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RESUMEN

Las lombrices de tierra son organismos con un sistema nervioso, digestivo y
muscular bien desarrollado, lo que les permite estar bien adaptadas y realizar funciones
importantes para el suelo como es el drenaje y el propio recambio del suelo. Al mismo
tiempo ayudan a la fertilizacion del suelo debido a su capacidad de biotransformacion de la
materia organica. Sin embargo, en suelos contaminados con los metales cadmio y plomo,
dichas funciones pueden ser interrumpidas y producir la muerte de las lombrices. Al
respecto, se conoce que las lombrices constituyen el grupo principal de organismos de la
mesofauna del suelo y que al estar en contacto con los metales pesados pueden morir o
sobrevivir, dependiendo de sus mecanismos de defensa y procesos adaptativos. Los
estudios realizados a la fecha se han dirigido a determinar las concentraciones en los
tejidos, y evaluar la toxicidad de los metales en pruebas de crecimiento, reproduccion y
muerte. Sin embargo, no se habia puesto atencion en determinar las alteraciones morfo-
fisiologicas y los cambios de comportamiento que se presentan durante la intoxicacion con
estos metales, asi como los mecanismos que llevan a la muerte. En este trabajo se plante6
como hipédtesis de trabajo, que los metales plomo y cadmio inducen alteraciones
morfolégicas y dafios en los tejidos principales de la lombriz de tierra, por una interaccién
de los metales con la barrera intestinal y de la pared corporal, provocando un dafio que
puede verse reflejado en el comportamiento de la lombriz en suelos contaminados con los
metales plomo y cadmio. La metodologia, incluyd pruebas de toxicidad por contacto e
inmersion, para determinar la CLso Y los factores de bioacumulacion de los metales plomo y
cadmio en las especies Amynthas gracilis y Eisenia. fetida, asi como pruebas de evasion o
escape para caracterizar su comportamiento en suelos contaminados y técnicas de
microscopia para evaluar el dafio estructural. Se encontraron valores de las CLsy para el
cadmio 3.4, 16.6 pg/cm?® y el plomo 19.6 y 36.7 pg/cm? en las lombrices A. gracilis y E.
fetida, respectivamente. Los factores de bioacumulacion para el cadmio fueron de 14 y 17.8

y para el plomo de 4.8 y 2.6 en las lombrices A. gracilis y E. Fetida, respectivamente. La
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toxicidad fue acompafada de signos progresivos, como fueron movimientos rapidos con
deseos de escape, secrecion mucosa, enrollamiento, paréalisis, constriccion segmentaria,
edemas en la region preclitellar, sangrado y muerte. Los cambios morfolégicos observados
se distinguieron por desprendimiento de la cuticula, destruccion de la epidermis y dafio en
las capas musculares. La evaluacion de la contraccidbn muscular en presencia de los
metales plomo y cadmio, arrojo un efecto inhibitorio en los tejidos de la pared muscular y
la preparacion buche molleja. Ambas lombrices evitaron suelos contaminados con el plomo
y el cadmio a concentraciones encontradas en suelos contaminados. Estudios de
microscopia electrénica revelaron a la secrecién mucosa y el tejido cloragdgeno como
sitios principales de acumulacion de los metales pesados. El estudio de la secrecion mucosa
revel6 que la secrecion mucosa esta constituida por vesiculas fluorescentes, que se liberan
en respuesta a la estimulacion de los metales, su formacién involucra movimientos de los

metameros, agregacion y deformacién con una propiedad adhesiva en la pared corporal.

Estos resultados nos permiten concluir lo siguiente: Los metales cadmio y plomo inducen
sus efectos toxicos irrumpiendo los tejidos corporales de la lombriz provocando un dafio
estructural en las capas externas y musculares, con la alteracién de las funciones nerviosas
y musculares de la lombriz como son la deteccion de estimulos, la locomocion y la ingesta
de alimento. La lombriz A. gracilis fue mas sensible a la presencia de cadmio comparada
con el plomo. Probablemente por mecanismos que involucran la secrecién mucosa y una
forma de bioacumulacion diferente.

