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Resumen

En el monitoreo ambiental, se propone la evaluacion cualitativa de alteraciones
histolégicas como biomarcador para evaluar los efectos de la contaminacion en
organismos acuaticos. Sin embargo, no se consideran herramientas de analisis
cuantitativas que permitan determinar la salud de los organismos silvestres o
experimentales. El objetivo del trabajo fue calcular el indice histopatolégico de salud
de almejas Polymesoda caroliniana expuestas a 300 pg/L de cadmio (en dispositivos
con sedimento y sin sedimento) a través del andlisis cuantitativo de alteraciones
tisulares. Se analizaron 80 preparaciones de gonada y glandula digestiva tefiidas con
H-E. Se caracterizaron las alteraciones patoldgicas y se construyd una matriz de
prevalencia. A cada alteracion se le asigné un factor de importancia patoldgica (1 a
3) y un valor ascendente segun la diseminacion de la alteracion. Los datos fueron
tratados estadisticamente a través de la prueba de student’'s T (cuando los datos
presentaron normalidad y homocedasticidad) y U-Mann Whitney (cuando los datos
no presentaron normalidad u homosedasticidad) para evaluar las diferencias entre
los organismos control y experimentales. Las alteraciones observadas en organismos
expuestos a cadmio fueron: células cafés, atrofias, secreciones eosindfilas en
glandula digestiva; en gbénada soOlo se observaron inclusiones esféricas. Las
alteraciones observadas son de tipo 2 (moderado reversible) y el indice de salud en
la génada fue de 0.6, lo que significa que este 6rgano tuvo mayor dafio con respecto
a la glandula digestiva. Se recomienda el uso de categorias de evaluacion
histopatolégica en otros Organos para establecer un indice de salud general en
organismos expuestos a cadmio, que permitan inferir los efectos del cadmio en

organismos silvestres.



Abstract

In environmental monitoring, the qualitative evaluation of histological alterations has
been proposed as a biomarker to evaluate the effects of contamination in aquatic
organisms. However, quantitative analysis tools that allow the determination of the
health of wild or experimental organisms are not considered. The aim was to
calculate the health index of clams Polymesoda caroliniana exposed to 300 pg/L of
cadmium (in devices with sediment and without sediment) through the quantitative
analysis of tissue alterations. 80 preparations of gonad and digestive gland stained
with H-E were analyzed. The pathological alterations were characterized and a
prevalence matrix was constructed. Each alteration was assigned a pathological
importance factor (1 to 3) and an ascending value according to the dissemination of
the alteration. Data were statistically analyzed with the Student’s T test (when the
data presented normality and homoscedasticity) and Mann-Whitney U test (when the
data did not present normality or homoscedasticity) to evaluate the differences
between the control and experimental organisms. The observed alterations in
organisms exposed to cadmium were: brown cells, atrophies, eosinophilic secretions
in the digestive gland; only spherical inclusions were observed in the gonad. The
alterations observed are type 2 (moderate reversible) and the highest health index
was in the gonad of 0.6, which means that it had greater damage with respect to the
digestive gland. The use of categories of histopathological evaluation in other organs
is recommended to establish a general health index in organisms exposed to

cadmium, which will allow inferring the effects of cadmium in wild organisms.



Introduccidén
Las zonas costeras son regiones de transicion entre los componentes marinos y

continentales del planeta. Se caracterizan por albergar una amplia diversidad de
ambientes y recursos naturales, cualidad que las hace altamente vulnerables a
contaminantes (Botello et al., 2010).

Los contaminantes son sustancias que pueden provocar algun dafio o desequilibrio
(irreversible o no), en un ecosistema, 0 en un ser vivo, provocando alteraciones
negativas del estado natural como consecuencia de la actividad humana (Bermudez,
2010). Las actividades agricolas e industriales tienen como efecto la descarga de
aguas contaminadas a las zonas costeras a través de la escorrentia modificando las
propiedades del agua (Gomez-Mendikute et al., 2009). Existe una gama amplia de
contaminantes, entre los cuales se encuentra el cadmio, que puede afectar a los
organismos de zonas costeras.

El cadmio (Cd) es uno de los metales potencialmente mas toxicos que se encuentran
en la naturaleza (Castillo y Schfer, 2000). En su forma biodisponible puede ser
mutagénico o carcinogénico, afectando el crecimiento, la tasa de respiracion, la
actividad enzimatica y la contraccion muscular de los organismos (Eisler, 1985).

La mayor parte del cadmio biodisponible en el ambiente proviene de subproductos de
la extraccion, fundicién y refinacion de los metales no ferrosos como el zinc, plomo y
cobre. En lugar de disponer de él como residuo en el medio ambiente, los ingenieros
han sido capaces de utilizar sus propiedades Unicas para aplicaciones industriales
especificas. El cadmio también se produce a partir del reciclado de las baterias de
niquel-cadmio, su uso mas grande y como cadmio secundario o reciclado representa

en la actualidad alrededor del 23 % de la oferta total de cadmio (ICdA, 2013).



El cadmio es potencialmente teratogénico y se encuentra en diversas lagunas
costeras afectando la condicion fisiologica de los organismos. Esta, contempla el
estado funcional a diferentes niveles de organizacion, incluyendo sus sistemas,
organos, tejidos, células, asi como el fluido extracelular, entre otros.

En estudios ecotoxicolégicos existe el término ecofisiologia para referirse a “la
adaptacion de los animales a los cambios ambientales tomando como foco central la
relacion individuo-ambiente” (Tarifefio, 2004). Esta concepcion, permite que la
evaluacion de los organismos expuestos a contaminantes en las zonas costeras
pueda ser realizada mediante el monitoreo bioldgico y utilizando bioensayos de
exposicion. El efecto de la exposicion y dafio resultante de la exposicion ante
agentes contaminantes puede ser evaluado a través del analisis de respuestas
tisulares (histopatologia). El analisis tisular ofrece ventajas relevantes en el
monitoreo de la contaminacion de organismos acuaticos y se ha propuesto el analisis
semicuantitativo de las alteraciones patologicas con el fin de evaluar la
contaminacion acuatica mediante coeficientes numéricos (indices histopatolégicos)
empleando peces (Bernet et al., 1999). Cuevas, et al., (2015) realizd un estudio de
evaluacion en bivalvos mediante el andlisis tisular de varios 6rganos proponiendo
categorias de lesion analogas a las utilizadas por Bernet, et al., (1999) dentro de un
protocolo para la evaluacion de la contaminacion. En estos trabajos, se asignan
valores que reflejan la importancia patolégica de la lesion (factor de importancia
patoldgica) y la intensidad de reaccion. El factor de importancia representa el grado
de afectacion en la funcion de un 6rgano, y la intensidad de reaccion indica el grado

de diseminacion de la lesion que se esta analizando.



Sin embargo, en nuestro pais no se han establecido protocolos analogos para
estimar el impacto de la contaminacion sobre los recursos acuaticos, menos aun,
factores de importancia asociados las respuestas tisulares, que nos permitan
conocer el estado de salud de organismos filtradores, los cuales son ampliamente

utilizados en programas del biomonitoreo de la contaminacion.



Antecedentes

Almeja Polymesoda caroliniana

Los moluscos bivalvos, al ser organismos de naturaleza filtradora y sésiles, son
excelentes organismos bioindicadores para el monitoreo de la contaminacion. Estos
animales, ademas, son reconocidos por su potencial econdémico, ecoldgico,
alimenticio y biotecnolégico. En México, los estudios que emplean moluscos bivalvos
para el monitoreo ambiental, consideran la evaluacion de respuestas tisulares como
una herramienta util en la toma de decisiones (PRONAME, 2013).

La almeja P. caroliniana, es un bivalvo que se caracteriza por presentar una concha
no muy larga y ovalada con lineas concéntricas y sin umbo terminal, el color del
periostraco es negro-pardo y los umbos tienden a estar erosionados (Figura 1)
(Garcia-Cubas & Reguero, 2007; Mille Pagaza et al., 1993).

La distribucion de esta almeja se ha reportado desde las costas de Carolina en los
Estados Unidos hasta el Golfo de México (Garcia-Cubas y Reguero, 2007).
Comercialmente, se trata de la segunda especie mas capturada con fines de
consumo humano en el Golfo de México (SAGARPA-CONAPESCA, 2013), sin
embargo, se encuentra en la categoria de proteccion especial por la NOM-059
(NOM-059-SEMARNAT, 2010).

Este organismo pasa la mayor parte de su vida inmersa en el sedimento. Los
sedimentos asociados a manglares pueden actuar como sumideros y a la vez como
una fuente de metales téxicos (Sundararajan y Natesan, 2010). Por lo que el estudio
de los mecanismos de acumulacién de los metales en los sedimentos cada dia cobra

mas importancia (Botté et al., 2010).



En el afio 2009 se realizé un estudio con esta especie proveniente de Coatzacoalcos,
Veracruz, y se evidencié la presencia, en este organismo, de niveles de cadmio mas
altos (1.05 pg/g) en comparacion con otra especie (C. fluminea) con niveles de
cadmio de 0.45 pg/g durante la temporada de secas, por ello, esta almeja es
considerada un acumulador neto de Cd, ya que en esta especie se observaron
valores mas altos comparados con otros organismos (Ruelas-Inzunza et al., 2009).
En Tecolutla, Veracruz se realizé un estudio que incluyo la caracterizacion tisular de
tres 6rganos blanco (branquia, manto y pie) de organismos en estado silvestre en el
cual se determin6é que existen lesiones de tipo reversible (Jerénimo-Juéarez, et al.,
2013). Sin embargo, éste y otros trabajos histopatoldgicos son de tipo descriptivo
(Blazer, 2002; Calderon y Valdés, 2012; Caceres Martinez y Yeomans Vasquez,

2014).
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Figura 1. Almeja Polymesoda caroliniana, se da detalle de la apariencia externa, la cual
presenta umbos erosionados y periostraco color pardo o negro.



