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RESUMEN

La ecotoxicologia estudia el efecto de los contaminantes en organismos bioindicadores, como los
peces. El estudio de la sangre en peces, ha sido utilizado para readlizar la evaluacidén de sus
condiciones fisioldgicas y/o salud. En estudios de monitoreo ambiental las respuestas bioldgicas de los
organismos son utilizadas como biomarcadores del estrés ambiental. El objetivo de este trabajo fue,
identificar los grupos celulares del tejido sanguineo de peces colectados en 3 sitios de monitoreo
ambiental (Celestun Yuc, Guasimas, Son. y Tecolutla, Ver.) con el fin de generar informacién de su
estado de salud en relacién a la calidad del ambiente donde se desarrollan. Frotis sanguineos fueron
tefidos con Giemsa, para analizar la morfologia y el niUmero de las células. Los tipos celulares y
cambios morfolégicos fueron fotodocumentados. Se identificaron eritrocitos como el grupo
predominante, posteriormente el grupo de polimorfonucleares y monomorfonucleares. La morfologia
y nUmero de las células sanguineas fue diferente dependiendo del lugar de colecta. La prevalencia
de los cambios morfolégicos de las células, indicd que la salud de los peces de Celestin estd en
mayor riesgo con respecto a los peces colectados en Guasimas, Son. y Tecolutla, Ver.

Los resultados de este trabajo son evidencias del impacto ecoldgico asociado con la zona de
colecta de los peces. A pesar de que existen algunos estudios comparativos de los aspectos
hematoldgicos en peces, aun existe desconocimiento en dreas bdsicas de la biologia de estos
organismos.

Palabras clave: Ecotoxicologia, biomonitoreo, peces, sangre, Giemsa.
ABSTRACT

Ecotoxicology studies the effect of pollutants in bioindicator organisms such as fish. The study of blood
has been used to make the assessment of physiological and health condition of fish. In environmental
monitoring studies, the biological responses of organisms are used as environmental stress biomarkers.

The aim of this work was to idenftify cellular groups of blood fissue in fish that were collected at 3
environmental monitoring zones (Celestun Yuc., Guasimas Son., y Tecolutla Ver.), in order to give
information about the status of health and quality in relatfion to their environment. Blood smears were
stained with Giemsa to analyze their morphology and the number of cells in them. Cellular types and
morphological changes were photo-documented. Erythrocytes were identified as the predominant
group, followed by the polymorphonuclear and the monomorphonuclear groups. The morphology
and number of blood cells indicate that health of fish collected in Celestin is in major risk in regard to
the fish collected in Guasimas, Son. and Tecolutla, Ver.

The results of this work are evidence of the ecological impact associated with the fish collecting zone.
Although there are some comparative studies about the hematological aspect in fishes, there is sfill a
lack of knowledge in basic areas of the biology of these organisms.

Key words: Ecotoxicology, biomonitoring, fishes, blood, Giemsa.
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INTRODUCCION
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Los cambios morfoldgicos, incremento o decrementos de las células sanguineas, asi como la
presencia de pardsitos y micronucleos representan un pardmetro biomarcador para el diagnostico de
salud de los peces en lugares contaminados?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios morfoldégicos, incrementos o decrementos de las células sanguineas asi como la
presencia de pardsitos y micronicleos como pardmetro biomarcador o evidencia para establecer el
diagnostico de salud de los peces.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar y tenir frotis de sangre de peces colectados en Celestun, Yuc., Guasimas, Son y Tecolutla,
Ver. con la técnica de Giemsa.

Revisar al microscopio optico los frotis elaborados para el reconocimiento y conteo de células.
Observar los cambios morfolégicos y su prevalencia en las muestras de sangre.

Asociar un valor de evidencia a los cambios observados.