Las lombrices son capaces de detectar suelos contaminados por mecanismos sensoriales, las
cuales al detectar un contaminante producen una respuesta de evasién, con la secrecion del
moco como mecanismo de defensa. Si los organismos no logran alejarse del sitio
contaminado se activan mecanismos de adaptacion para sobrevivir, o de lo contrario

mueren por paralisis e inanicion.



Xiv
ABSTRACT.

Earthworms are organisms with a well developed nervous, digestive and muscular system;
those allow them to perform important functions such as soil drainage and soil replacement,
while helping to fertilize the soil due to its ability to biotransform organic matter. On the
other hand, in soil contaminated with the metals cadmium and lead, these functions can be
disrupted and cause the death of the worms. In this regard, it is known that earthworms are
the main group of soil mesofaunal organisms; if they come into contact with heavy metals
they may die or survive, depending on their defense mechanisms and adaptive processes.
Studies to date have focused on identifying tissue concentrations, and evaluating the
toxicity with endpoints as growth, reproduction and death. In contrast, they did not pay
attention to determine the morpho-physiological changes and behavioral changes that occur
during intoxication with these metals leading to death as well as the mechanisms. In this
thesis, it was hypothesized that the cadmium and lead induce morphological changes and
damage to important tissues of earthworms, by an interaction of these metals with the body
wall and the intestinal barrier, causing damage, which may be reflected in the behavior of
earthworms inhabiting soils contaminated with cadmium and lead.

The methodology included contact toxicity and immersion tests to determine the LCso and
bioaccumulation factors of the cadmium and lead in Amynthas. gracilis and Eisenia fetida
species. Avoidance tests to characterize their behavior in contaminated soils and
microscopy techniques to assess structural damage. We found the LCs, values for cadmium
3.4, 16.6 and lead pg/cm? 19.6 and 36.7 pg/cm? in A. gracilis and E. fetida, respectively.
Bioaccumulation factors for cadmium were 14 and 17.8 and for lead of 4.8 and 2.6 in A.
gracilis and E. fetida, respectively. Toxicity was accompanied by progressive signs like
rapid movements and escape behavior, mucous secretion, coiling, paralysis, segmental
constriction, edema in the preclitellar region, bleeding and death. The morphological
changes observed were marked by detachment of the cuticle, epidermal destruction and
damage in the muscle layers. The evaluation of muscular contraction in the presence of
cadmium and lead metals showed an inhibitory effect on the muscular wall and crop-
gizzard tissues. Earthworms avoided soils contaminated with cadmium and lead

concentrations, similar to those found in contaminated soils.
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Electron microscopy studies revealed to mucous secretion and the cloragogen tissue as
major sites for accumulation of the heavy metals. The kinematic study revealed that the
mucus secretion was formed by fluorescent vesicles, which is released in response to
stimulation with the metals; their formation involves movements of the segments,
aggregation and deformation; this material has an adhesive property, and it’s joined to the

body wall.

These results allow us to conclude the following: The cadmium and lead metals induced
toxic effects by bursting body tissues of the worm, causing structural damage in muscle and
the outer layers of the worm, with the alteration of nerve and muscle functions such as the
stimuli detection, locomotion and food intake. The worm A. gracilis was more sensitive
than E. fetida to the presence of cadmium. E. fetida tolerates the metals by mechanisms

involving mucus secretion and bioaccumulation shaped differently.

The worms are able to detect contaminated soils by sensory mechanisms; they can detect a
contaminant and induce an avoidance response, with secretion of mucus as a defense
mechanism. If the organism fails to get away from the contaminated site, or to activate

adaptation mechanisms to survive, it can die by paralysis and starvation.



