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Cambios tisulares en el ostion Crassestrea virginica por exposicion y depuracion al cadmio

Tissue changes of the oyster Crassostrea virginica due to cadmium exposition and depuration
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RESUMEN
Los niveles de cadmio se han incrementado en el Golfo de México, esto representa un riesgo potencial para la
sobrevivencia del ostion Crassostrea virginicay sus consumidores, por lo que es importante evaluar los efectos del
cadmio a través de los cambios histopatolégicos derivados de la exposicion a este metal y durante su depuracion.
Se analizaron ostiones expuestos a 100 pg/l de cadmio por 72 h y depurados por 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192,
216 y 230 h. Las muestras de ostion fueron incluidas en parafina, cortadas en microtomo y tefiidas con la técnica
de Hematoxilina-Eosina. El andlisis histopatolégico del eséfago, intestino, glandula digestiva, branquia y manto
mostro lesiones inflamatorias y la activacion celular que incluye, células cafés y hemocitos como un mecanismo
de desintoxicacion. Los tejidos conjuntivos cercanos a esdfago, intestino y gldndula digestiva presentaron mas
células cafés y hemocitos que la branquia y el manto. Los cambios histopatolégicos no fueron reversibles en 230
h, a pesar de que hay recuperacion de los epitelios de la glandula digestiva. Este trabajo recomienda la evaluacion
histopatoldgica en la glandula digestiva para determinar el estado fisioldgico del ostion y tomar medidas preventivas
en la comercializacion y cultivo de sus poblaciones naturales.
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ABSTRACT
Cadmium levels had increased in the Gulf of Mexico, this represents a potential risk for the survival of oyster
Crassostrea virginica and for those who eat them, so it is important to evaluate the effects of cadmium trough
histopathological changes derived from the exposition to this metal and during its depuration. Qysters exposed to
100 pg/l of cadmium for 72 h and depurated by 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, and 230 h were analyzed. Samples
of oysters were included in paraffin, cutted in a microtome and stained following the Hematoxilin-Eosin technique.
Histopathological analysis of oesophagus, intestine, digestive diverticulum, gills and mantle, showed inflammatory
lesions and cell activation, including brown cells and haemocytes as a detoxification mechanism. The conjunctive
tissue next to oesophagus, intestine and digestive diverticulum presented more brown cells and haemocytes than
gills and mantle. Histopathological damage was not reversible in 230 h, although there was a recovery in epitheliums
of digestive diverticulum. This work recommends the histopathological evaluation of digestive diverticulum to
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determine the physiological state of oysters and to take preventive measures in the commercialization and culture

of their natural populations.

Key works: Oyster, Crassostrea virginica, cadmium, histopathological.

INTRODUCCION

El uso industrial de los metales ha provocado que la
movilizacién antropogénica, en algunos casos, sea mayor que
la natural, siendo el aporte antropogénico el que mas dafio
ecologico causa (Gutiérrez-Galindo et al., 1991). Los estudios
de la contaminacion por metales pesados en el medio ambiente
marino tienen el propésito de proteger los ecosistemas marinos
costeros, en general, y la salud humana, en particular. Con este
fin, se ha propuesto el empleo de organismos centinelas como
organismos bioldgicos indicadores de la contaminacién por
metales pesados en el medio marino.

Los moluscos bivalvos, tales como las ostras, juegan un
papel ecolégico importante en los sistemas acuaticos. La filtra-
cion e ingestion que realiza de materia particulada suspendida
(algas y sedimentos) de la columna de agua remueve conta-
minantes asociados con la materia suspendida. Las ostras son
organismos sésiles incapaces de evadir condiciones desfavo-
rables, se alimentan por filtracion y se conoce que bioacumulan
contaminantes como el cadmio (Cd), permitiendo el disefio de
experimentos para estimar la cinética de bioacumulacion y
transplante en el laboratorio (Cruz-Rodriguez & Fu-Lin, 2002
Frias-Espericueta et al., 1999).

