degree of 
dissemination (a) (Costa et al., 2013), to further 
determine the general health status of clams from 
Tecolutla, Veracruz. The clams from the experimental 
group presented alterations with diverse pathological 
importance factors (w); however, the most 
disseminated pathologies had a low w (Table 4). 
These results suggest that the most prevalent 
pathologies are the least harmful for the organisms. 
To integrate both w and a, we calculated the 

histopathological indices for these clams. The average 

histopathological index (Ih) for the control group was 

0.01, while the average Ih for the experimental group 
was 0.18. Based on these results, we concluded that 
the clams  from  Tecolutla, Veracruz had a low 
prevalence of histopathological alterations, according 

to previous reports classifying the Ih (Costa et al., 2013; 

Cuevas et al., 2015). 
 

Clams from Tecolutla are exposed to several 
pollutants 
Besides histopathological analysis, other biomarkers 
are used to corroborate the impact of environmental 
stress. Some of these biomarkers include P450 
cytochromes (CYPs), metallothionein proteins (MTs), 
and heat-shock proteins (HSP) (Moraga et al., 2005; 
Boscolo Papo et al., 2014a; b). We used these 
biomarkers to assess environmental 

 
 

 

Table 3 Pathological alterations and dissemination degree observed in clams from the experimental group. A total of 
50 clams belonged to this group. Clams from the control group lacked any of these alterations. Dissemination 
degree (a) is the percentage of clams presenting each alteration 
 

Alteration Number of clams with the alteration Dissemination degree (a) 

Brown cells 47 95 

Lipofuscin aggregates 30 60 

Hemocytic infiltrations 20 40 

Atrophy 10 25 

Parasites 1 0.05 
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Table 4 Values of pathological importance factor (w) and degree of dissemination (a) of clams from the experimental 

group. At the end is the Ih for this group 
 

Reaction pattern Alteration w a 

 Brown cells 1 2 

 

Tubular alterations 
Lipofuscin aggregates 1 4 

Hemocytic Infiltrations 2 0 

 Atrophy 2 0 

 Parasites 3 0 

 Browns cells 1 6 

 

Intertubular alterations 
Lipofuscin aggregates 1 2 

Hemocytic Infiltrations 2 6 

 Atrophy 2 6 

 Parasites 3 2 

Histopathological index (Ih)  0.18 

 
 

 

stress effects on the clam of Tecolutla (Table 5). 
Digestive gland slides of the control group lacked any 
immunoreactivity. However, digestive gland slides of 
the experimental group showed positive 
immunoreactivity to P450 cytochrome (CYP) and heat-
shock protein 70 (HSP70), but not to  MTs. Both CYP 
and HSP70 were observed on the cytoplasm of the 
epithelial tissue lining of the digestive tubules (Fig 3A, 
3B, 3C). These results suggest that injuries caused to 
the digestive gland by environmental stress are 
reversible, as the control group did not show 
immunoreactivity to these markers. Nevertheless, the 
digestive system of clams is composed of other 
organs, such as a short esophagus, a stomach, and a 
gut. Hence, we tested the same biomarkers on the rest 
of them. Stomach and gut tissues showed 
immunoreactivity to HSP70 and CYP but not to MTs 
(Fig 3D). The immunohistochemical responses 
indicated that the Tecolutla environment has many 
pollutants, but apparently the concentration of heavy 
metals is low, as the digestive system did not show 
any immunoreactivity. 
Nevertheless, to obtain an overview about the overall 
health of the clams, we tested the same 

highly related to water quality, while the foot is more 
related to sediment quality. However, the general 
response to immunohistochemical biomarkers 
indicated that the environment is affecting all the 
organs. Furthermore, as the control group lacked 
immunoreactivity to any biomarker, we concluded that 
the health of our clams from Tecolutla could be 
restored if the quality of the environment is improved. 
 