I. INTRODUCCION

Las lombrices de tierra pertenecen al filum de los anélidos y a la clase de los
oligoguetos, hay como 3000 especies identificadas y se cree que existan unas 6000
especies. Muchas de ellas son esencialmente cosmopolitas, estan presentes en muchos
suelos, con la excepcion de medios extremos (glaciares, desiertos, suelos acidos o salados,
Holmstrup y Loeschke, 2003), son basicamente saprofagas, desempefian una labor valiosa
de labranza del suelo con sus amplias redes de tuneles que construyen constantemente,
representan del 60 % al 80 % de la masa animal del suelo y forman parte del alimento de
numerosos animales (Darwin, 1881; Eyambe et al., 1991). Sin embargo, las lombrices se
dividen en 3 categorias ecoldgicas segun su habitat y su alimentacion (Bouche 1972;
Lavelle, 1983): Las epigeas, que viven en la capa superficial del suelo, se alimentan de
100% de materia organica en descomposicion, raramente forman madrigueras; las enddgeas
son geodfagas no pigmentadas y forman madrigueras horizontales y las anécicas que viven
en madrigueras verticales, son dorsalmente pigmentadas, se alimentan de materia organica

y suelo.

Son organismos lo suficientemente complejos, con sistemas y procesos
ampliamente conservados filogenéticamente, validados para determinar la toxicidad de los
contaminantes presentes en el suelo (Bouché, 1972; Neuhauser, 1984), como sustancias
quimicas (Neuhauser, 1986a), tales como los insecticidas (Pereira et al., 2010) y metales

pesados (Neuhauser, 1986b; Mhatre y Pankhurst, 1997).

Las lombrices de tierra son vulnerables a los metales pesados por su respiracion
cutanea, forma de vida y sus habitos alimenticios. La exposicién se lleva a cabo mediante
dos vias principalmente; por la pared corporal, que se encuentra continuamente en intimo

contacto con el suelo, y por el tracto digestivo al alimentarse, asi dafiando funciones vitales



como su locomocion y la alimentacién (Muangphra, y Gooneratne, 2011).

La toxicidad de los metales pesados (especificamente cadmio y plomo) en las
lombrices de tierra se puede valorar mediante signos de toxicidad, determinacion de la
concentracion letal (CLsp) y a través de pruebas de su comportamiento. Al respecto, el
comportamiento de escape puede ser un parametro de evaluacion ideal al reflejar la
sensibilidad de las lombrices sin la necesidad de llegar a dafarlas como sucede con las
pruebas para la determinacion de la CLsg. En una situacion real, la presencia de metales en
un determinado sitio implicaria la ausencia de lombrices; lo cual repercutiria en los ciclos
de la degradacion de la materia organica, en las capas superficiales del suelo, en la
estructura del suelo y en una disminucion o pérdida de sus depredadores.

Por lo mencionado anteriormente y por las caracteristicas biolégicas como su
intestino con movimiento propio y una pared corporal, la cual posee un mecanismo de
contraccion muscular que facilita la locomocion y el escape, las lombrices A. gracilis y E.
fétida se escogieron como especies modelo para este estudio, en especial para determinar
los efectos de la toxicidad del cadmio y el plomo. A. gracilis es una lombriz con
movimiento rapido, habitante de suelos perturbados (Barois, 1992) y en cuya especie no se
han realizado estudios de toxicidad. E. fétida es considerada como una especie estandar de
comparacion, debido a que se conoce su biologia, su forma de cultivo y reproduccion. Asi
mismo, es la especie mas estudiada y avalada internacionalmente en la literatura (Velki y
Hackenberger, 2012; IBACON, OCDE 2004).

Por otro lado, el cadmio y el plomo son metales pesados cuya toxicidad en las
lombrices ha sido determinada en pruebas de contacto y suelo artificial. Su efecto ha sido
evaluado sobre parametros de crecimiento, reproduccion y muerte. Sin embargo, no se
habia puesto atencion en conocer las alteraciones morfo-fisioldgicas y los cambios de
comportamiento de escape gue se manifiestan en presencia de estos metales. En este trabajo
se planted la necesidad de estudiar la toxicidad de dichos metales en una especie poco

estudiada como es A. gracilis. Al respecto, exponer a las lombrices de tierra A. gracilis y



E. fétida a pruebas de contacto e inmersion evita el uso de una matriz compleja como es un
suelo artificial y permite evaluar la sensibilidad a los tdxicos a través de la determinacion
de la CLsp y evaluar: a) los signos de toxicidad y los cambios morfologicos que se
presentan en dichos organismos, b) determinar la evoluciéon de los efectos en el curso
temporal de la intoxicacion, ¢) la relacion entre la exposicion, las concentraciones
acumuladas en los tejidos y sus efectos en la contraccion muscular d) la respuesta de

escape Y la secrecién mucosa que son parametros de estimacion de toxicidad.