La bioacumulacién de metales en bivalvos depende de
las propiedades fisico-quimicas de los elementos en cuestion,
asi como de las necesidades metabgélicas de los organismos y
la disponibilidad de éstos en la columna de agua y/o alimentos
(Frias-Espericueta et al., 1999).

El Cd es un elemento estable que no se degrada en el ambien-
te, es considerado como uno de los mas toxicos para un gran
namero de organismos marinos, siendo acumulado por los hivalvos
en proporciones que en algunos casos, pueden constituir un serio
peligro si son destinados a la alimentacion humana (Gutiérrez-
Galindo et al,, 1991; Establier et al, 1978; Fisher et al, 2000).

En México la legislacion establece 0.1 mg/l de Cd como
Limite Maximo Permitido (LMP) en las descargas de aguas
residuales en aguas y bienes nacionales (Diario Oficial de la
Federacion, 1997). Sin embargo, Villanueva & Botello (1998) han
reportado concentraciones de Cd mayores al LMP en varias
lagunas del Golfo de México, asi como concentraciones en el
ostion Crassostrea virginica (Gmelin, 1791) que superan los 2
ug/gps, recomendados para consumo humano.

El ostion Crassostrea virginica corresponde a una de
las especies estuarinas explotadas con mayor intensidad en
las costas mexicanas del Golfo de México, habita en aguas
salobres, lagunas y esteros, tiene una amplia distribucion y es
una especie comercialmente valiosa (Rogers & Garcia-Cubas,
1981; Frias-Espericueta et al., 1999). En el siglo pasado ocurrio
la mayor declinacion de poblaciones naturales por una variedad
de causas incluyendo la sobreexplotacion, el dafio del habitat, la
degradacion de la calidad de agua y el incremento en la suscep-
tibilidad a enfermedades (Matthew et al., 2002).

Engel (1999), sugiere que el ostion C. virginica utiliza dife-
rentes estrategias metabdlicas en la captacion o acumulacion
de metales. Diversos estudios sefialan la bioconcentracion de
Cd en estudios de laboratorio (Zaroogian & Morris, 1981); sin
embargo, la cuantificacion de los contaminantes subestima el
estado fisiolégico de los organismos, por lo que el objetivo de
este trabajo fue analizar los cambios histopatoldgicos durante
la fase de desintoxicacion en el ostion Crassostrea virginica
expuesto a concentraciones subletales de Cd.

MATERIALES Y METODOS

Se procesaron 66 muestras del ostion Crassostrea virgini-
ca, procedentes de un bioensayo con exposicion subletal a 100
ug/l de Cd y sus respectivos testigos. El bioensayo se realizé en
dispositivos experimentales de 40 I. La fase de intoxicacion tuvo
una duracion de 72 h y la fase de desintoxicacion fue de 240 h
con muestreos de 3 organismos a las 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192, 216 y 230 h. Los ostiones fueron fijados con formol al 10 %,
posteriormente se deshidrataron, aclararon e infiltraron en un
procesador de tejidos automatico modelo LEICA TP 1020. La
inclusion del tejido se realizé en parafina con puntos de fusion
de 49 - 51°y de 58 - 60 °C utilizando el centro de inclusion modelo
LEICA EG 1140 H y LEICA EG 1140 C para la obtencion de los
bloques. Posteriormente se hicieron 3 cortes seriados de 5-7 ym
de grosor con un micrétomo modelo HM 315. Los cortes fueron
tefiidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E) y revisados
en microscopio Optico. Se trabajo el eséfago, el intestino, la
glandula digestiva, las branquias y el manto. Para evaluar la fase
de desintoxicacion se utilizd como paradmetro de clasificacion
el niimero de las células cafés (llamadas asi, porque contienen
vesiculas con tincion café en el citoplasma; Zaroogian & Yevich,
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1994) y hemocitos presentes en los tejidos. Se determing el
nimero de células cafés realizando un conteo en 6 campos a
100X, por corte y en sus réplicas (3). Un total de 18 campos fueron
revisados para cada tejido y se obtuvo en ellos el promedio de
células cafés.