Proposed approach to assess vulnerability using 
tissular analysis 
Vulnerability is the degree to which a system is 
susceptible to adverse effects caused by 
environmental stress (Villa and McLeod, 2002; Stein et 
al., 2014; Gauthier et al., 2014; Carantoña and 
Hernández, 2017; Ocaña and Pech, 2018). The 
strategies to estimate environmental vulnerability 

 
 
 

 
Table 5 Immunoreactivity responses in different 
organs of clams from the experimental group 

antibodies in other target organs (Table 5). The gills,                                                                                                    
the gonads and the foot are widely used to assess 
the health of many mollusks through histopathological 
and immunohistochemical approaches (Moraga et al., 
2005; Usheva et al., 2006; Costa et al., 2013; Boscolo 
Papo et  al., 2014a; Cuevas et al., 2015; Sıkdokur et 
al., 2020). In our clams, the gills showed 
immunoreactivity to HSP70 and CYP, but not to MTs. 
Meanwhile, the gonads showed immunoreactivity only 
to HSP70. Finally, the foot showed immunoreactivity to 
all the biomarkers, HSP70, CYP, and MTs (Fig 3E, 3F). 
To observe the accuracy of the immunohistochemical 
test, we showed that in the absence of the antibody, 
the color of the slides changes dramatically (Fig 3G, 
3H). These organs have different levels of exposure to 
the environment, due to their  diverse physiological  
functions.  Accordingly,  the  gills   are 

Organ 
   

CYP HSP70 MTs Total 

Digestive gland 1 1 0 2 

Stomach 1 1 0 2 

Gut 1 1 0 2 

Gills 1 1 0 2 

Gonad 0 1 0 1 

Foot 1 1 1 3 

Immunohistochemical index (II) = 2 
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Fig. 3 Immunoreactivity of CYP, HSP70, and MTs in different tissues of clam from Tecolutla. All sections are 
counterstained with Tacha Hematoxylin. A-B. Digestive gland showing an immunoreactivity to CYP. C. Digestive 
gland showing an immunoreactivity to HSP70. D. Intestine showing immunoreactivity to HSP70. E-F. Foot showing 
immunoreactivity to MTs. G-H Immunoreactivity controls showing difference in the brown staining, both from foot 
tissue. Negative control (G) processed with PBS instead of the HSP70 antibody and positive control (H) processed 
with the HSP70 antibody 
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include indicators categorized in anthropogenic, 
biological, geological, and  meteorological components 
(Villa and McLeod, 2002; Skondras et al., 2011; 
Karmaoui, 2015; Sahoo et al., 2016; Harik et al., 
2017). However, these indicators do not include any 
physiological trait of the  living organisms of each 
system. Therefore, we propose the integration of the 
histopathological index and immunohistochemical 
approaches as valuable tools to assess the 
vulnerability of clams from Tecolutla. The assessment 
of vulnerability includes the measure of exposure, 
sensitivity, and recovery capacity (Villa and McLeod, 
2002; Ocaña and Pech, 2018). To begin with, 
exposure was measured through the immunoreactivity 
of different biomarkers. We created a range based on 
the immunohistochemical data previously presented. 
The average number of biomarkers found in the 
organs was classified into no, low, medium, and high 

exposure, called the Immunohistochemical Index (II) 

(Table 5). The digestive glands of clams from Tecolutla 
showed medium exposure, but very close to the high 
category (Table 6). We  recommend the use of at least 
three different immunochemistry biomarkers in three or  
more target organs to assess exposure. The gills, 
digestive gland, and foot constitute the preferred 
organs to evaluate this (Moraga et al., 2005;  Usheva 
et al., 2006; Boscolo Papo et al., 2014a; Cuevas et al., 
2015). Afterwards, the sensitivity of clams was 

assessed through a comparison between the 

histopathological index (Ih) classification and the 

exposure level (Table 2). We determined that an 
organism is sensitive if the level of exposure is 

lower than the category of the Ih. In other words, an 

organism that shows a low prevalence of 
histopathological alterations in an environment with 
moderate exposure level has low sensitivity (Table 2). 
Therefore, clams from Tecolutla had low sensitivity to 

the environment. Finally, to assess recovery capacity, 

we observed both the II and the Ih of the control group. 
These clams depurated toxic molecules during 40 
days in a clean environment, hence they constituted a 
good parameter to assess recovery capacity. Clams 

from the control group showed an exposure level of 

zero, according to II. Furthermore, these clams had an 

Ih of 0.01, meaning that the prevalence of 
histopathological injuries was reversed almost 
completely. In other words, these organisms have a 
good recovery capacity (Table 6). However, another 
study is necessary to propose an approach that 
classifies the levels of recovery capacity in these 
organisms. 