Il. HIPOTESIS

1. El cadmio y el plomo son metales pesados que se acumulan e inducen toxicidad en las
lombrices de tierra A. gracilis y E. fétida; interfieren con la contraccion muscular del tejido
intestinal y de la pared corporal hasta causar una inhibicion de dicha funcion.

2. Las lombrices A. gracilis y E. fétida son capaces de detectar y evitar sitios contaminados

con los metales pesados cadmio y plomo.

lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos del Cd y del Pb en la lombriz de tierra A. gracilis y estudiar algunos de
los mecanismos de su toxicidad. Determinar el posible dafio sobre la contraccién muscular
de los tejidos, la pared corporal e intestinal de la lombriz de tierra A. gracilis. Asi mismo,
investigar el comportamiento de A. gracilis y E. fétida ante la presencia de cadmio y

plomo.

Objetivos especificos

1. Determinar la toxicidad del cadmio y el plomo (CLsp) en las lombrices de tierra

A. gracilis y E. fétida por pruebas de contacto en papel filtro.

2. Determinar el curso temporal de la captacion de los metales cadmio y plomo en las
lombrices A. gracilis y E. fétida por pruebas de inmersion.

3. Determinar el efecto de cadmio y de plomo sobre la contraccion de los tejidos
musculares del intestino y de la pared corporal de la lombriz A. gracilis.

5. Valorar el comportamiento de escape de las lombrices A. gracilis y E. fétida como una
prueba sensible para detectar la presencia de cadmio y plomo en suelos contaminados.

6. Estudiar el mecanismo de la secrecién de moco inducida por los metales cadmio y

plomo en E. fétida.



IV. ANTECEDENTES.

4.1 Biologia de las lombrices.

Las lombrices de tierra son animales invertebrados del filum de los anélidos, el
término se refiere a la division de su cuerpo en segmentos cilindricos 0 metdmeros. Los
metameros se observan como anillos en la parte externa y estan separados por particiones o
septos internos (Rosenbluth, 1978). Cada segmento contiene cuatro pares de cerdas o sedas
que se retraen mediante masculos especiales y son usadas para fijar una parte de su cuerpo
mientras otra se mueve hacia adelante (Mizutani et al., 2002). En cada segmento (excepto
en los tres primeros y el Gltimo) se encuentran los metanefridios; cada uno ocupa dos
segmentos, en uno se abren en el interior mediante un embudo ciliado y en el siguiente
segmento se conectan el exterior a través de un poro. El intestino, los metanefridios y otros
organos internos estan suspendidos en el celoma, lleno de fluido, que también actia como

esqueleto hidrostatico (Newell, 1959; Laverack, 1963).

Las lombrices presentan un aparato digestivo tubular con actividad propia; la boca
esta situada en la extremidad anterior y con ella ingieren continuamente el alimento que les
rodea, el cual es impulsado hacia su interior por una faringe musculosa. A ésta le sigue un
delgado es6fago, una bolsa membranosa llamada buche, en la que se acumula el alimento, y
la molleja, de paredes musculares, cuyas contracciones desmenuzan las particulas
alimenticias. De la molleja pasan los alimentos, ya triturados, al intestino para su absorcion,
y los desechos finales son eliminados por el ano situado en la extremidad posterior (Beltran
etal., 1963).