La densidad de hemocitos se utilizd para la evaluacion
cualitativa, ésta fue clasificada en 4 categorias:

1 = hemocitos en tejido conjuntivo periférico al érgano.
2 = hemocitos con infiltracion baja en el 6rgano.
3 = hemocitos con infiltracion moderada en el 6rgano.

4 = hemocitos con infiltracion elevada, no se distinguen
limites entre tejidos.

Se graficaron el nimero de células cafés y la categoria de
hemocitos presentes en el tejido conjuntivo adyacente a esdfago,
intestino, glandula digestiva, branquia y manto desde la intoxica-
cion (72 h) hasta el final del periodo de desintoxicacion (230 h).

RESULTADOS

El analisis histopatologico de ejemplares de Crassostrea
virginica expuestos a Cd, evidenci6 respuestas inflamatorias,
degeneracion de cilios en el intestino, dafio en los epitelios de
los thbulos de la glandula digestiva, basofilia e hialinizacion. En
el esofago de los ostiones se observa tincion basofila en el epi-
telio de los palpos e incluso algunas secreciones posiblemente
mucosas (Fig.1A). En esta misma estructura, el tejido conjuntivo
presentd pigmentos cafés llamados en estos organismos células
cafés durante la fase de depuracion (Fig.1a). En el intestino de los
organismos intoxicados se observ la degeneracion de los cilios
en la parte luminar del epitelio que lo recubre (Fig.1B). Los orga-
nismos de la fase de depuracion presentaron edemas, ruptura
del epitelio y presencia de células cafés en el tejido conjuntivo
que rodea el intestino (Fig.1h).

Los epitelios que revisten |a luz de los tibulos de la glandula
digestiva practicamente desaparecieron y sufrieron deforma-
cion (Fig.1C). Sin embargo, al final del periodo de depuracion se
observd la recuperacion de la apariencia ciliada (Fig. 1c).

Las laminillas branquiales presentaron en la porcion apical
tincion basofila (Fig.2A) muy probablemente por la presencia de
hemocitos como una reaccion de defensa ante la presencia de
Cd (Fig.2a). En el manto la respuesta fue similar, el lobulo senso-
rial externo presento tincion basdfila, en tanto que en la fase de
depuracion el manto mostrd aspecto hialino (Fig. 2B, b).

Algunas respuestas celulares inducidas se manifestaron
a través de la presencia de células cafés y hemocitos (Fig. 3Ay
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3B respectivamente). En el tejido conjuntivo de los organismos
expuestos a Cd, se observaron las células cafés, en tonalidades
de marrdn a café claro con la tincion H-E (Fig. 3 A, a). Células
cafés con diferente tamafio (1 a 5 pm) se observaron también en
los canales de hemolinfa. Las células cafés de mayor tamafio
presentaron forma de vesicula y tuvieron apariencia granular en
el interior. Estas se cuantificaron en el eséfago, intestino, tibulos
de la glandula digestiva y el manto (Fig. 4).

En el tejido conjuntivo, entre el intestino y los tibulos de
la glandula digestiva, se observaron hasta 35% mas células
cafés que en el eséfago y el manto. El mayor nimero de células
cafés se registraron a las 96 h de depuracion en el intestino (Fig.
4B), en tanto que la mayor incidencia de estas células en los
tibulos de la glandula digestiva se presento a las 144 h (Fig. 4C).
Posteriormente a estos plazos prevalecié una tendencia hacia la
disminucion del namero de células cafés. En las Gltimas horas de
la fase de desintoxicacion el nimero de células cafés fue similar
en los organismos testigo, sin embargo la apariencia granulada
de las vesiculas cafés en organismos intoxicados, sugiere la
captacion de material, es decir, de Cd.