Andlisis semicuantitativo de respuestas tisulares

En el analisis de la contaminacion de los sistemas acuaticos se ha propuesto evaluar
respuestas tisulares de forma semicuantitativa en peces y moluscos bivalvos (Bernet
et al., 1999; Costa, et al.,, 2013; Cuevas et al., 2015). Esta evaluacion sugiere el
calculo de un indice histopatoldgico que refleje el grado de dafio de un 6rgano en un
organismo. Este tipo de evaluacion es un método rapido que puede detectar los
efectos cronicos en tejidos y 6rganos a mediano plazo, es decir, disminuye los
tiempos para evaluar los efectos de los contaminantes (Johnson, et al., 1993).

El indice de evaluacion histopatoldgica se calcula a partir de dos valores: factor de
importancia patolégica (FI) e intensidad de reaccién (IR). La evaluacion del factor de
importancia (FI) en las respuestas tisulares reversibles e irreversibles, asigna valores
de 0 para ausencia de lesiones, 1 lesiones reversibles (de minima importancia
patoldgica), 2 lesiones reversibles (de moderada importancia patoldgica) y 3 lesiones
generalmente irreversibles (de severa importancia patologica). Por otro lado el IR
toma valores de 0 a 6 siendo O ausencia de lesion 2 = minima ocurrencia, 4 =
moderada ocurrencia y 6 = severa (Bernet et al., 1999).

Segun una modificacion de la formula del indice histopatolégico propuesto por Bernet
et al., (1999), Cuevas y colaboradores en 2015, indican que los valores del indice
oscilan entre 0 y 1. Los valores mas cercanos a 0 indican lesiones con menor Fl e IR,
mientras que los préximos a un indice histopatolégico de 1 le corresponden valores
mayores de Fl e IR, por lo tanto indices calculados cercanos a 1 se entienden como
valores que indican un compromiso mayor de la salud que aquellos valores mas

cercanos a 0.



Repositorio de datos ecotoxicoldgicos

El uso del analisis de los cambios tisulares dentro de los protocolos para evaluar la
contaminacion ha sido ampliamente recomendado en programas y proyectos de
biomonitoreo, por ejemplo, BIOMAR, Mussel Watch y PRONAME, entre otros
(Guzman-Garcia, 2007). Sin embargo, la informacion generada esta desvinculada y
no existe una base de datos internacional o nacional que dé cuenta del estado tisular
de la informacion vertida en estas bases que podrian constituir un punto de partida
para obtener una evaluacion cuantitativa que sirva como base de consulta para
generar una visidbn mas amplia de los efectos en los organismos sujetos a diferentes
condiciones ambientales y en consecuencia, esta informacion podria proporcionar
elementos que permitan tomar decisiones para el manejo de la contaminacion
ambiental. En nuestro pais no existen protocolos para la evaluacién cuantitativa de
los efectos de la contaminacion a nivel tisular. Existen muchos métodos de monitoreo
de pardmetros y los estudios suelen ser costosos porgue requieren equipo
especializado para la determinacibn de contaminantes; asi mismo, permite la
evaluacion a un nivel de organizacion intermedio, es decir, a nivel de tejido, indica si
el tipo de lesiones pueden ser reversibles o irreversibles, dependiendo del impacto
del agente xenobibtico o contaminante (Bernet et al., 1999). Por otra parte, se ha
recomendado la evaluacién de los efectos de la contaminacién en los organismos,
porque son mas relevantes que las concentraciones que estan en el agua y en el
sedimento, ya que los organismos funcionan como integradores del estrés ambiental,
y asociados con el biomarcador tisular se pueden generar protocolos que permitan
evaluar de manera indirecta la contaminacion acuatica. Obtener un esquema de

valoracion permite que personas no expertas en el tema puedan utilizar los



diagnoésticos semicuantitativos dentro de los programas de bases de datos de uso y
manejo de los ecosistemas acuaticos.

Las bases de datos o repositorios presentan una estructura de programacion, que
permite la consulta de datos biologicos de manera sistematizada, puede ser de tipo
biolégico o relacional (CONABIO, 2016; Guzméan-Garcia et al., 2012). Existen datos
basificados, como los anuarios de pesca (SIPESCA, 2016), que dan cuenta de los
volimenes de captura, asi como el nimero de especies que se utilizan como recurso
econdémico y ecoldgico; también existe una base biolégica como “Datos Abiertos
UNAM” que es un proyecto que reune informacion de diferentes colecciones
cientificas universitarias, en la cual se menciona la distribucion y lugar de colecta de
muchas especies tanto marinas como terrestres (Datos Abiertos UNAM, 2013); Otra
base de datos es Histology Slides DataBase, la cual retne informacién acerca de
observaciones histologicas donde se pueden consultar diferentes esquemas de la
estructura tisular (Tauseef, et al., 2012). Existen bases de datos descargables que
reinen imagenes histoldgicas en el area de salud, cuyo acceso y difusion son libres y
gratuitos para cualquier persona interesada en su estudio llamada “Atlas Interactivo
de Histologia”, proyecto promovido por el Departamento de Morfologia y Biologia
Celular de la Universidad de Oviedo (Arguelles et al., 2002).

El laboratorio de Ecotoxicologia de la UAM-I (Universidad Auténoma Metropolitana
Unidad Iztapalapa) tiene habilitada una base de datos denominada BD-ETMIRAM
(base de datos Ecotoxicologica para el Manejo Integral de los Recursos Acuaticos
Mexicanos que contiene datos biologicos los cuales presentan un sistema
estructurado que facilita el acceso y el manejo de la informacion utilizando un modelo
de tablas relacionales, esta permite establecer interconexiones (relaciones) entre los
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datos (que estan guardados en tablas), y a través de dichas conexiones pretende
relacionar los datos de ambas tablas, de ahi su nombre: "Modelo Relacional’. Una
base de datos relacional se compone de varias tablas o relaciones. El sistema
interactda por medio del sitio web:
http://etmira.ecotoxicologia.com/ecotoxicologia.com y esta actualmente restringido a
los investigadores del laboratorio. Esta base de datos facilita la consulta de los datos
obtenidos en el trabajo de campo y laboratorio. En este sistema la informacion es
agregada a una base de datos relacional realizada con el lenguaje Structured Query
Language (SQL), cuenta con diversas formas de visualizacién y descarga de la
informacion. La base de datos contiene y maneja la informacién obtenida de las
salidas de campo, tal como; localizacion geografica, parametros fisicoquimicos y
datos de las muestras. También contiene la informacion obtenida en el laboratorio a
través de técnicas diversas como la histopatologica, toma de datos morfométricos, de
los organismos, submuestras (6rganos o tejidos), laminillas, pardmetros bioldgicos, el
diagndstico de salud y fotografias (Guzman-Garcia et al., 2012). Las ventajas que
ofrecen las bases de datos es que la informacién almacenada ha sido normalizada y
sistematizada previamente, haciendo que la informacion sea confiable, ademas
ofrece la ventaja para dar continuidad a la informacién recabada para analizar datos

obtenidos y construir nuevos objetivos.
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Justificacion

En México, la evaluacion del dafio tisular de manera semicuantitativa en bivalvos, asi
como las bases de datos generadas con esta informacion, son pocas o nulas. Este
tipo de evaluacion semicuantitativa y su diagnostico obtenido en bases de datos,
ofrece ventajas para la toma de decision en el manejo de los sistemas acuaticos.

El banco de tejidos y la informacion contenida en bases de datos constituyen
oportunidades en la investigacion ya que, disminuyen los costos de los muestreos
periddicos y permiten que las muestras biologicas e informacién acumulada en este
acervo, puedan ser analizadas de diferente manera. El biomonitoreo utilizando
organismos sésiles y de facil captura, como la almeja, ha sido ampliamente
recomendado. Sin embargo, el estatus de las especies silvestres y los efectos de
contaminantes no han sido totalmente descritos. Los sistemas acuéaticos mexicanos
presentan diferentes impactos derivados de los contaminantes criticos, por lo que la
evaluacion histopatolégica puede permitir generar criterios de evaluacion tanto de
organismos silvestres como de organismos sujetos a pruebas ecotoxicologicas en
bioensayos de exposicion.