Presentan un sistema nervioso bien desarrollado que les permite detectar los
cambios ambientales y situaciones desfavorables que se generan frecuentemente en su

entorno; esta estructurado por una masa cerebral, un collar esofagico y una cadena nerviosa



infraintestinal (Gardner, 1976; Barnes, 1977). También estan provistos de células
sensoriales (receptoras) tactiles, gustativas, fotorreceptoras y otras vinculadas con la
deteccion de la humedad (Molnar et al., 2006). Estos organismos carecen de un aparato
respiratorio especializado, pero efectian los cambios gaseosos necesarios para su vida a
través de la piel. En cambio, poseen un sistema circulatorio cerrado formado por un vaso
sanguineo dorsal prominente y al menos dos ventrales, que recorren de forma longitudinal
el cuerpo y estan conectados entre si a intervalos regulares por medio de una serie de vasos
transversales. Contienen cinco pares de corazones contractiles que se conectan con el vaso
dorsal y el ventral, que impulsan la sangre hacia las diferentes partes del cuerpo (Berman,
1992).

El movimiento en los seres vivos es un signo vital, en las lombrices ha sido
considerado desde varios puntos de vista, pudiéndose resumir brevemente en: la
locomocion hacia adelante, la cual se produce por una onda de contraccion del musculo
circular, cuya consecuencia es la elongacion de los segmentos, dicha onda viaja desde el
extremo anterior al posterior. Cuando esta onda retrograda ha pasado por la mitad del
cuerpo, se presenta una onda contractil en el masculo longitudinal, que conduce a un
aplanamiento y ensanchamiento en el cuerpo de la lombriz, la cual se continua hasta el
extremo posterior. Los segmentos longitudinales encogidos forman un punto de apoyo
sobre el substrato, y a medida que se repite el fenébmeno en cada segmento, la lombriz se
estira y se encoge una y otra vez, alcanzando un desplazamiento de 2 a 3 cm por etapa
(Gray y Lissmann, 1939). Si la onda locomotriz retrograda desaparece al alcanzar el
extremo posterior del cuerpo, los segmentos restantes son empujados pasivamente. La
locomocion hacia atras, usualmente sigue después de un estimulo peligroso recibido en el
extremo anterior, hay un aplanamiento dorso-ventral del extremo posterior y el paso de la
onda locomotriz es similar a aquella del movimiento hacia adelante pero, con una direccién
posterior-anterior (Yapp, 1956; Seymour, 1969; Drewes et al., 1988; Barnes, 1977).

La musculatura de la pared corporal de la lombriz de tierra actta sobre el esqueleto



hidrostatico constituido por el fluido celémico, el cual genera las ondas para la locomocion.
Este fendmeno es béasicamente peristaltico, sin embargo; también puede involucrar
ondulaciones laterales o0 movimiento pulsatil (Drewes et al., 1988).

La musculatura es arreglada en dos cubiertas concéntricas; una cubierta externa
delgada constituida de fibras con sus axones largos dispuestos en forma tangencial al eje
longitudinal de la lombriz, formando el muasculo circular; y una cubierta interna de fibras
longitudinales. Ambas capas son equivalentemente del mismo grosor para los anélidos. Las
fibras musculares se unen al tejido conectivo del septo y contienen numerosos
desmosomas, ademas presentan un reticulo sarcopldsmico bien definido y uniones
neuromusculares con paquetes de fibras nerviosas que viajan a través del tejido conectivo
del septo (Gardner, 1976). Las fibras del musculo longitudinal pueden alcanzar algunos
milimetros y extenderse hasta en dos segmentos del gusano.

La contraccion muscular se inicia con el estimulo de las terminales nerviosas que
desembocan en la placa neuromuscular. Dicho evento puede iniciarse mediante dos
mecanismos de estimulacion: eléctrico y quimico; el primero, se lleva a cabo por la
conductancia de iones potasio, sodio, cloro y calcio, mientras que el segundo se inicia por
la liberacion de substancias quimicas conocidas como neurotransmisores (acetilcolina) y
consecuentes cambios en la conductancia de iones sodio, potasio y calcio (Milk y Knapp,
1970; Sanchez 1997).