HIPOTESIS

Los peces que son expuestos al efecto tdxico en un ecosistema acudtico presentan respuestas
sanguineas o biomarcadores que evidencian el estrés ambiental y su estado de salud, por lo tanto el
pez bagre (Ariopsis felis), expuesto a efecto tdxico presentard cambios nucleares y citoplasmdticos
en células sanguineas asi como incremento de monomorfonucleares, dato que indica influencia del
ambiente produciendo lesiones a la salud, por la contaminacidén o degradacién de los ecosistemas
donde habitan.

El cambio climdtico que experimenta nuestro planeta se le suma al originado por las actividades
humanas y afectan los ecosistemas costeros. El cambio climdtico se ha evidenciado en el aumento
de promedio de las temperaturas del aire y del océano, la fusion de hielos y el aumento del nivel del
mar. El planeta tierra ha aumentado de temperatura 0.13 °C por década, los incrementos entre 1y 2
°C en la temperatura media global pueden ocasionar impactos en la mayoria de los ecosistemas y
las especies en su capacidad de adaptacion (Piccolo et al., 2013).

Los animales o sus secciones son utilizados para indicar la condicidn del ambiente estudiado ya sea
en términos cudlitativos (bioindicaciéon) o cuantitativos (biomonitoreo). Este proceso proporciona
informacién sobre la carga ambiental en una regidén en un momento determinado o de sus cambios
a lo largo del tiempo. La biocindicacién cldsica a menudo se refiere a la observacion y a la medicién
de los efectos de tdxicos quimicos sobre organismos bioindicadores. La bioindicacidon como el
biomonitoreo proporciona informacién sobre el alcance de la contaminacién o de la degradacion
en los ecosistemas. La informacion especifica y detallada de los ecosistemas es esencial para el
andlisis de la bioindicacion, ademds de las cldsicas investigaciones floristicas o faunisticas que
registran reacciones de exposicidén a los contaminantes se han desarrollado nuevos instrumentos de
bioindicacién entre los que se destacan los biomarcadores (Markert et al., 2013).
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Un biomarcador es un pardmetro bioldgico medible a nivel organismo o suborganismico (genético,
enzimdtico, fisioldgico & morfolégico) en lo que los cambios estructurales o funcionales indican la
influencia del ambiente en general y de los contaminantes en particular, en términos cualitativos, y a
veces en forma cuantitativo (Markert et al., 2013). Dentro de los biomarcadores, el estudio fisular (la
sangre por ejemplo) representa una herramienta de diagndstico que suma respuestas individuales y
permite realizar una evaluaciéon de las condiciones de salud de la poblacién.

El sistemna hematopoyético de los peces es altamente sensible a estresores ambientales; por lo que los
estudios hematoldgicos en estos organismos aportan significativa informacion en el diagnostico e
interpretacion de sus enfermedades. Dichos estudios se han incrementado con el desarrollo de la
pisicultura y con el empleo de los peces para evaluaciones ecotoxicolégicas, en este tipo de estudios
algunos peces como el bagre Ariopsis felis se han planteado como organismos para estudios de
biomonitoreo. Por tanto, el entendimiento de la fisiologia de estos organismos y en consecuencia de
sus relaciones con las variables ambientales es un importante factor a considerar en el uso de esta
herramienta de investigacion (Salazar-Lugo et al., 2009).

Los patrones hematoldgicos son Utiles como referencia para el diagndstico de cuadros patoldgicos
en peces (Valenzuela et al., 2003) como malnutricion, edad, tamano del pez y diferencias
estacionales, etc. Aunque la composicidn sanguinea de los peces estd determinada genéticamente,
también se encuentra bajo la influencia del ambiente en el que habitan los organismos. Los estudios
sobre la hematologia de los peces son de suma importancia ya que permiten establecer las
variaciones de los patrones hematolégicos como indicadores de contaminacién (Valenzuela et al.,
2003), vy pueden ser utilizados como indicadores fisioldgicos de disfuncidn orgdnica por estrés
(Wedemeyer et al., 1990).