El analisis histolégico permite establecer los criterios de evaluacion tisular o
diagnéstico de salud, de organismos utilizados en estudios de biomonitoreo de la
contaminacion. Es importante llevar a cabo el andlisis semicuantitativo para conocer
el estado fisiolégico de los érganos blanco. Esta informacion coadyuvara en estudios
posteriores a la evaluacion y toma de decisiones relativas al manejo de los recursos

acuaticos del pais.
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Area de estudio

Tecolutla, es un municipio que se ubica en el estado de Veracruz, colinda al norte
con Papantla, al sur con los municipios de Martinez de la Torre y San Rafael, al
oeste con Gutiérrez Zamora y al este con el Golfo de México. El area de estudio se
ubica entre los paralelos 96° 59'849" W y 20° 27°628" N (Figura 2). Presenta una
importante actividad econ6mica en la ganaderia, la agricultura y la pesca.
Desafortunadamente este municipio y particularmente el Rio Tecolutla carece de
informacion sobre su riqueza bioldgica y los programas de monitoreo ambiental son
escasos. A partir del 2010, el proyecto “Indicadores de Integridad Ecoldgica y salud
ambiental (UAM-I) evalla las condiciones del sistema a través de organismos

bioindicadores, uno de ellos es la almeja Polymesoda caroliniana.
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Figura 2. Mapa de Tecolutla en relacion al Estado de Veracruz y el Golfo de México. Tomado de
Jeronimo-Juérez et al., 2018.
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Pregunta de investigacion

¢cLas respuestas tisulares (reversibles o irreversibles, con mayor o0 menor
prevalencia) en la génada y glandula digestiva de organismos expuestos a cadmio
permitirdn calcular el factor de importancia, el indice histopatoldégico y con ello,
evaluar la condicion fisiologica de la almeja P. caroliniana?

Hipotesis

Si el cadmio genera respuestas tisulares en los 6rganos de la almeja P. caroliniana,
entonces las lesiones derivadas de la exposicidon se podran categorizar asignandoles
un factor de importancia, y con ello se podré calcular el indice histopatolégico para

realizar una evaluacion semicuantitativa y conocer su condicion fisioldgica.
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Objetivo general

Observar y analizar respuestas tisulares en almejas de la especie Polymesoda
caroliniana expuesta a cadmio, asignando un factor de importancia para realizar una

evaluacion semicuantitativa y conocer su condicion fisiolégica.

Objetivos particulares

e Observar, analizar y evaluar las respuestas tisulares de laminillas
provenientes de un bioensayo de exposicion subletal a cadmio en almejas de
la especie Polymesoda caroliniana, cuya informacion esta contenida en la
Base de Datos Ecotoxicolégica.

e Construir una matriz histopatolégica categorizando las respuestas tisulares por
su factor de importancia dependiendo del tipo de alteracién.

e Calcular el indice histopatologico de dos o6rganos analizados (glandula
digestiva y gbénada).

e Determinar y analizar la condicién fisiologica mediante el analisis cuantitativo
en almejas expuestas a cadmio.

e Ingresar el valor del indice histopatoldgico de las muestras analizadas en la

base de datos BD-ETMIRAM.
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Materiales y Métodos

Las muestras analizadas fueron tomadas de un bioensayo de exposicion a cadmio a
una concentracion subletal de 300 pg/L con agua salobre (2 %), este bioensayo no
fue realizado en este trabajo (los detalles del bioensayo se describen en el Anexo 1).
Los organismos utilizados en el bioensayo fueron medidos mediante un calibrador
vernier marca CALIPER® de precision 0.02 mm, tomando longitud total, ancho y
altura de los organismos y pesados con ayuda de una balanza marca OHAUS ®
modelo CT6000-S. Los tejidos de los organismos expuestos durante el bioensayo se
procesaron mediante la técnica histolégica (Anexo 2).

En este trabajo se analizaron 80 preparaciones tisulares tefiidas con Hematoxilina y
Eosina (H-E) provenientes de biopsias de 24 almejas de la especie Polymesoda
caroliniana, organizadas en: 8 organismos control y 16 organismos expuestos con

dos variables experimentales: con sedimento y sin sedimento.

Caracterizacion y analisis de respuestas tisulares

Se caracterizé tisularmente la unidad funcional de la glandula digestiva (tubulos
digestivos) y la génada (foliculos germinales, macho y hembra). Asi como, otros
organos como el manto, la branquia y el pie, sin embargo, para el analisis
histopatolégico so6lo se consideraron la glandula digestiva y la gbénada. La
observacion y registro de respuestas tisulares se realiz6 mediante un microscopio de
campo claro marca CARL ZEISS® Primo Star acoplado a una camara CANON®
modelo Power Shot G10. La captura de fotomicrografias y la edicion de estas se
realiz6 con el software de digitalizacion CANON® Utilities Remote Capture DC

version 3.1.0.5. En cada preparacién se analizaron 6 campos de 40X aleatorios en
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zig-zag, abarcando un &rea de 160000 pm? por campo (el &rea total analizada
incluidos los 6 campos fue de 960000 pm?).

De cada unidad funcional se caracterizd el tipo de tejido que la compone y se
analizaron las alteraciones encontradas. De cada alteracion se observo el grado de
diseminacién del dafio histopatologico. Los datos obtenidos se ordenaron en una

matriz de respuestas tisulares.

Célculo de indice histopatolégico

Se construyé una matriz con las respuestas tisulares observadas de cada unidad
funcional para los dos oOrganos analizados (glandula digestiva y gdénada). Las
alteraciones obtenidas, asi como el valor de factor de importancia (FI) se asignaron
de acuerdo con lo propuesto por Cuevas et al., 2015 (tabla 1).

Ademas, se propuso la observaciéon de 6 campos por laminilla para estimar la

intensidad de reaccién de cada alteracion observada.
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Tabla 1. Esquema propuesto para el calculo del indice histopatolégico segun los criterios
establecidos por Cuevas et al., 2015.

Organo Reaccion patrén Alteracion Factor de
Importancia (w)

Glandula Alteraciones en Atrofia en tubulos 2
digestiva tubulos digestivos

Necrosis 3

Células cafés 1

Alteraciones Infiltracidbn hemocitica 2

intertubulares Necrosis 3

Fibrosis 2

Granulocitomas 2

Células cafés 1

Parasitosis Nematopsis 3

Mytilicola intestinalis 2

Otros parasitos 2

Gonada Alteraciones Infiltracidbn hemocitica 1

interlobulares Fibrosis 2

Granulocitomas 2

Células cafés 1

Alteraciones Necrosis 3

intralobulares Infiltracidbn hemocitica 1

Inclusiones esféricas 2

Parasitosis Nematopsis 3

Dénde: w = Peso biolégico de la alteracidn, los autores manejan este término para referirse al factor
de importancia patoldgica (FI), del que hace mencidn este trabajo.

El célculo del indice histopatolégico de los organismos se realiz6 empleando la
férmula modificada por Costa et al., 2013 y utilizada por Cuevas et al., 2015. Este
indice histopatologico considera, el tipo de lesion, el grado de diseminacion de las
alteraciones, el d6rgano estudiado y la integracién de la informacion mediante la
relacion de los diferentes indices histopatolégicos calculados. Para el analisis de la
informacion se utilizé el factor de importancia patolégica (FI), con valores de 0 a 3
(donde 0 es ausencia de alteracion, 1 es alteracion de minima importancia, 2 es
alteracion de moderada importancia y 3 es alteracion de severa importancia).

También se utilizé la intensidad de reaccion (IR), utilizando valores de 0 a 6 (donde 0
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es sin cambios, 2 es ocurrencia minima, 4 es ocurrencia moderada y 6 es ocurrencia

severa).

Con los valores obtenidos del factor de importancia e intensidad de reaccion se
aplico la formula descrita en la figura 3 para el calculo del indice histopatologico (Iy).
El indice histopatologico se calculd6 mediante el software “INDEX: Salud vy

contaminacion acuatica” (Guzméan-Garcia et al., 2018).

Se calcularon 4 indices histopatologicos para cada o6rgano analizado (glandula
digestiva y gonada), ademas el promedio del lote experimental por érgano. Cada
indice histopatolégico se calcul6 considerando los tratamientos del bioensayo:
Control con sedimento (CS)

Control sin sedimento (CSS)

Experimental con sedimento (ES)
Experimental sin sedimento (ESS)

hrwpbE

Con el fin de establecer un grado de dafio en los lotes experimentales se propusieron
rangos de comparacion entre los indices histopatolégicos considerando un dafio bajo

de 0 a 0.39, dafio moderado de 0.40 a 0.69 y de 0.70 a 1 un dafio severo.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del indice histopatologico fueron tratados estadisticamente
previa consideracién de los supuestos de normalidad y homocedasticidad, con ello
se aplicaron pruebas student’s T y U Mann-Whitney. También se buscé la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre el promedio general del indice
histopatolégico de cada 6rgano. Cada tratamiento se realizo en el programa NCSS-

2011 & PASS Trial.
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Andlisis de la condicién fisiolégica de los organismos

La integracion de todas las alteraciones en un solo valor por drgano facilité la
interpretacion de la condicion fisiolégica de las almejas analizadas, esto se obtuvo
calculando el promedio de los indices histopatologicos por organo de los lotes
experimentales y para la comparacion de ambos indices histopatologicos se aplic
una prueba estadistica U Mann-Whithey por los criterios de normalidad y
homocedasticidad.

La informacion obtenida fue vertida en la base de datos BD-ETMIRAM de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. La cual puede ser

consultada via internet a través de la siguiente liga: http://etmira.ecotoxicologia.com/.

El disefio general del método se sintetiza en la Figura 3.
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Factor de Importancia:
0. Ausencia de alteracion
1. Alteracidon minima
2. Alteracion moderada
3. Alteracion severa

Cuevas et al., 2015

Intensidad de Reaccion:

0. Sin cambios

2. Minima ocurrencia

4. Moderada ocurrencia

6. Severa ocurrencia
Cuevas et al., 2015

Evaluacidn y analisis de 80 preparaciones
histopatoldgicas de un bioensayo de
exposicion a cadmio

Construccién de matriz
histopatoldgica

Categorizacion de alteraciones
(factor de importancia e
intensidad de reaccion)

Calcular indice histopatoldgico

Determinar y analizar la condicién
fisiologica de dos 6rganos
(glandula digestiva y génada)

J
ijajh
1
=7
dM
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Costa et al., 2013
Cuevas etal, 2015

In

Dénde:

Wj. Valor del Factor de Importancia
(F1).

ajh: Valor de la
Reaccion (IR).