Las lombrices han desarrollado mecanismos de defensa contra patdgenos ambientales, sean
éstos ingeridos por los alimentos o bien introducidos por heridas. El sistema inmune esta
compuesto de una barrera limitante localizada en la epidermis conocida como cuticula
impregnada de una secrecion mucosa, y de un mecanismo de respuesta inmune mediado
por respuestas celulares y humorales, que reducen la propagacion de organismos invasores.
El mecanismo celular incluye actividades fagociticas y de reconocimiento de célula a
célula, mientras que la respuesta humoral se basa en actividades enzimaticas lisosomales,

aglutinantes y de hemolisis con la liberacion de diversas substancias como la lumbricina,

péptidos antimicrobianos y algunas substancias tdxicas (Wang et. al., 2011).



La secrecibn mucosa a través de su piel es un mecanismo importante para el
mantenimiento de la humedad y el intercambio gaseoso, asi mismo, actlia como una barrera
protectora para evitar la erosion de la cuticula. Pocos estudios se han realizado para conocer
el fendmeno de la secrecion mucosa; se conoce que estimulos fisicos, quimicos o eléctricos
promueven la secrecion copiosa de moco, sin embargo, bajo condiciones de estrés las

lombrices responden con una secrecién mucosa abundante (Wampler y Jamieson, 1980).

4.2 Ecofisiologia de las lombrices.

Las lombrices de tierra representan uno de los componentes mas importantes de la
fauna del suelo; su abundancia y distribucion dependen directamente de las condiciones del
medio ambiente y el estado ecologico del sistema (Lee, 1985; Edwards y Bolhen, 1996;
Lavelle y Spain, 2001).

El hébitat apropiado para las lombrices de tierra es aquel que cubre sus
requerimientos minimos en cantidad y calidad de alimento, humedad, pH y temperatura
adecuada, oxigeno suficiente para poder respirar, proteccion contra la radiacién ultra
violeta y ausencia de sustancias tdxicas que puedan modificar su balance osmdtico
(Camacho Lépez et al., 2003).

Dependiendo de sus diferencias de habitat y habitos alimenticios, se han clasificado
en tres categorias ecoldgicas: Epigeas, se alimentan exclusivamente de materia organica en
la superficie de los suelos; enddgeas o gedfagas, viven en capas mas internas, excavan
galerias horizontales, son puramente comedoras de suelo con bajos contenidos de materia
organica, y las anécicas, que son un grupo intermedio, cuyas galerias son verticales,
colectan materia organica de la superficie del suelo y la trasladan hacia su madriguera
donde se lleva a cabo una pre-digestion por la microbiota local, creandose un proceso de
“rumen externo”, para después comerla junto con el suelo y la microbiota promovida
(Bouche, 1972; Lavelle 1983, Barois, e Irisson, 1997; Tripathi etal., 2007).

Las lombrices son importantes en muchos aspectos; la cantidad de suelo y materia

organica en descomposicion que estos organismos pueden procesar sobrepasa las 37



toneladas de tierra seca por hectarea cultivada por afio en regiones templadas. Dicha
cantidad de suelo equivale al espesor arable de una hectarea, la cual tardaria un periodo de
60 a 70 afios en ser removida (Bouché, 1972). En zonas tropicales puede ser de 400 a 1000
toneladas (Lavelle, 1983). Durante el paso a través de los gusanos, no sélo la materia
organica sirve de alimento a la lombriz de tierra; sus minerales constituyentes quedan
sujetos a las enzimas digestivas y a la accion trituradora del sistema digestivo para
convertirlos en formas mas asimilables para las plantas (Bouché, 1972). Los moldes
depositados por las lombrices (excrementos) comparados con el propio suelo, son mas ricos
en materia organica, en nitrégeno total y en nitratos, en fésforo asimilable, en magnesio y
calcio intercambiables, produciendo asi un fertilizante mas amigable para las plantas
(Buckman y Brady, 1966). Las lombrices también son importantes por la formacién de
agujeros que dejan durante su actividad de labranza, los cuales sirven para aumentar la
aireacion y el drenaje del suelo. Su actividad es fundamental en la mezcla y en la
granulacion del suelo por el arrastre de materiales de las capas inferiores a la superficie del
mismo y viceversa (Beltran et al., 1963). Al mismo tiempo, debido a que las lombrices de
tierra consumen todo lo que encuentran a su paso, se convierten en organismos vulnerables

a diferentes tipos de contaminantes ambientales (Velki y Hackenberger, 2012).