Dentro de los cambios inducidos en el pardmetro hematoldgico se encuentran diferencias
morfolégicas en las células (eritrocitos, monomorfonucleares y polimorfonucleares), la presencia de
pardsitos que inducen respuestas de defensa con incrementos o decrementos en la frecuencia de los
grupos celulares sanguineos hasta cambios en la estructura del DNA que genera la presencia de
micronucleos. La estimacién de estos pardmetros genera evidencias para la evaluacion de salud de
los peces.

Un gran nUmero de contaminantes ambientales son capaces de suprimir la respuesta inmune, y en
ciertas circunstancias, hacer mas susceptible al organismo de enfermedades infecciosas o cdncer.
Los estresores pueden actuar directamente en los estados de enfermedad de los peces ya que
influyen en sus mecanismos de defensa, permitiendo la invasion de patdgenos ambientales hasta
causar la muerte. Por lo tanto la relacién entre contaminacion ambiental, enfermedad y organismos
acudticos es todavia incierta, la inmunosupresidon es una hipdtesis basada en que los contaminantes
acudticos incrementan la prevalencia de enfermedades en los peces expuestos (Di Giulio et al.,
2008).

1. Caracteristicas de los biomarcadores
Existen factores que pueden afectar la morfologia y la frecuencia de los eritrocitos generando
anemias (disminucién) o policitemias (aumento). La morfologia de la célula puede ser clasificada por
su tamano, forma, color e inclusiones. Algunos términos usados para describir la morfologia de las
células o sus sintomas se observan en la tabla numero 1.

La morfologia de los leucocitos se describe con las terminaciones cytosis (incremento), o philia y penia
que es la reduccidon de células. Uno de estos ejemplos son hipersegmentacion, leucocitosis,
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leucopenia o macréfagos. Los xenobidticos pueden ejercer sus efectos en la poblacidon de leucocitos
por la supresidon o destruccion de sus células madre hematopoyéticas, por la proliferacion de células
precursoras o por cambios inflamatorios o vasculares. La reduccidn en el nimero de las células
basdfilas, eosindfilas y monocitos es dificil de detectar debido al bajo niUmero de este tipo de células
en la poblacidn en circunstancias normales. Las leucemias son una mezcla de enfermedad maligna
que afectan las células precursoras y estas son denominadas algunas veces neoplasia.

2. Pardasitos.

Al igual que los seres humanos y ofros animales, los peces sufren de enfermedades parasitarias. Si los
patdbgenos infringen los mecanismos de defensa, los peces pueden desarrollar respuestas
inflamatorias que aumentan el flujo de sangre a las dreas infectadas y entregar las células blancas de
la sangre que tratan de destruir los agentes patdgenos. Si el costo es suficientemente alto, a
contfinuacién, los impactos pueden ser caracterizados como una enfermedad. Los patdégenos que
pueden causar enfermedades de los peces comprenden; infecciones virales, infecciones
bacterianas, infecciones fungicas y varios pardsitos.

3. Micronpucleos.

El incremento del niUmero de micronucleo puede ser indicativo del efecto provocado por un agente
genotdxico. Los micronucleos son la expresion final de un dano molecular formado por el
desplazamiento de la cromatida fuera del nUcleo principal de la célula que se estd dividiendo
después de la telofase, y el micronUcleo permanece en el citoplasma después de la expulsion del
nUcleo. En adicién, los micronucleos han sido empleados frecuentemente como un indice de
genotoxicidad, mas que aberraciones en cromosomas e intercambios de cromatidas (hermanas) en
estudios citogenéticos realizados en peces. Los micronucleos son formados durante el anafase
mitético.