Mj: Valor maximo para cada alteracion
(Fl e IR).

Intensidad de

Software IHB

Figura 3. Diagrama general para el andlisis de alteraciones tisulares en almeja P. caroliniana.
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Resultados

Los pardmetros morfométricos de las almejas estudiadas corresponden a

organismos adultos (Anexo 3).

Caracterizacion tisular

En las 80 preparaciones histologicas se analizo la estructura basal de la glandula
digestiva y la gonada.
a. Glanduladigestiva

En la almeja P. caroliniana se observé que la glandula digestiva esta estructurada
por un tejido epitelial de tipo glandular que reviste al estbmago y gran parte del
intestino, éste se conforma por numerosos tubulos ramificados de fondo ciego, con
acinos globulares o elongados que se comunican hacia la superficie. Los tubulos
digestivos se clasifican de acuerdo con su tamafio en primarios y secundarios; los
tubulos primarios son los de menor tamafio y se engrosan hacia la region en donde
conectan con el intestino, mientras que los tibulos secundarios son los de mayor
tamano.

La unidad funcional de la glandula digestiva es el tubulo digestivo, el cual tiene
apariencia circular o elongada. Internamente presentan un lumen de diferente
diametro de acuerdo con el estado de desarrollo digestivo. Estas glandulas estan
compuestas por un epitelio cilindrico simple con microvellosidades alternadas con
células piramidales. Hacia la superficie apical se pueden observar microvellosidades
y hacia la superficie basal una membrana basal fina. Finalmente, los tubulos
digestivos se encuentran rodeados por tejido conectivo de tipo laxo (Figura 4). La

estructura de la glandula digestiva est4 asociada directamente con el proceso de
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digestion intracelular, la sintesis y secrecion de enzimas digestivas, es decir, es el

organo encargado de completar la digestion de las particulas mas pequefias.
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Figura 4. Microfotografia de glandula digestiva, la cual esta formada por muchos tdbulos, el
fondo ciego gl), microvellosidades sefialados con una flecha y una membrana basal fina (2).
10x. 1600 um* (area de fotografia). Tincién H-E.

b. Goénada

En la almeja P. caroliniana se encontr6 que la génada se encuentra rodeando
directamente al intestino lo que dificulta la diseccion macroscopica.

Esta especie presenta sexos separados, es decir, son dioicos. Sin embargo, al hacer
una revisibn macroscopica es imposible saber que sexo presentan, por lo tanto, es
necesario realizar observaciones microscépicas para identificar el sexo de cada
organismo. El porcentaje de hembras fue del 56 % y el porcentaje de machos fue del

44 %.
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La gbénada se encontr6 compuesta por numerosos acinos o foliculos germinales
rodeados también por tejido conectivo, el cual hace que cada foliculo germinal se
encuentre unido.

La unidad funcional de la génada son los foliculos germinales o acinos en donde se
aprecia a las células germinales en diferentes estados de desarrollo.

La gbnada femenina se caracteriza por presentar oogonios y ovocitos, los cuales, se

encuentran dentro de los foliculos germinales (Figura 5).
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Figura 5. Microfotografia de génada femenina en la cual, se observan los foliculos germinales
sefialados con una cabeza de flecha, los oogonios sefialados en un circulo amarillo, y los
ovocitos sefialados con una flecha. 40x. 400 um2 (4rea de fotografia). Tincién H-E.

La go6nada masculina se caracteriza por presentar espermatogonios y
espermatocitos, dentro de los foliculos germinales, de manera similar a la gbnada

femenina (Figura 6).
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Paralelamente se analizaron otros 6rganos como el manto, la branquia y el pie.
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Figura 6. Microfotografia de gobnada masculina, en la cual, se observan los foliculos germinales
sefialado con una cabeza de flecha, y los espermatocitos sefialados en un circulo amarillo. 40x.
400 um? (area de fotografia). Tincion H-E.

c. Organos adicionales analizados: manto, branquia y pie

El manto es el 6rgano encargado de la secrecion de la concha y del mucus
(mucosidad). Se encuentra en contacto con el medio y estd compuesto
principalmente por tejido conectivo con gran cantidad de hemocitos, recubierto por
tejido epitelial. Los epitelios de este 6rgano tienden a ser cuboidales y cilindricos
simples, aunque la forma de las células pueda cambiar de acuerdo con la regién del

manto que se analice (Figura 7).
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Figura 7. Microfotografia de manto, en la cual, se observa tejido epitelial con células en forma
cuboidal y cilindrica sefialado con una cabeza de flecha, hemocitos sefialados con una flechay
tejido conectivo (TC). 10x. 1600 um2 (area de fotografia). Tincion H-E.

Las branquias son érganos que participan en el intercambio gaseoso y en la
seleccion de particulas alimenticias, se trata de dos pares de laminillas en forma de
placas a cada lado del cuerpo conformadas de diversos filamentos que favorecen la
conduccién del agua. En general los filamentos presentan células mucosas
cuboidales simples con microvellosidades que las revisten y favorecen el movimiento
del agua para el transporte de oxigeno. El centro de cada filamento y por debajo del

epitelio se puede observar tejido conectivo laxo (Figura 8).
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Figura 8 Microfotografia de branquia, en la cual, se observa tejido epitelial de tipo cuboidal
simple (TE), tejido conectivo (TC) formando la base columnar de la lamela branquial y las
microvellosidades sefialadas con flechas. 40x. 400 pm? (area de fotografia). Tinciéon H-E.

El pie es una estructura que en la mayoria de los bivalvos tienen funcién locomotora,
estd formado principalmente por tejido muscular organizado por paquetes de fibras
musculares (FM) longitudinales y transversales diseminadas en una abundante
matriz de tejido conectivo fibrocolagenoso. Los epitelios de recubrimiento son

simples y con posibles presencias glandulares (Figura 9).

28



Figura 9. Microfotografia de pie, en la cual, se observan fibras musculares (FM) longitudinales y
transversales en una matriz de tejido conectivo. 40x. 400|1m2 (area de fotografia). Tincién H-E.

A continuacion, en la tabla 2 se muestra un resumen de los tejidos observados en
cada uno de los 6rganos analizados de la almeja Polymesoda caroliniana, en ella se
puede observar que los tejidos en estos 6érganos estan revestidos por epitelios
cubicos y cilindricos simples, por debajo de los cuales se encuentra una abundante
capa de tejido conectivo principalmente laxo, acompafiado de tejido muscular con

fibras bien definidas para el pie y de tejidos diferenciados en el caso de la gbnada.
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Tabla 2. Listado de los tejidos que componen cada uno de los 6érganos observados y
analizados.

C)rg_]ano Tejidos que lo componen

- Tubulos (globulares o elongados)
- Epitelio simple con células en
forma columnar y piramidal.
Glandula digestiva - Lumen
- Microvellosidades
- Membrana basal fina
- Tejido conectivo laxo

- Acinos o foliculos germinales
- Tejido conectivo

- Espermatogonios

- Espermatocitos

Go6nada masculina

- Acinos o foliculos germinales
- Tejido conectivo

- Oogonios

- Ovocitos

Génada femenina

- Tejido conectivo con hemocitos

Manto - Epitelios simples cuboidales

- Tejido epitelial
Branquia - Tejido conectivo
- Microvellosidades

- Tejido conectivo
Pie - Tejido muscular
- Fibras musculares

Respuestas tisulares en glandula digestiva y génada
a. Glandula digestiva

Se observaron cuatro alteraciones en la glandula digestiva, las cuales fueron:
incremento en células cafés, secreciones eosindfilas, atrofias y granulomas. Las
células cafés se caracterizan porque en tinciones con H-E, toman una coloracion
café parda. Ademas, el tamafio de las células cafés en organismos control fue de
6.92 um y 13.31 ym en organismos experimentales. Por otro lado, las secreciones
eosinofilas se distinguen por presentar una coloracion rosada. En el caso de las
atrofias, estas se observan por presentar una disminucion del nimero y tamafio de

los tejidos que componen un oOrgano. Finalmente, los granulomas se observaron
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como capsulas o vacuolas las cuales se caracterizan por presentar infiltracion

hemocitica (Figura 10y 11).

Figura 10. Microfotografia de glandula digestiva, en la cual, se observa incremento de tamafo
de células cafés (CC), atrofia en tejido conectivo (ATR) y secreciones eosindfilas (SE). 40x.
400pm? (area de fotografia). Tincion H-E.
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Figura 11. Microfotografia de glandula digestiva, en la cual, se observa la presencia de un
granuloma (cabeza de flecha). 40x. 400 um® (area de fotografia). Tincién H-E.

b. Gobénada

En la gbnada se observé una alteracion, la cual consistié en incremento del tamafio
de las inclusiones esféricas, esto sblo se presenté en gonada masculina. Estas
estructuras se caracterizan por presentar en su interior una serie de granulos
proteicos o inclusiones lipidicas, los cuales fueron observados dentro de los foliculos
germinales o &cinos. Ademas, el tamafio de las inclusiones esféricas en organismos

control fue de 5.58 umy 7.76 pum en organismos experimentales (Figura 12).
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a of < %y v
Figura 12. Microfotografia de génada en la cual se observa el incremento de tamafio de las
inclusiones esféricas (IE) dentro de los foliculos germinales. 40x. 400 um2 (area de fotografia).
Tincion H-E.