4.3 Indicadores biologicos y pruebas de toxicidad.

Los bioindicadores son organismos o comunidades de ellos que pueden responder a
la contaminacién ambiental mediante alteraciones en su fisiologia o a través de su
capacidad para acumular contaminantes, ofreciendo informacién sobre los riesgos para
otros organismos y el hombre. Las especies bioindicadoras deben ser, en general,
abundantes, muy sensibles al medio de vida, faciles y rapidas de identificar, bien estudiadas
en su ecologia y ciclo biolégico (Mhatre y Pankhurst, 1997). Las algas, bacterias,

protozoos, invertebrados y peces son los mas utilizados como indicadores de la
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contaminacion del agua. Para el suelo, ademas de otros organismos, los macro-
invertebrados; especialmente aquellos que se alimentan de materia organica en
descomposicion (Reinecke y Reinecke, 1998; Rombke, 2006), los gasterépodos, los piojos
de madera, los isopodos (Porcellio scaber), los collembola (Folsomia candida), y las
lombrices de tierra son grandes acumuladores de metales pesados (Kohler et al., 1996;
Sandifer y Hopkin, 1997).

Las lombrices de tierra son perfectos indicadores de la contaminacion del suelo,
como lo fundamentan varios estudios (Lee et al., 1985; Fugere et al., 1996; Marifio et al.,
1996), y en la mayoria de ellos han contemplado especies como: Lumbricus terrestris,
Lumbricus rubellus, Allolobophora chlorotica, Aporrectodea caliginosa, E. andrei y E.
fétida siendo esta ultima la mas frecuentemente utilizada (Scott-Fordsmand y Weeks, 2000,

OCDE, 1984).

El uso de lombrices para evaluacion ecotoxicoldgica ha experimentado un desarrollo
considerable en los ultimos afios (Rombke, 2006). Pruebas de toxicidad aguda han sido
bien establecidas y estandarizadas (OCDE, 1984, 2004). Sin embargo, estas pruebas por si
mismas no dan informacién suficiente para predecir el efecto de un contaminante en
situaciones de campo. Se conocen diferentes especies y ha habido diferencias entre los
investigadores para utilizar una especie ideal en pruebas de toxicidad (Bouché 1992;
Heimbach 1985; Callahan, 1985), No obstante, que hay un consenso para seguir usando a la
lombriz E. fétida como un organismo para determinar toxicidad aguda en pruebas de suelo,
debido a su sensibilidad, facilidad de cultivo, importancia econdmica y relevancia
ecologica. Sin embargo, para estudios de toxicidad cronica, asi como estudios de
bioacumulacion a largo plazo, se ha establecido que debe haber una representacién de cada

tipo ecologico ya que E. fétida vive en el suelo.

Estudios de toxicidad aguda son conducidos para averiguar los efectos bioldgicos
adversos, en general durante un periodo determinado de exposicion después de la
administracion de una simple dosis en un amplio intervalo de concentracion del quimico.

Los efectos son frecuentemente severos y en algunos casos llegan a causar la muerte. Este
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tipo de pruebas son disefiadas para determinar la potencia de los toxicos en términos de la
dosis letal media (DLsg), definida como aquella dosis que produce el 50% de muertes en
una poblacién estudiada bajo condiciones definidas de la prueba. Cuando la administracion
es indirecta la potencia se sefiala como la concentracion letal 50, (CLsp) la cual es mas

especifica para estudios con lombrices (Reinecke y Reinecke, 1998).