Tabla 1. Resumen de cambios morfologicos asociados a lesiones o enfermedades en

los peces.
Patologia ¢Coémo se presenta? Enfermedad
Anormalidad
. . nuclear alto . . . . .
Eritrocitos ., Y Toxicidad y deficiencia nutricional
numero de
eritrocitos sin nUcleo
Policromasia Eritrocitos inmaduros | Anemia regenerativa, hemolisis y
hemorragia
Incremento en
Monocitos numMero Células de circulacion
Incremento en el
Linfocitos numero Pueden indicar heterofilia
. i NUcleo desplazado
Hipersegmentacion .
P 9 ala derecha Anemia
Enfermedad Aumento de
infecciosa polimorfonucleares | Presencia de virus 6 bacterias
. M revalent
Eosinofilos as prevaiente que | S . ..
los basofilos Hipersensibilidad, presencia de pardsitos
Respuesta Incremento de | Infiltracion de tejidos
=
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inflamatoria basdfilo
e Incremento en
Basdfilo ) ) )
e Respuesta antinflamatoria, reacciones de
hipersensibilidad
o . . Alimentacidn mutua (se comen entre
Fagocitosis Células incompletas
ellos)
Con pequenos
Quimiotaxis flagelos  alrededor | Movimiento por los flagelos
de la célula
Neoplasia Proliferacién celular | Céncer

Hay cuatro mecanismos reconocidos por los cuales el micronucleo puede surgir:

1) perdida de un fragmento de la parte no céntrica del cromosoma

2) por una variedad de consecuencias mecdnicas del rompimiento e intercambio de los cromosomas
3) Perdida mitdtica de todo el cromosoma 6

4) por apoptosis o muerte celular. La presencia de diferentes respuestas fisulares conforman
evidencias de diagnostico.

Clasificacion de la evidencia.

En la toma de decisiones en materia de salud no todos los datos tienen el mismo impacto o valor, por
lo que es necesario evaluar la calidad de la evidencia. Una investigacidon puede evaluar los
tratamientos, la prevencion, la etiologia, el dano, generar prondsticos, historia natural, realizar un
diagnéstico diferencial, evaluar la prevalencia e incluso el andlisis de las decisiones. Los resultados o
evidencias, dependen de las herramientas, instrumentos y escalas que jerarquizan y valoran la
evidencia, ya que en base a su utilizacion se pueden emitir juicios de recomendacién (Manterola et
al., 2009).

El diagnostico de salud en los organismos se relaciona con el bienestar. El término bienestar en
animales acudticos se refiere a las condiciones que deben credrseles a los animales para que, segin
la especie, estos puedan enfrentan los factores ambientales, de gestién y manipulacién manteniendo
niveles éptimos de salud y productividad. Estas condiciones deben minimizar el efecto de los agentes
ambientales vy fisioldgicos negativos, asi como otros agentes estresantes que pueden estar asociadas
a prdcticas incorrectas. El bienestar considera al animal en un estado de armonia en su ambiente vy la
forma por la cual reacciona frente a los problemas del medio, fomando en cuenta su confort,
alojamiento, trato, cuidado responsable, nutricion, prevencidén de enfermedades, manejo y eutanasia
humanitaria cuando corresponda. Los indicadores del bienestar en especies acudticas pueden
implicar una evaluacion de la salud y lesiones; el crecimiento, comportamiento y otros factores de
desempeno; la captura, alimentacién, manipulacion, gestion, transporte, sacrificio humanitario y otras
condiciones que no se encuentran normalmente en la naturaleza; y los factores ambientales u otros
agentes estresantes que pueden afectar negativamente la produccién y el desempeno (Johnston &
Jungalwalla, 2008). Tomar en cuenta estos principios e indicadores en las mejoras del bienestar de los
animales acudticos permite con frecuencia mejorar la productividad y la seguridad sanitaria de los
alimentos y, por ende los beneficios econdmicos (Johnston y Jungalwalla, 2008).
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METODOLOGIA

Se realizaron 20 frotis de sangre de pez bagre: Ariopsis felis colectados en los siguientes lugares:
Tecolutla, Ver., Gudsimas, Son., asi como en Celestin, Yuc. Posteriormente se realizaron por duplicado
frotis sanguineos los cuales se fijaron en alcohol absoluto por una hora vy se tineron con solucién de
Giemsa y se observaron al microscopio éptico para ver si habia un cambio morfoldgico en las células
de los -eritrocitos, de los polimorfonucleares y de los monomorfonucleares en los peces.