Asignacién de valores de Fl e IR

Las respuestas tisulares observadas en glandula digestiva y gbnada se categorizaron
con un factor de importancia (FI) de 2. En la tabla 3 se muestra el listado de las

respuestas encontradas en glandula digestiva y de las observadas en gbnada.
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Tabla 3. Listado de lesiones histopatolégicas por érgano inducidas por exposicion subletal
(300 pg/L) a cadmio.

Organo Respuesta tisular Factor de importancia

(FI)
Incremento en tamafio y nimero de 5
) células café
Qlandgla Atrofia en tejido conectivo 2
digestiva . e
Secreciones eosindfilas 2
Granulomas 2
, Incremento en tamafo de inclusiones
Gbnada .. 2
esféricas

Aunque en todos los casos las respuestas tisulares fueron calificadas con un factor
de importancia tipo 2 (moderada importancia), estas respuestas asociadas difirieron
en la intensidad de reaccién, es decir, en la diseminaciéon de la respuesta. Esta
intensidad de reaccion genero valores de ocurrencia minima, moderada y en casos
aislados de severa ocurrencia. Cabe aclarar que algunas respuestas tisulares como
son las células cafés y las inclusiones esféricas forman parte de las respuestas
tisulares del metabolismo o forman parte de la respuesta tisular de las almejas en
condiciones naturales de desarrollo por lo que a estas respuestas se les asigno un
factor de importancia (FI) de tipo 1 (minima importancia).

Aunque el factor de importancia (FI) fue asignado a las células cafés en organismos
no expuestos a cadmio, la intensidad de reaccién (IR) fue diferente en almejas
control en dispositivos con y sin sedimento, sugiriendo que el sedimento tiene
influencia en la induccién de respuestas tisulares. El factor de importancia (FI) y la
intensidad de reacciéon (IR) en organismos no expuestos a cadmio y en las
condiciones con sedimento, resultaron ser de minima importancia y de moderada

ocurrencia respectivamente (FI = 1 e IR = 4), mientras que en los organismos no
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expuestos a cadmio y en la condicion sin sedimento, dichos parametros fueron de
minima importancia y de minima ocurrencia (FI =1 e IR = 2).
Con respecto a las almejas expuestas a cadmio en las condiciones con y sin
sedimento el factor de importancia (FI) fue de tipo 2 moderada (FI = 2). Aunque la
intensidad de reaccion fue diferente de acuerdo al nimero de respuestas tisulares
observadas, esta tuvo valores de 1 a 6 en almejas expuestas sin sedimento, en tanto
gue en los dispositivos con sedimento la IR estimada fue de 2 a 6, dato que sugiere
la influencia del sedimento para la captacion de iones de cadmio en la almeja.
La IR fue diferente en la glandula digestiva y la génada. Los valores de IR para la
glandula digestiva y la gdnada fueron de 1 a 6 en dispositivos sin sedimento en tanto
gue, se obtuvieron valores de IR entre 2 y 6 para la glandula digestiva y entre 5y 6
para la génada. Los valores de IR apuntan mayor sensibilidad de la gonada con
respecto a la glandula digestiva.
indice histopatolégico

a. Glandula digestiva

El indice histopatolégico (lh) obtenido para la glandula digestiva en organismos no
expuestos a cadmio fue de 0.1 no encontrando diferencias significativas entre los
lotes con sedimento y sin sedimento (P= 0.645014, a= 0.05, U= 28, anexo 4). Al
comparar los Ih de los lotes control vs lotes experimentales (lh= 0.1 vs 0.4) se
observaron diferencias significativas (P= 0.0001, a=0.05 t=-5.2827, anexo 5), cabe
aclarar que las diferencias significativas del Ih solo se registré en los organismos
expuestos a cadmio con sedimento. En la tabla 4 se puede observar las respuestas

tisulares analizadas, el factor de importancia y la intensidad de reaccién con los
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cuales, el indice histopatoldgico tuvo valores entre 0.1 y 0.4 evidenciando lesiones

significativas en relacion a los lotes experimentales.

Tabla 4. Matriz histopatoldgica de glandula digestiva de organismos controles vy

experimentales con y sin sedimento con respuestas bioldgicas analizadas e indice
histopatolégico obtenido.
Prgparqu_ones Respuesta Factor de. Intensidad de £
histolégicas o Importancia - Indice (ly)
. bioldgica Reaccion (IR)
analizadas (FI)
Control con . .
sedimento 8 Células cafés 1 1-4 0.1
Control sin 8 Células cafés 1 1-2 0.1
sedimento
Incremento en 2
. células cafés
Experimental Secreciones
con 32 e 2 2-6 0.4
. eosinofilas
sedimento .
Atrofia en >
tubulos
Incremento en 2
células cafés
Experimental Secreciones 2
sin 32 eosindfilas 1-6 0.4
sedimento Atrofia en 2
tubulos
Granuloma 2
Los datos estadisticos de las diversas comparaciones se muestran en la tabla 5.
Tabla 5. Comparacién estadistica de indices histopatoldgicos en glandula digestiva.
e Estadistico . .
Analisis _ Diferencia
(0=0.05)
Control con sedimento vs control sin sedimento U=28, P=0.645014 No
Control con sedimento vs experimental con sedimento =-5.2827, P=0.0001 Si
Control sin sedimento vs experimental sin sedimento U= 39, P=0.061057 No
Experimental con sedimento vs experimental sin t= 0.4376, P= 0.669452 No

sedimento

El indice histopatolégico (Ih) del analisis para glandula digestiva se muestran en la

figura 13, en la cual se observa que el indice histopatologico fue de 0.1 (dafio bajo)
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para organismos no expuestos a cadmio, y de 0.4 (dafio moderado) en organismos

expuestos a cadmio.

Glandula digestiva

T

0.2
0.1

,L\+ +
0

Control con sedimento Control sin sedimento  Experimental con sedimento Experimental sin sedimento

Figura 13. Comparacion de indices histopatolégicos en glandula digestiva. Se observa
aumento de dafio en organismos experimentales.

b. Goénada

El indice histopatoldgico (Ih) obtenido en organismos no expuestos a cadmio, en la
condicién con y sin sedimento, fue de 0.2 y de 0.3, respectivamente, valores que no
presentan diferencias significativas (P= 0.845489, a= 0.05, t= -0.2000, anexo 6). Por
otro lado, el valor del indice histopatoldgico (Ih) en organismos expuestos a cadmio
en la condicibn con y sin sedimento, fue de 0.6, y de 0.3, respectivamente,
encontrando diferencias significativas (P= 0.042413, a=0.05, t=-2.3250, anexo 7). En
el caso de la gonada el valor Ih fue de 0.3 para el control y el experimental sin
sedimento por lo que la diferencia significativa corresponde a la gbénada de
organismos experimentales expuestos a cadmio con sedimento.

Se puede observar que el valor de indice histopatoldégico (Ih) es mayor en aquellos
organismos expuestos a cadmio con sedimento, que en los dispositivos sin

sedimento. La informacion anterior se resume en la tabla 6.
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Tabla 6. Matriz histopatolégica de génada de organismos controles y experimentales con y sin
sedimento con respuestas bioldgicas analizadas e indice histopatolégico obtenido.

Preparaciones Factor de .
) . Respuesta . Intensidad de £
histolégicas o Importancia - Indice (ly)
. bioldgica Reaccion (IR)

analizadas (FI)
Control con Inclusiones
sedimento 8 esféricas 1 4-5 0.2
Control sin 8 Inclyslones 1 4.5 03
sedimento esféricas
Experimental Incremento de
con 32 inclusiones 2 5-6 0.6
sedimento esféricas
Experimental Incremento de
sin 32 inclusiones 2 1-6 0.3
sedimento esféricas

Los datos estadisticos de las diversas comparaciones se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Comparacién estadistica de indices histopatolégicos en génada.

Analisis

Estadistico
(a=0.05)

Diferencia

Control con sedimento vs control sin sedimento
Control con sedimento vs experimental con sedimento
Control sin sedimento vs experimental sin sedimento

Experimental con sedimento vs experimental sin sedimento

t=-0.2000, P= 0.845489
t=-2.3250, P=0.042413
t=-1.9554, P= 0.079039

t= 0.6215, P= 0.548174

No

Si

No

No

El indice histopatolégico (Ih) del andlisis para gonada se muestra en la figura 14, en

la cual se observa que el indice histopatologico fue de 0.3 (dafio bajo) para

organismos no expuestos y expuestos a cadmio (en la condicién sin sedimento) y de

0.6 (dafio moderado) en organismos expuestos a cadmio.
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Indice

0.3
0.2

0.1 +

Gonada
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+

L

Control con sedimento

Control sin sedimento

Experimental con sedimento Experimental sin sedimento

Figura 14. Comparacién de indices histopatoldgicos en génada. Se observa aumento de dafio
en organismos experimentales con sedimento.
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La comparacion entre érganos evidencid que entre el valor obtenido de la glandula
digestiva (Ih = 0.4) y el de la gonada (Ih = 0.45) no hay diferencias significativas
(P=0.573549, a=0.05, U= 366, anexo 8) por lo tanto, presentaron lesiones con el
mismo factor de impacto y con una intensidad de reaccion similar.