For the integration of the three vulnerability 
components in a mathematical model, we needed a 
value of recovery capacity. However, recovery 
capacity regulates vulnerability through the modulation 
of exposure and sensitivity (Adger et al., 2007; Engle, 
2011). Therefore, we concluded that clams from 
Tecolutla had a low vulnerability, as they reversed all 
the effects of environmental stress. 
In summary, these physiological traits and their semi-
quantification should be included in the vulnerability 
measurements of aquatic bodies. These traits 
represented directly the health status of Tecolutla, 
Veracruz. Briefly, these results indicate that the effects 
of pollutants in these organisms are still reversible. 
However, it is important to stop 

 
 

 

Table 6 Proposed semiquantification of parameters considered as indicators of vulnerability 
 

Vulnerability 

factor 

 

Indicator 
 

Scale 
 

Clams 

vulnerability 

  
No exposure 0  

 

Moderate 

exposure 

  Minimal 0.1 - 1 
Exposure Immunoreactivity index (II)   

  Moderate 1.1 - 2 

  
High 2.1 - 3 

  Very low -2  
 
 
 

Low sensitivity 

  
Low -1 

Sensitivity 
Exposure vs prevalence of 
histopathological alterations (II vs Ih) 

Normal 0 

  High 1 

  
Very high 2 

  
Low ?  

Efficient recovery 
capacity 

Recovery 
capacity 

Control group assessment Moderate ? 

  High ? 
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pollution on Tecolutla so that organisms can improve 
their health. This work sets a health record for future 
monitoring references. The full quantification of 
histopathological indexes for the rest of the organs and 
the integration with the immunohistochemical part is a 
perspective of this work that contains valuable 
information about the vulnerability of these organisms. 
Furthermore, it is important to develop an approach to 
classify the recovery capacity properly. Additionally, 
the perspective of this work includes the application of 
this strategy in other indicator organisms to fully 
estimate the vulnerability of Tecolutla. 
 

Discussion 
 

Vulnerability is the degree to which a system is 
susceptible to adverse effects caused by 
environmental stress (Villa and McLeod, 2002; 
Gauthier et al., 2014; Stein et al., 2014; Carantoña and 
Hernández, 2017; Ocaña and Pech, 2018). 
Environmental vulnerability indexes created along the 
last years, through many approaches, take into 
account indicators categorized into anthropogenic, 
biological, geological, and  meteorological components 
(Villa and McLeod, 2002; Skondras et al., 2011; 
Gauthier et al., 2014; Karmaoui, 2015; Sahoo et al., 
2016; Harik et al., 2017). However, these indicators do 
not include any physiological traits of the living 
organisms of each system. Some approaches include 
water quality and plant distribution, while others include 
plant physiological traits (Esperón-Rodríguez and 
Barradas, 2015; Trevisan et al., 2020). The biological 
responses of organisms reflect the health status of a 
particular environment. Recently, some vulnerability 
indexes analyzed responses based on specific 
biomarkers (Gauthier et al., 2014; Chalghmi et al., 
2020). Vulnerability depends on the levels of exposure 
and sensitivity of a system to a specific pressure, 
altogether with the capacity to cope, recover, or adapt 
to this pressure (Villa and McLeod, 2002; Stein et al., 
2014; Carantoña and Hernández, 2017; Ocaña and 
Pech, 2018). These components can be assessed at 
different levels. Here, we created an approach to 
measure the three vulnerability components through 
the assessment of the health status of the clams 
(Table 6). The proposed approach includes the use of 
different tissular techniques to this end. 
 
Exposure 
Several human activities generate pressure on aquatic 
bodies. Vulnerability cannot be assessed without 
exposure to a pressure. Therefore, the first step is to 
determine the sources of pressure (Ocaña and Pech, 
2018). Environmental exposure is related to the 
presence and absence of immunohistochemical 
biomarkers (Moraga et al., 2005; Wang et al., 2010; 
Boscolo Papo et  al., 2014a; Santovito et al., 2015). 
These responses reflect the environmental stress that 
affects the organisms. The immunohistochemical 
approach determines the exposure to pollutants 
quickly, without the need for specific chemical 
procedures. The biomarkers used cover a broad range 
of 