También para establecer el diagnostico de salud consideraron los siguientes pardmetros: 1) la
morfologia de los eritrocitos 2) conteo de los monomorfonucleares y polimorfonucleares, 3) presencia
de micronucleos y 4) presencia de pardsitos.

Se determino la presencia de las siguientes patologias: eritrocitos sin nicleo, policromasia, quimiotaxis,
inflamacién, hipersegmentacion y neoplasia. Cada una de estas respuestas se describe en el anexo 1.
Los cambios morfoldgicos de las células fueron registrados mediante fotografia digital utilizando
objetivos de 10, 40, 100 X de un microscopio y una cdmara digital.
Para la integracion de los datos se realizé una tabla de evidencias.

RESULTADOS

Las muestras observadas al microscopio permitieron identificar los eritrocitos, los monomorfonucleares
y polimorfonucleares. Las células predominantes corresponden a los eritrocitos nucleados y de forma
eliptica. Los monomorfonucleares y polimorfonucleares fueron escasos en las muestras analizadas (Fig
1). Los granulocitos o células polimorfonucleares son mds grandes que los eritrocitos y se observaron
con varios nUcleos tenidos pdlidamente en el caso de los neutréfilos de color lila; los basdfilos de azul
a negro vy los eosindfilos de rojo a naranja; los agranulocitos fueron reconocidos por tener poco
citoplasma, ser translucidos y presentar un nicleo grande. Gracias a la diferenciacién de colorante
utilizados se logro obtener diferentes tonalidades, recordando que la diferenciacién se logré con el
dcido acético.

Moura et al. (1994) distinguieron tres tipos de granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y células reticulares) y
tres agranulocitos (linfocitos, trombocitos y monocitos) en peces, de los cuales en las muestras
procesadas en ese trabajo se reconocieron la mayor parte con excepcidén de monocitos, esto se
debe a que tras haberse formado vy liberado de la medula ésea van al torrente sanguineo donde
permanecen unas pocas horas, mientras que en mayor abundancia se encontraron eritrocitos, dado
que es la masa principal de la sangre (Nunez, 1983). Los demds tipos de células no se pudieron
observar debido a que en la sangre representan la menor masa (1-2%) (Von-Hessberg et al., 2011).
Las especies marinas y peldgicas son activas, en consecuencia, presentan un alto nimero de
eritrocitos, esto debido a la gran actividad que presentan durante el dia y lo cual requiere que el
trasporte de oxigeno sea muy eficiente (Galeano et al., 2010).

En términos generales se observaron los siguientes cambios morfolégicos en los eritrocitos; inclusiones
de tipo basdfilo y eosindfilo en el citoplasma, cambios nucleares y citoplasmdticos, e incremento en la
frecuencia de monomorfonucleares (Fig.2).

Con respecto a los linfocitos se observaron de forma redonda a ovalada. Generalmente en los
linfocitos pequefios el nicleo ocupa la mayor parte de la célula tefido de color violeta intenso. Se
muestra en la fig. 2 microfotografia (f).

'O
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Algunos de los cambios morfoldgicos se observaron con mayor frecuencia dependiendo del lugar de
colecta. En organismos colectados en Celestin, se observd diferenciacién nuclear; granulares,
amorfo, desplazados y fragmentados, el citoplasma amorfo y con desprendimiento, eritrocito
esférico, con agregados nuclear (Tabla 2). Conteo de monomorfonucleares y polimorfonucleares:

Se reconocidé la presencia de células monomorfonucleares que se identificaron en las muestras de
Gudsimas, en Celestin y en Tecolutla, si bien en esta Ultima se presentaron en menor cantidad.