Los indices histopatoldgicos (Ih) en organismos expuestos a cadmio tuvieron valores
entre 0.4 y 0.6, de estos valores el 44 % de los organismos se encontraron en el
rango de “dafo bajo” y el 56 % se localizaron en “dafio medio”, no se presentaron

organismos con “dafo severo”. Estos datos se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de organismos expuestos a cadmio asociados a un indice histopatolégico.

Rango de indices No. de Porcentaje
histopatologicos (lh organismos %
0.40 — 0.69 9 56

Valores de referenciatomados de Cuevas et al., 2015

Al comparar el promedio de los indices histopatoldgicos (Ih) de la glandula digestiva
y la génada (0.4 y 0.45, respectivamente) con el rango propuesto por Cuevas et al.,
2015, se pudo observar que ambos indices histopatolégicos se encuentran en el
rango de dafio medio.

Finalmente, al comparar los indices histopatolégicos (lh) de los lotes de organismos
expuestos a cadmio (en las condiciones con y sin sedimento), no se encontraron
diferencias significativas (P= 0.669452, a= 0.05, t= 0.4376, anexo 9).

El uso de los diferentes indices en este trabajo permite evidenciar rangos de lesion
gue pueden indicar un rango de dafio o efectos a nivel tisular, y a pesar que en

algunos casos como en la génada se encontraron valores mas altos en la intensidad



de reaccion la frecuencia y el factor de impacto de las lesiones permiten coincidir con

el indice histopatologico y las observaciones realizadas en este trabajo.
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Discusion

Los parametros morfométricos registrados coincidieron con la morfometria promedio
reportada para organismos adultos por Garcia-Cubas & Reguero, (2007) dentro de
las claves de determinacion taxonomica para la almeja Polymesoda caroliniana.

Los bioensayos permiten el control de variables para elucidar el efecto de los
contaminantes, se han propuesto las almejas como organismos bioindicadores por
sus habitos alimenticios (P4ez-Osuna y Osuna-Martinez, 2011). En este trabajo las
concentraciones subletales permitieron evidenciar las respuestas biologicas
inducidas por el cadmio y paralelamente el efecto del sedimento en los habitos
alimenticios y posiblemente en la incorporacion de téxicos para la almeja (Cruz et al.,
2013).

Los sedimentos riberefios, uno de los principales reservorios de estos elementos,
actian como fuentes secundarias de contaminacion de los cuerpos de agua, por lo
que resulta importante evaluar la concentracion de metales en dichos sedimentos
como una herramienta que permite rastrear el origen de los contaminantes en el
medio y predecir los impactos que pueden producir en los ecosistemas acuéticos
(Herrera et al., 2013). Los sedimentos en el area de influencia de diversas zonas
costeras, estan siendo afectados por la incorporacién de elementos contaminantes,
principalmente de origen antropogénico, es decir a causa de grandes depdésitos de
basura en las zonas costeras y por el aporte de aguas residuales tanto de origen
doméstico como de indole industrial, los cuales, al no ser tratados adecuadamente
aportan contaminantes los cuales se depositan en los sedimentos de los manglares,
los cuales a su vez los vierten por efecto de las mareas al agua, exponiendo a sus

efectos a toda la cadena trofica del ecosistema (Cruz et al., 2013). La distribucion y
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concentracion de diversos metales, esta influenciada por las actividades antropicas
desarrolladas en la zonas costeras, y particularmente en los sectores en donde se
ubican puertos de embarque, revisten un riesgo para las comunidades de
organismos benténicos (Calderon y Valdés, 2012).

El andlisis tisular de las secciones analizadas (160) es representativo para estimar el
indice histopatolégico (Ih) (Cuevas et al., 2015). El Ih se ha utilizado para establecer
nivel de contaminacion, por lo que los diferentes factores calculados derivados del
analisis tisular, en este trabajo, pueden ser utilizados con otros factores para definir
el nivel de impacto de la zona de colecta (Hernandez-Diaz, 2018).

La histopatologia se ha convertido en una herramienta importante en la toxicologia
acuatica, habiéndose implementado en muchos programas de biomonitoreo en todo
el mundo, ya que pueden proporcionar informacién directa sobre el estado de salud
de los organismos (Adams & Sonne, 2013; Bignell et al., 2008; Romero-Ramirez et
al., 2018). El andlisis histopatolégico permiti6 realizar la descripciébn morfoldgica, la
evaluacion de respuestas tisulares y un analisis semicuantitativo de dos 6rganos
(glandula digestiva y la gdnada) generando una informacion importante de la relacion
que guarda la almeja P. caroliniana respecto a su forma de vida (relacién con el
sedimento) y lesiones o respuestas bioldgicas que pueden inducirse por la presencia
de iones metalicos como el cadmio, por lo que estas evidencias pueden
implementarse en los programas de biomonitoreo.

La descripcion tisular de cada uno de los 6rganos observados correspondio a los
descritos por trabajos anteriores para moluscos bivalvos (Guzman-Garcia, 2007;
Jerénimo-Juarez et al.,, 2013; Caceres Martinez y Yeomans Vasquez, 2014). La
descripcion de los 6rganos destino (glandula digestiva y goénada) permiten comparar

43



la estructura previo al impacto de agentes contaminantes como el cadmio. En el caso
de la glandula digestiva, la presencia y el incremento de las células cafés asi como la
atrofia en tejido conectivo fueron respuestas tisulares primarias que facilitaron el
calculo del Ih. En el caso de la gonada, el incremento en tamafio de las inclusiones
esféricas constituye una respuesta primaria, si bien en ambos Organos
posteriormente se evidenciaron lesiones de mayor trascendencia para el bienestar de
los organismos.

Algunas de las respuestas tisulares de tipo primario, se asocian con mecanismos de
defensa como las células cafés y las inclusiones esféricas (Luna-Gonzalez, 2003).
Las lesiones pueden ser reversibles e irreversibles, las respuestas de tipo
irreversibles amenazan la vida de los animales, con lo cual, se ven enfrentados a
diversos desafios en términos de salud (Cifuentes-Lemus et al., 2016). En este
trabajo, las respuestas tisulares que se observaron fueron de tipo reversible por lo
que, si los factores de estrés ambiental desaparecen, estas lesiones pueden no
progresar beneficiando el estado de salud de los organismos.

La glandula digestiva de los bivalvos es el principal érgano de regulacién metabdlica,
mecanismos de defensa inmune y regulacion homeostatica, junto con procesos de
desintoxicacion de compuestos xenobioticos (Moore y Allen, 2002), por lo que se
considera como principal 6rgano blanco en estudios toxicolégicos (Bignell et al.,
2008; Marigbmez et al., 2013). La descripcion tisular de la glandula digestiva se
compone de tejido epitelial y tejido conectivo. El tejido epitelial que se observo en
esta almeja presento células de tipo columnar, estas células son importantes ya que,
estdn encargadas de la absorcion, ademas estas células pueden presentar
microvellosidades o cilios para generar movimiento (Lowe y Anderson, 2015). En
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consecuencia, la perdida de las microvellosidades afecta el bienestar de los
animales. Otro tipo de tejido importante es el conectivo, en la glandula digestiva es
de tipo laxo, también denominado tejido conjuntivo areolar, este tejido se ha
reportado como un tejido que proporciona proteccion, suspension y sostén al tejido
(Welsch, 2014).

La glandula digestiva presenté numerosos tubulos digestivos globulares y elongados,
cada uno de estos tubulos present6 cilios hacia la luz, estos tienen la funcién de
generar movimiento del alimento hacia la region no ciliada. La membrana basal fina
de los tdbulos, es importante ya que, actia como un filtro fisiolégico y su pérdida
implica irregularidades funcionales (Karp, 2009). Los tubulos de la glandula digestiva
forman parte de una de las principales vias de incorporacién de téxicos, por lo que,
se considera que la activacion de células cafés podria ser un mecanismo primario de
defensa en estos érganos (Guzman-Garcia, 2007). La accion de las células cafés,
constituye un importante mecanismo de proteccion ante la presencia de cadmio.
Estas células cafés contienen vesiculas cargadas con la enzima glutation reductasa,
lo cual, ha indicado su origen lisosomal y se ha demostrado que, las de menor
tamafio son mas activas en la acumulacion de metales que las de mayor tamafio.
Las células pequefias contienen vesiculas con lisosomas llamados jovenes y las
células cafés mas grandes presentan vesiculas llamadas viejas, menos activas o
cuerpos residuales (Saravanan y Durairaj, 2013). El incremento en el nimero y
tamafo de las células cafés fue considerado en este trabajo por su importancia en la
fisiologia de estos bivalvos.

Otra respuesta observada fue la presencia de secreciones eosindfilas, este tipo de
secrecion consiste en la segregacion de productos quimicos que tienen afinidad a la
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eosina; estas respuestas se han considerado como medidas de proteccion ante
algun agente estresor (Sanders et al., 1990). La atrofia en la glandula digestiva se ha
reportado como la disminucién o ausencia de las células que conforman el tejido. La
diferencia en el radio de los tubulos de la glandula digestiva y la presencia o
ausencia de epitelios de recubrimiento constituye un dafio en el érgano. Winstead
(1998), reportd atrofia en los tubulos de la glandula digestiva y la perdida de sus
epitelios como indicador de estrés.