Los ostiones presentaron una respuesta hemocitica, como
se muestra en la Fig. 3 (B,b) paralela al incremento en el nimero
de células cafés, como respuesta a la inflamacion aguda. Los
hemocitos, posiblemente granulocitos por su actividad protec-
tora, se presentaron en esofago, intestino, glandula digestiva,
branquia y manto. La densidad de hemocitos fue mayor en el teji-
do cercano al intestino y las branquias con respecto al eséfago,
tlbulos de la glandula digestiva y el manto. Este mecanismo de
defensa fue evidente desde las 24 horas de la fase de desintoxi-
cacion y disminuy6 su densidad a las 230 h (Fig. 5).

DISCUSION

Las alteraciones en la anatomia y en la funcion de los
organismos analizados se relacionaron con diferentes reac-
ciones histopatolégicas, entre las que destaca la inflamacién.
La inflamacion es una reaccion de los tejidos a diferentes
formas de lesion y entrafia respuestas vasculares, neurologi-
cas, humorales y celulares en el foco que sufre dafio (Rubin &
Farber, 1990).

La célula expuesta a una agresion subletal persistente tiene
un repertorio limitado de respuestas (como son la produccion de
células cafés y los hemocitos en el caso del ostion), cuya expre-
sion se interpreta como evidencia de lesion celular. Zaroogian &
Yevich (1994) han sefialado que la actividad de las células cafés
de C. virginica se relaciona con el proceso de incorporacion,
acumulacion, desintoxicacion y degradacion de material extrafio
de la hemolinfa y que aparecen conjuntamente con amebocitos,
los cuales fagocitan particulas y envuelven solutos, mientras
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Figura 1. Tejidos del ostion Crassostrea virginica durante la exposicion a cadmio (izquierda) y durante la fase de desintoxicacion (derecha). En el
esofago (A, a) se observa tincion basofila (—) en los epitelios; en el intestino (B, b) se observa un aspecto degenerativo del epitelio que lo recubre
(—); en la glandula digestiva (C, c) se advierte edema (—); dentro del tejido conjuntivo se observan algunas células cafés (CC). Tincion H-E.

que las células cafés embeben solutos eficientemente como un
mecanismo de defensa.

Los resultados de este trabajo sefialan que se presentd un
incremento de células cafés y hemocitos en los ostiones intoxi-
cados con respecto a los testigos. Esto evidencia que, tanto las

células cafés como los hemocitos participan en la desintoxica-
cion de Cd en los tejidos de C. virginica.

El intestino y los tibulos de la glandula digestiva forman
parte de una de las principales vias de incorporacion de toxicos,
por lo que, se considera que la activacion de células cafés podria

Hidrobioldgica
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ser un mecanismo primario de defensa en estos organos. En la
region del manto y en la branquia se observaron pocas células
cafés, posiblemente por ser un 6rgano externo mas relacionado
con el agua circundante se favorece la eliminacion de estas
células.

En los organismos desintoxicados, la reparacion se asumi6
como un proceso en donde las células destruidas fueron substi-
tuidas por nuevas células. Si el estrés desaparece a tiempo o, si
la célula es capaz de soportar la agresion en |a lesion celular, se
restablece la integridad estructural y funcional completa (Rubin
& Farber, 1990). La accion de las células cafés constituye un
mecanismo importante de proteccion ante la presencia del Cd.
Zaroogian y Yevich (1994) han demostrado que, en las llamadas
células cafés existen algunas mas pequefias que son mas acti-
vas en la acumulacion de metal que las células cafés grandes,
las células pequefias contienen vesiculas con lisosomas llama-
dos “jovenes” y las células cafés mas grandes presentan forma
de vesiculas con grandes lisosomas “viejos”, menos activos 6
cuerpos residuales.

£

La activacion de los hemocitos fue mas notoria en los
tibulos de la glandula digestiva, asi como en el intestino. Estos
actlan como un mecanismo de defensa en los 6rganos internos
analogo al de las células cafés. Otros autores han reportado un
incremento en la densidad de hemocitos en el ostion C. virginica
por exposicion a Cd, estos hemocitos pueden captar iones de
Cd de la hemolinfa que rodea los tejidos y transportarlo al lecho
epitelial para ser eliminado del organismo (Fisher et al., 2000).