El 20% presento Polimorfonucleares, de estos el 15% corresponde a bagres colectados en Guasimas,
Sonora y el restante 5% se observaron en muestras provenientes de Celestun, Yuc.

Presencia de micronucleos:

En las muestras de Guasimas, Son. y Celestun, Yuc., se observaron micronucleos.

Presencia de pardsitos: Solo se observo un posible pardsito en la sangre de los organismos colectados
en Celestun, Yuc.

Otras Patologias:
De las patologias reportadas solo es evidente la presencia de eritrocitos sin nucleo, no se observo:
policromasia, quimiotaxis, inflamacién, hipersegmentacion é neoplasia.

La tabla 2 sintetiza los cambios morfolégicos observados, donde se puede observar que existen
lesiones de mayor riesgo en organismos colectados en Celestin, Yuc., seguidos de Gudsimas, Son. y
con menor riesgo de salud estdn los organismos colectados en Tecolutla, Ver.

Existen algunos estudios comparativos de los aspectos hematoldgicos de peces, sin embargo, para
otros autores, la hematologia en peces no se ha desarrollado debido al desconocimiento en dreas
bdsicas de la biologia de estos individuos (Udea et al., 2001). Por ello es importante continuar con
estudios que provean elementos de diagnostico para la salud de los recursos naturales asi como de
los ecosistemas.
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Fig. 2. En los frotis se observan Eritrocitos (a); Nucleos granulares y modificacién morfoldgica del
citoplasma (b), Modificaciones en el citoplasma (c) y células monomorfonucleares (d).

En b y d se observa de acuerdo a su definicion probable quimiotaxis, se requiere de mayor aumento
para asegurar que existen estas modificaciones citoplasmicas de los eritrocitos, que se observan en
Celestun, Yuc.
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Fig. 3 . Se observan linfocitos (a y b), Micronucleos en menor tamano que el ndcleo (en c; 1), ndcleo
en la periferia (d; 2) y posibles pardsitos (d;1).

11



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DIRECCION GENERAL DE INCORPORACION
Y REVALIDACION DE ESTUDIOS

“

Tabla 2. Cambios morfoldgicos observados en los eritrocitos.

Eritrocitos Tecolutla, Ver. Guasima, Son. Celestin, Yuc
Inclusiones citoplasmdticas O O O

NUcleos granulares O NO NO

Tamano irregular @) NO NO

NUcleos; amorfo, desplazados, fragmentados. NO NO O

Eritrocitos esféricos NO NO O
Polimorfonucleares NO O O

Pardsitos NO NO (o)

Perdida de la relacién nicleo-citoplasma NO (0] (0]
Micronucleo NO (0] (o]

NO= No observado; O= observado

CONCLUSIONES

La tincion de Giemsa permitidé reconocer las células de la sangre de los peces (A. felis).

Los pardmetros hematologicos en el bagre sugieren que existe respuestas celulares con mayor
prevalencia en el siguiente orden: Tecolutla < Guasimas < Celestun, por lo que la salud de los peces
de Celestun esta mds comprometida.

Se logro diagnosticar el estado de salud de los peces mediante las evidencias presentadas en el
trabagjo.

Cada lugar tiene diversos factores que alteran el comportamiento de las células, sus cambios
morfolégicos o la aparicion de células monomorfonucleares y polimorfonucleares, por lo que el
estudio hematologico es un buen biomarcador de dafo por el estrés ambiental.

Se sugiere considerar los parametros hematologicos y analizarlo en estudios similares y en programas
de biomonitoreo.

Podemos sugerir que al demostrar presencia de eritrocitos morfolégicamente cambiados, presencia
de monomorfonucleares, polimorfonucleares, pardsitos o micronucleos se asocian con la presencia
de contaminantes.

Este tipo de prueba es relativamente econdmica lo que podria permitir que se llevara a cabo en
diversos lugares para evidenciar el impacto ambiental.
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