La alteracion histopatologica de la glandula digestiva inducida con cadmio en el
tubulo digestivo se muestra como un paso clave en la necrosis celular inicial (Da Ros
et al., 1995). La atrofia, los granulomas y la necrosis celular constituyen alteraciones
con mayor impacto para la salud de los organismos. Los granulomas son lesiones
nodulares inflamatorias, de pequefio tamafio que aparecen cuando el sistema
inmune, aisla elementos nocivos como bacterias, virus, hongos y sustancias toxicas,
formando cépsulas de tejido conectivo con infiltracion de hemocitos (Caceres
Martinez y Yeomans Vasquez, 2014). Tisularmente la presencia de los granulomas
representa una lesién que causa dafio pero que, posiblemente no es determinante en
la sobrevivencia de los organismos del presente estudio ya que, fueron dafios
focales. Diferentes lesiones dependen de la capacidad fisiologica del organismo y del
factor de estrés, de esta manera, se puede generar un dafo local o sistémico, en
cuanto existe este tipo de lesiones a nivel sistémico, la vida del organismo puede
verse comprometida (Takashima y Hibiya, 1995).

Algunas respuestas histolégicas se han reportado que estan inducidas por el estrés
ambiental, entre las cuales se encuentran: la abundancia de células café, las
secreciones eosinofilas, la atrofia en tejido conectivo y los granulomas. Algunas de
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estas lesiones ya fueron reportadas en otros moluscos bivalvos como el ostion
Crassostrea virginica (Guzman-Garcia, 2007).

La gonada es un o6rgano diana que interviene en la produccion de hormonas, el
desarrollo de gametos y el progreso de las generaciones venideras (Blazer, 2002;
Ferndndez-Reiriz, et al., 2007). Esta especie presenta sexos separados, es decir,
son dioicos, sin embargo no hay dimorfismo sexual por lo que la técnica tisular
permite determinar sus estructuras basicas con respecto al sexo de los organismos
(Garcia-Cubas y Reguero, 2007). La gonada femenina esta compuesta por foliculos
germinales o acinos que dan lugar a las células germinales (oogonios), estas células
son de mayor tamafio con respecto a las células germinales masculinas, sin
embargo, los foliculos germinales de la gonada femenina generan una menor
produccion de células. La gonada masculina, de igual manera, presenta foliculos
germinales o acinos que dan lugar a los espermatocitos, estas células comparadas
con los oogonios, son de menor tamafio pero los acinos generan una mayor
produccion de células (Sar et al., 2018).

El andlisis del desarrollo de las gonadas también desempefia un papel esencial en la
evaluacion ambiental y fisiologica de las poblaciones de bivalvos, siendo datos
esenciales para diversos programas de evaluacion ambiental como Mussel Watch
(Hillman, 1993). Sin embargo, las alteraciones histopatolégicas por exposicion a
contaminantes deben describirse cuidadosamente, ya que podria tratarse de una
etapa de reabsorcion natural de este oOrgano, es decir, los gametos han sido
liberados en su totalidad, los foliculos germinales se observan casi vacios y/o en
reabsorcién con restos de tejido conjuntivo (Brenner, et al., 2014; Carballal et al.,
1998; Garmendia et al., 2010; Angel-Pérez et al., 2007).
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En la gonada se evidencio la presencia de inclusiones esféricas. Se presume que
estas inclusiones esféricas, puedan ser granulos proteicos o inclusiones lipidicas,
gue son propias de un bivalvo, las cuales tienen la misma funcién que las células
cafés (Bardales-Azafero, 2011).

El analisis tisular ha utilizado escalas para evidenciar el impacto de las lesiones
sobre la salud de los organismos (Bernet et al., 1999; Costa et al., 2013; Cuevas et
al., 2015). Las respuestas tisulares observadas en los organismos control, fueron de
factor de importancia tipo 1 (minima importancia) y son reversibles, es decir, en
condiciones favorables, los tejidos de los 6rganos regresan a su estado basal. Las
lesiones observadas en ambos 6rganos analizados de organismos experimentales,
fueron de tipo 2. Este tipo de lesidén es de importancia patolégica moderada, es decir,
reversible en la mayoria de los casos, si el factor estresante se neutraliza (Cuevas et
al., 2015).

Para establecer el diagnostico de salud se ha propuesto el calculo del indice
histopatolégico considerando el factor de importancia pero también la intensidad de
reaccion (Costa et al., 2013; Cuevas et al., 2015). Establecer la intensidad de
reaccion requiere criterios claros que no siempre son reportados. Este trabajo
determino el indice de reaccion considerando el area afectada en el analisis tisular
considerando que es apropiada y objetiva la unidad de medida misma que, puede ser
sustituida mediante equipo especializado y programas apropiados que permitan
facilitar esta labor.

Los indices histopatolégicos obtenidos de los dos oOrganos analizados de los
organismos experimentales sugieren que las alteraciones observadas fueron
inducidas por la exposicion a cadmio durante el bioensayo.
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Por otro lado, los valores de referencia de los indices histopatolégicos (I) cercanos a
cero, indican que los 6rganos presentan menor dafio, y los indices histopatologicos
(I) cercanos o iguales a 1 presentan un dafio mayor (Cuevas et al., 2015).

De acuerdo con todos los Ih calculados, los organismos presentaron un dafio medio,
esto se debe de atender con base en los niveles de contaminacion de las zonas
costeras ya que, se consideran uno de los ambientes mas vulnerables al efecto de
los contaminantes (Botello et al., 2010). Ademas, los Ih calculados por organismos a
través del bioensayo evidencié lesiones con un nivel de impacto mas alto que
lesiones observadas en organismos silvestres, lo cual constituye un antecedente que
puede servir de referencia para el monitoreo ambiental (Barrera-Escorcia y Ramirez-
Romero, 2015).

Al promediar los indices histopatologicos de los 6rganos analizados se obtuvieron
valores los cuales se categorizaron en el rango de dafio medio, lo cual sugiere que el
tiempo de exposicion afecta de manera analoga.

Calcular el indice histopatologico permitid la integracion de todas las alteraciones,
esto facilita la interpretacion de la condicion fisiolégica de la almeja P. caroliniana. El
desarrollo de herramientas histopatolégicas cuantitativas es potencialmente expedito
y altamente informativo para el monitoreo de los efectos biolégicos inducidos por el
estrés ambiental, ya que al estandarizar las alteraciones se pueden identificar con
mayor rapidez las respuestas de los organismos de la o las areas de muestreo
(Cuevas et al., 2015).

Los biomarcadores histopatologicos se consideran muy valiosos, ya que pueden
proporcionar informaciéon directa sobre el estado de salud de los organismos (Feist
et al., 2004, Bignell et al., 2008; Adams y Sonne, 2013). Los avances en los enfoques
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semicuantitativos (o incluso totalmente cuantitativos, en algunos casos), han dotado
a la histopatologia de un poder estadistico importante que es critico en el
biomonitoreo (Marigbmez et al., 2013). Los indices histopatol6gicos que integran
diferentes alteraciones histopatoldgicas de un 6rgano diana en un unico valor ya han
sido desarrollados en diferentes especies de peces (Bernet et al., 1999; Van Dyk et
al., 2007) y en menor medida, en invertebrados, como las almejas (Costa et al.,
2013; Cuevas et al., 2015). Sin embargo, los estudios histopatolégicos pueden verse
afectados por varios factores que exigen un conocimiento profundo de las
caracteristicas biolégicas especificas de los organismos centinela, como su forma de
alimentacion, historia de vida, época de reproduccion, estructura poblacional, entre
otros (Bignell et al., 2008; P4ez-Osuna et al., 2011). De hecho, se considera como un
inconveniente importante en las evaluaciones histopatolégicas de los invertebrados,
ya que estan muy lejos de beneficiarse del nivel de conocimiento histolégico como
sus homoélogos vertebrados (Au, 2004).

Uno de los principales inconvenientes de los estudios de biomonitoreo de la
contaminacion ambiental es la presencia de posibles factores de confusion que
pueden conducir a una mala interpretacion de los hallazgos toxicoldgicos in situ
(Garmendia et al., 2010; Costa et al.,, 2013). Sin embargo, al realizar estudios en
dispositivos artificiales se tienen mas ventajas, por ejemplo, se usan en areas donde
un mismo bioindicador no se distribuye, pueden acumular metales en
concentraciones ambientalmente relevantes, la captura y liberacién del contaminante
parece estar menos afectada por la salinidad y temperatura, las concentraciones no

son afectadas por factores propios de los organismos (edad, sexo, entre otros)
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(P4ez-Osuna et al.,, 2011), por lo tanto, al analizar organismos provenientes de

bioensayos de exposicidn a contaminantes, nos proporcionan resultados confiables.
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Conclusiones

Los organismos presentaron parametros morfométricos homogéneos, que
corresponden a organismos en etapa adulta. La composicion de la glandula
digestiva y la génada permitié observar series de tabulos revestidos de epitelio
asi como células especializadas de la gbnada masculina y femenina.

Las respuestas tisulares observadas, con respecto al tiempo de exposicion al
cadmio incluyeron células cafés, inclusiones esféricas, atrofias y granulomas.
El factor de impacto para estas respuestas de importancia moderada fue de
tipo 2, lo cual indica que pueden ser reversibles.

Las respuestas biol6gicas permitieron estimar el indice histopatologico (In)
entre organismos experimentales y testigos. Los 6rganos de los animales
expuestos a cadmio con y sin sedimento, presentaron indices histopatoldgicos
(I) muy similares, sin embargo hubo diferencias significativas en los
organismos con sedimento por lo que, inferimos que el sedimento tiene una
influencia para la captacion de iones de cadmio en los bivalvos.