La presencia de hemocitos fue una respuesta claramente
activada evidente en el esofago, la branquia, el manto y la glan-
dula digestiva. Existen reportes que sefialan el bloqueo de los
canales de calcio por la acumulacion de Cd en la branquia de
C. virginica (Roesijadi & Unger 1993), esto implicaria que existe
un limite fisiolégico de captacion de iones, que puede generar
lesion y respuesta humoral. Posiblemente por ello la branquia
permanecio con una densidad de hemocitos constante a lo
largo de las observaciones. Otros autores han demostrado que
la concentracion de los metales traza en C. virginica puede ser

Figura 2. Tejido branquial y del manto del ostion Crassostrea virginica expuestos a cadmio (izquierda) y desintoxicados (derecha). En A, a) la branquia
muestra (—) basofilia en el epitelio de la regién apical; B, b) aspecto de los I6bulos sensitivos del manto en b) el aspecto es mas hialino (—). Tincién
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Figura 3. Glandula digestiva en el ostion Crassostrea virginica expuestos a cadmio (izquierda) y desintoxicados (derecha). En A, a) diferentes tipos
celulares y células cafés en el canal de hemolinfa (—); B, b) hemocitos en el tejido conjuntivo, aparente migracion e incremento (—).Tincién H-E.

grande, pero la toxicidad llega a ser neutralizada por el contenido
de metales en granulocitos (Okazaki & Panietz, 1981; Zaroogian
& Morris, 1981).

Se considerd que existen diferencias histopatoldgicas
importantes entre los tejidos internos (el intestino y la glandula
digestiva) y externos (el esdfago, las branquias y el manto) de
estos moluscos. Es posible que en los tejidos internos los iones
de Cd se unan estrechamente a los grupos sulfhidrilo en lami-
nas del mucus, en tanto que los tejidos externos se encuentran
con el agua marina por lo que la depuracidn pasiva puede verse
favorecida. La respuesta en los tejidos internos sugiere que su
principal funcion es el almacén y, posteriormente la eliminacion
de metales traza a través de las células cafés, los hemocitos
y el mucus. Es necesario ampliar este tipo de estudios con la
evaluacion de inmunomarcadores: actividad fagocitica, pro-
duccion de especies oxigeno-reactivas (radicales libres) que
provocan dafio celular, densidad de hemocitos y la relacion del
namero y estahilidad lisosomal de las células cafés (Matthew
et al,, 2002) de manera que se establezcan parametros (tiles

en la evaluacion de la inmunocompetencia celular-mediada en
ostiones.

El estado histopatologico de los tibulos de la glandula
digestiva y del intestino resultante de la exposicion a Cd se aso-
cio, de manera mas clara, con los mecanismos de desintoxica-
cion en el ostion Crassostrea virginica por lo que la evaluacion
en la glandula digestiva es recomendable en los estudios de la
fisiologia y monitoreo ambiental. La activacion de mecanismos
de desintoxicacion a través de los macréfagos llamados células
cafés y las células de la hemolinfa, disminuy6 paulatinamente
con el tiempo de depuracion. Las células cafés se mantuvieron
presentes hasta el final del periodo de depuracion en forma de
vesiculas granuladas, constatando la unién del metal. Diferentes
mecanismos de desintoxicacién contribuyeron a la reparacion
de los tejidos epiteliales de los tibulos de la glandula digestiva,
sin embargo los cambios histopatolégicos no fueron reversibles
completamente en 230 h de depuracidn, por lo que se sugiere en
futuros estudios prolongar este tiempo para la evaluacion de la
recuperacion de dafios.

Hidrobioldgica
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El uso de la herramienta histopatolégica permitio realizar
el diagnéstico de dafios y evidencié cambios importantes que
facilitan la seleccion de inmunomarcadores en tejidos especi-
ficos, asi como, plazos de experimentacion adecuados para la
interpretacion de las respuestas biologicas. La evaluacion de
estas respuestas es necesaria para la evaluacion del impacto
de enfermedades en las pesquerias y puede ser usado como
medida preventiva de riesgo de la salud pablica por ingestion de
bivalvos contaminados.
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