pollutants. Among them, we used P450 cytochromes 
(CYPs), metallothionein proteins (MTs), and heat-
shock proteins (HSP) that are expressed after 
exposure to pesticides, hydrocarbons, metals, heat 
shock, and other toxic compounds (Moraga et al., 
2005; Boscolo Papo et al., 2014a; b). These 
biomarkers are widely used in different organisms to 
show exposure to environmental stress (Moraga et al., 
2005; Wang et al., 2010; Boscolo Papo et al., 2014a; 
Santovito et al., 2015). Different target organs are used 
to this aim, such as the digestive gland, gills, foot, and 
gonads. To obtain an overview of the general exposure 
of the clams, we evaluated several target organs. 
These responses were compiled and averaged to 
create a range of different levels of exposure. Although 
the immunochemical approach lacks quantification of 
pollutants, averaging the immune reactivity to different 
biomarkers in different organs provides an overview of 
the level of exposure. The target organs differed in 
their reactivity to the biomarkers, because they have 
different physiological functions. The physiological 
function of each organ and its anatomical position 
determine its interaction with the environment. For 
instance, the foot and the gills are in direct contact with 
sediment and water, making them more exposed, 
while the gonads are less exposed because they do 
not interact directly with the environment. Our proposal 
weights equally the biomarkers exposed in different 
organs; however, it is necessary to determine if the 
organs should be weighted differently. Nevertheless, 
our proposal, using an immunochemical approach, 
includes two types of exposure information. On one 
side, it evaluates a broad range of pollutants to which 
organisms are exposed. On the other side, it includes 
different target organs with distinct metabolic pathways 
that cope with the toxic compounds. 
 

Sensitivity 
Sensitivity is the degree to which a system or species 
is affected by environmental stress (Stein et al., 2014). 
A description of what makes a system sensitive is 
necessary, keeping in mind that each sensitivity level 
is specific to each pressure (Ocaña and Pech, 2018). 
All living organisms are sensitive to their environment 
to survive; however, the level of responses should be 
related to an exposure level to determine if the system 
is sensitive. Hence, to evaluate the organism’s 
sensitivity, we related two aspects. On one hand, we 
measured the types and dissemination of the 
responses to a stress, called the prevalence of 
histopathological alterations. This prevalence 

categorizes the values of the histopathological index 

(Ih), for comparison among several organisms (Costa 

et al., 2013;  Cuevas et al., 2015). Besides, the 
prevalence correlates with the health status of a 
specific environment. On the other hand, we correlated 
the prevalences with the exposure level to determine 
the clam’s sensitivity to the pollutants present in 
Tecolutla. Histopathology is widely used to recognize 
the effects of environmental stress on the organisms 
(Bernet et al., 1999; Usheva et al., 2006; Costa et al., 
2013; 
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Boscolo Papo et al., 2014a; b; Cuevas et al., 2015; 
Sıkdokur et al., 2020). It has been used in several 
organisms to determine the health status of aquatic 
bodies (Usheva et al., 2006; Chalghmi et al., 2020; 
Costa et al., 2013; Boscolo Papo et al., 2014a). 
Therefore, in our proposal, sensitivity is the  measure 
of responses (prevalence of histopathological 
alterations) related to the exposure level. If the 
exposure level is equal to the  prevalence of 
histopathological alterations, then the sensitivity is 
normal. In case the exposure level is lower than the 
prevalence, then the sensitivity is low. In contrast, if the 
exposure level is higher than the prevalence then the 
sensitivity is high. As far as we know, this is the first 
approach giving a semiquantitative method to assess 
sensitivity through the evaluation of physiological 
responses to pollutants. 
 

Recovery capacity 
The third component of vulnerability is adaptive 
capacity. Adaptive capacity refers to the ability of a 
species or system to cope with environmental impact 
with minimal disruption (Stein et al., 2014). However, 
adaptive refers to the evolution of a system in ecology, 
and it is usually assessed through evolutionary 
potentials, such as plasticity, dispersal ability and 
evolutionary potential (Ocaña and Pech, 2018). 
Tecolutla lacks monitoring programs that assess 
health status through time, hence we required another 
strategy to evaluate this vulnerability component. We 
determined that the recovery capacity attribute could 
be used instead. Recovery capacity is usually 
assessed through both extrinsic factors and intrinsic 
traits. To evaluate this capacity, we develop an 
approach to evaluate the ability of the organism to 
cope with the consequences of environmental stress. 
A control group of clams lived in a clean environment 
for 40 days. Then, they were subjected  to 
histopathological and immunohistochemical analysis to 
observe differences with the experimental group. We 
observed a full recovery of the control group. The 
control group did not show immunoreactivity to any 
exposure biomarker (immunochemical analysis). 