El calculo del indice histopatolégico (Ih) permitio la integracion de todas las
alteraciones con el fin de facilitar la interpretacion de la condicion fisiol6gica de
la almeja P. caroliniana haciendo evidente que la concentracion de cadmio a
la que los organismos fueron expuestos causa efectos moderados por ser
éstos reversibles.

El andlisis semicuantitativo debe aplicarse a organismos en estudios
histopatoldgicos para estandarizar las respuestas tisulares observadas, lo que

permitira evaluar los efectos bioldgicos inducidos por estrés ambiental.
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Este trabajo permitio evaluar las respuestas celulares y tisulares derivadas de
la exposicion a concentraciones subletales de cadmio, asi como estimar el
indice histopatolégico en la almeja P. caroliniana por lo que constituye el
primer reporte de la aplicacion de un protocolo para estimar el efecto de la

contaminacion.
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Anexos

Anexo 1. Aclimatacién y montaje de bioensayo.

Se colectaron de manera manual y aleatoria, 30 almejas P. caroliniana en el estero
Larios del municipio de Tecolutla, Veracruz. A cada individuo se le tomaron
parametros morfométricos como, longitud, ancho, alto y peso total. Se trasladaron al
laboratorio en hieleras de + 4°C de temperatura, para el analisis posterior. Las
almejas recolectadas se colocaron en peceras de 40 L con agua salobre (2 %o), en
dos lotes de 15 individuos cada una, procurando que el espacio entre uno y otro
fuera el adecuado (= 5 cm). Se mantuvieron durante 40 dias con aireacién y alimento
constante (cultivo de microalga Chlorella sp. a una concentracion de 909,935
cel/mL). Diariamente se registraron parametros fisicoquimicos del agua (temperatura
tomada con termémetro de vidrio de mercurio de 10-100°C, pH tomado con tiras
reactivas marca CIVEQ®, salinidad tomada con refractometro marca ATAGO®
modelo S-28) y la mortalidad de individuos.

Para llevar a cabo el bioensayo, se colocaron 12 dispositivos con una capacidad de 4
L cada uno con 24 almejas (2 almejas por dispositivo), de los cuales, 4 dispositivos (2
con sedimento y 2 sin sedimento) fueron para organismos control, el resto de los
dispositivos (4 con sedimento y 4 sin sedimento) fueron para organismos
experimentales, exponiéndolos a una concentracion nominal de 300 pug/L de cadmio
durante 96 horas (4 dias) con aireacién constante, con una salinidad de 2°/-, a una

temperatura de 23° C £1 y un pH de 7 (Figura 15).

62



Dispositivo 1, Dispositivo 2, Dispositivo 3, Dispositivo 4, Dispositivo 5, Dispositivo 6,

con almeja 1y 2 con almeja 3y 4 con almeja5y 6 con almeja 7_}’ 8 con alr;z)eja 9y con almeja 11y
Sin exposicion a Sin exposicion a Con exposicion a Con i’::;'m - Con exposicion a con ex12 -
cadmio cadmio cadmio cadni posi

cadmio

Dispositivos con sedimento

Dispositivo 7, Dispositivo 8, Dispositivo 9, Dispositivo 10, Dispositivo 11, Dispositivo 12,
con almeja 13y con almeja 15y con almeja 17y con almeja 19y con almeja 21y con almeja 23 y
14 16 18 2 24
Sin exposicion a Sin exposicion a Con exposicion a Con exposicion a Con exposicion a Con exposicion a
cadmio cadmio cadmio cadmio cadmio cadmio

Dispositivos sin sedimento

N= 24 Almejas Concentracion/contaminante: 300 pug/L de CdCl,.

Tiempo de exposicion=96 h.
Figura 15. Representacién de montaje de bioensayo de exposicién a cadmio con almeja P.
caroliniana.
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Anexo 2. Técnica histologica estandarizada para el procesamiento de tejidos de
la almeja P. caroliniana (Jer6nimo-Juarez, Guzméan-Garcia y Guerrero-Legarreta,
2013).

En el laboratorio de Ecotoxicologia de la UAM-I se cuenta con equipo para el
procesamiento de tejidos, este equipo se utiliza para procesamiento de muestras de
moluscos de la siguiente manera: los individuos recolectados y sobrevivientes fueron
disecados en tres regiones: anterior, media y posterior. Se fijaron con formol
amortiguado al 10 % por dos semanas y se procesaron en un Histoquinet
(procesador de tejidos) marca Leica® modelo TP1020 por un periodo de 18 h. Se
realizaron inclusiones en parafina mediante cassettes marca SIMPORT® modelo
Histossete |, con parafina PARAPLAST® de Leica Microsistems, con un centro de
inclusion marca LEICA® modelo EG1140-H dejando solidificar en una placa
enfriadora marca LEICA® modelo EG1140-C.

Se cortaron 18 blogues mediante un micrétomo rotatorio marca MICROM® modelo
HM3156. Cada region fue cortada a 5 um. Los cortes obtenidos se tifieron mediante
la tincion de hematoxilina-eosina con tiempos estandarizados para este organismo.
Cada preparacion histolégica se cubrié utilizando un medio de montaje a base de
xilol y resina sintética de montaje marca GOLDEN BELL® al 50 %. Este tejido de
almeja P. caroliniana se encuentra actualmente embebido en parafina, y se

obtuvieron alrededor de 80 laminillas.
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Anexo 3. Promedio de los parametros morfométricos.

Las almejas presentaron en promedio un largo de 53 mm, ancho de 47 mm, altura de
30 mm y un peso completo de 50 gr (tabla 9).

Tabla 9. Promedio de pardmetros morfométricos de los organismos analizados.

Parametro Promedio D.E.
Largo (mm) 52.8 4.5
Ancho (mm) 47 3.6
Altura (mm) 30 3.5

Peso (gr) 50 11.7

D.E.=Desviacion Estandar
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Anexo 4. Estadistica aplicada para glandula digestiva organismos no
expuestos a cadmio.

Omnibus Normality of Residuals 7.0476 0.029487 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.2727 0.611013 Accept

Mann-Whitney U or Wilcoxon Rank-Sum Test for Difference in Medians

Mann W Mean Std Dev
Variable Whitney U Sum Ranks of W of W
trat=1 21 49 52.5 6.511824
trat=2 56 52.5 6.511824
Number Sets of Ties =2, Multiplicity Factor = 840

Exact Probability Approximation Without Correction Approximation With Correction

Alternative  Prob Reject HO Prob Reject HO Prob Reject HO
Hypothesis Level at .050 Z-Value Level at .050 Z-Value Leve at .050
Diff<>0 -0.5375 0.590933 No -0.4607 @' No
Diff<0 -0.5375 0.295467 No -0.4607 0.322507 No
Diff>0 -0.5375 0.704533 No -0.6143 0.730481 No
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Anexo 5. Estadistica para glandula digestiva de organismos no expuestos a
cadmio vs organismos expuestos a cadmio.

Omnibus Normality of Residuals 1.4660 0.480454 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 3.9474 0.070262 Accept

Equal-Variance T-Test Section

Alternative Prob Reject HO Power Power
Hypothesis T-Value Leve at .050 (Alpha=.050) (Alpha=.010)
Difference <>0  (5.2827 ) 0.000192 Yes 0.997918 0.973559
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Anexo 6. Estadistica aplicada para gonada en organismos no expuestos a
cadmio.

Omnibus Normality of Residuals 3.8056 0.149153 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.0400 0.845489 Accept

Equal-Variance T-Test Section

Alternative Prob Reject HO Power Power
Hypothesis T-Value Leve at .050 (Alpha=.050) (Alpha=.010)
Difference <> 0 -0.2000 0.845489 No 0.053786 0.011086
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Anexo 7. Estadistica para gonada de organismos no expuestos a cadmio vs
organismos expuestos a cadmio.

Omnibus Normality of Residuals 3.8056 0.149153 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 0.0400 0.845489 Accept

Equal-Variance T-Test Section

Alternative Prob Reject HO Power Power
Hypothesis T-Value Level at .050 (Alpha=.050) (Alpha=.010)
Difference <> 0 (2.3250 0.042413 Yes 0.555500 0.266569
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Anexo 8. Estadistica para indices obtenidos de glandula digestiva y gbnada.

Omnibus Normality of Residuals 6.0720 0.048026 Reject
Modified-Levene Equal-Variance Test 3.1822 0.080512 Accept

Mann-Whitney U or Wilcoxon Rank-Sum Test for Difference in Medians

Mann w Mean Std Dev
Variable Whitney U  Sum Ranks of W of W
org=1 06 712 742 52.41343
org=2 366 666 636 52.41343

Number Sets of Ties =7, Multiplicity Factor = 10458

Exact Probability =~ Approximation Without Correction Approximation With Correction

Alternative  Prob  Reject HO Prob Reject HO Prob  Reject HO
Hypothesis Level at.050 Z-Value Level at .050 Z-Value Leve at .050
Diff<>0 05724 0.567070  No 0.5628@.573549) No
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Anexo 9. Comparacién de indices de organismos expuestos a cadmio.

Omnibus Normality of Residuals 0.0704 0.965403 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 1.5957 0.230500 Accept

Equal-Variance T-Test Section

Alternative Prob Reject HO Power Power
Hypothesis T-Value Level at .050 (Alpha=.050) (Alpha=.010)
Difference <>0  (0.4376 0.66945 No 0.068869 0.015665
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