Moreover, it had a lower histopathological index (Ih = 

0.01) compared with the experimental group (Ih = 0.18). 
Nonetheless, we lacked a categorization for this 
component. Another essay is necessary to evaluate 
different levels of recovery capacity related to different 
levels of exposure. Nevertheless, we concluded that, 
having the current level of exposure, the clams from 
Tecolutla have sufficient recovery capacity to reverse 
the consequences of environmental stress. 
Briefly,   we   employed   different   indicators to 
measure the three components of vulnerability. 
However, to integrate them in a mathematical model, 
standardization, response scaling, weighting, and 
aggregation are necessary. Although we had semi-
quantitative values for exposure and sensitivity levels, 
we lacked values for the recovery capacity component. 
Nonetheless, knowing that the clams were able to 
recover with a moderate exposure level and a low 
sensitivity, we can estimate the vulnerability. Recovery 
capacity was taken as a measure of adaptive capacity, 
hence  both  regulate 

vulnerability through modulation of exposure and 
sensitivity (Adger et al., 2007; Engle, 2011). This 
agreed with the method we used to assess recovery 
capacity, evaluating exposure and sensitivity levels 
through the same methods and then compare the 
results of the control versus the experimental group. 
As we observed that the clams reverted almost all the 
effects of environmental stress, we determined that the 
recovery capacity exceeded the exposure and 
sensitivity. Therefore, these results indicated that 
clams from Tecolutla showed a low vulnerability. 
Higher recovery or adaptive capacity aids in reducing 
the effects of exposure and sensitivity and, in 
consequence, reduces the vulnerability of the system 
(ART Vulnerability & Risk Assessment Report, 2012; 
Stein et al., 2014; Thomas et al., 2019). The basic role 
of recovery or adaptive capacity is accepted as a 
positive attribute to reduce vulnerability (Engle, 2011; 
Thomas et al., 2019). As previously mentioned, it is still 
necessary to develop an assay to identify the limits of 
the recovery capacity of clams at different exposures 
levels. 
In conclusion, adding the vulnerability components, 
exposure, sensitivity, and recovery capacity, we 
determined that the clams of Tecolutla have a low 
vulnerability. These clams had a moderate exposure 
level, low sensitivity, and a high recovery capacity. 
Assets with a higher adaptive capacity, or recovery 
capacity, and low sensitivity better tolerate impacts, 
and therefore have a lower vulnerability (Engle, 2011; 
ART Vulnerability & Risk Assessment Report, 2012). 
As far as we know, this is the first approach to semi-
quantifying the vulnerability of an organism. Besides, 
this proposal constitutes an appealing approach for 
organisms in aquatic bodies that lack monitoring 
programs. The perspective of this work is to create 
categories to divide the recovery capacities of several 
organisms and compare them. Also, we propose to 
determine the vulnerability from several organisms, in 
order to estimate the general vulnerability of an 
environment. Finally, along with other approaches we 
aim to determine in the future the vulnerability of 
Tecolutla, Veracruz. 
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In the above article Table 2 was reproduced incorrectly, the table and caption should have appeared as 
below: 

 
 

Table 2 Relations between the prevalence of histopathological alterations and level of exposure. The sensitivity 
value was calculated by subtracting the prevalence minus exposure level. These relations resulted in a 
categorization of sensitivity (Very low = -2, Low = -1, Normal = 0, High = 1, Very high = 2) 

 
 

Exposition 
level 

 
Value 

Prevalence of 
histopathological 

alterations 

 
Value 

 
Sensitivity value 

 
Sensitivity category 

Minimal 1 Low prevalence 1 0 Normal 

Moderate 2  1 -1 Low 

High 3  1 -2 Very low 

Minimal 1 Moderate prevalence 2 1 High 

Moderate 2  2 0 Normal 

High 3  2 -1 Low 

Minimal 1 High prevalence 3 2 Very high 

Moderate 2  3 1 High 

High 3  3 0 Normal 
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