Pruebas de toxicidad subletal como son el crecimiento y la reproduccion carecen de
parametros comparativos para determinar las diferencias en efectos subletales, ya que en
dichas pruebas hay factores determinantes como son la especie y sus habitos alimenticios.
Esto claramente demuestra una necesidad para distinguir entre las propuestas de las pruebas

de toxicidad y su factibilidad para extrapolar los resultados entre las especies.

Las pruebas de toxicidad en las lombrices son realizadas bajo protocolos bien establecidos
(EPS, 2004), principalmente basados sobre la guia 207, 222 de la OECD, las cuales son
utiles para la determinacion de la DLsp en pruebas de contacto y de suelo artificial. La
prueba de contacto establece el uso de papel filtro impregnado con el téxico como medio
de exposicion, mientras que la prueba de suelo artificial presupone el uso de suelo
compuesto de materia organica, arcilla, caolin méas el agente de prueba. Ambas pruebas son
realizadas a tiempos cortos (48 h y 14 dias respectivamente) y estan lejos de la realidad, ya
que los suelos son estructuras complejas en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas, y los
organismos estan expuestos a tiempos largos e incluso afios. No obstante, son Utiles en
cuanto a la obtencién de informacién primaria de toxicos. Por otro lado, el desarrollo de
estas pruebas por periodos mayores, permiten disefiar y detectar efectos subletales como
cambios del comportamiento, crecimiento retardado, baja tasa de fertilidad y efectos
teratogénicos entre otros. Desde un punto de vista de la ecotoxicologia, datos que
impliquen el debilitamiento de las funciones vitales de las lombrices tienen una mayor
relevancia ecoldgica que aquellos obtenidos de pruebas de toxicidad aguda (Reinecke y
Reinecke, 1998).

4.4 Cadmioy plomo como contaminantes.

Un contaminante es una substancia, simple o compleja, que produce efectos eco

toxicoldgicos, concretamente una toxicidad generada en organismos que viven en
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ecosistemas como es el caso de las lombrices de tierra (Bouché, 1996).

La presencia de metales pesados en suelos, deberia ser unicamente funcién de la
composicion original de los procesos edafogenéticos que dan lugar al suelo, pero la
actividad humana incrementa su contenido en cantidades considerables siendo ésta, sin
duda, la causa mas frecuente de las concentraciones toxicas del medio ambiente (Brown et
al., 1999; Galan y Romero, 2008).

El cadmio es un metal pesado que ha adquirido gran importancia toxicoldgica; esta
ligado a la actividad antropica. A partir de la mitad del siglo pasado, la produccion y el uso
del cadmio a nivel industrial ha aumentado rapidamente, y su eliminacion se ha convertido
en un serio problema para el ambiente. Los usos mas habituales de este metal son en la
industria de la galvanoplastia, la fabricacién de baterias y la estabilizacién de algunos
plasticos, aunque el cadmio se ha utilizado también en la elaboracion de algunos
plaguicidas y fertilizantes (Willuhn et al., 1996). La contaminacion por cadmio también es
producto de la explotacién de minas, la industria metaldrgica y la incineracion de material
organico fosil. Estas actividades lo remueven de sus depdsitos naturales insolubles,
distribuyéndolo en los diferentes compartimentos ambientales, como aire, agua y tierra
(Davies, 1990). Las aplicaciones y la produccién del Cd siguen en aumento debido a que
menos del 5 % es reciclado (Allowey, 1990; Berman, 1980).

El plomo, de color gris azulado que se encuentra ampliamente distribuido en la
corteza terrestre en forma natural, las particulas del plomo se liberan al aire a partir de las
distintas fuentes y se depositan en el agua y el suelo principalmente (Foulkes,1990; Labrot
etal., 1999). En suelos no contaminados, el promedio general se encuentra entre los 10 a 30
mg/kg, en suelos con niveles relativamente bajos se estiman desde los 30 a 100 mg/kg. Las
actividades mineras en asociacion con las industriales generan una contribucion substancial
a la contaminacion por este metal (Davies, 1990). EI Pb metalico es relativamente opaco a
la radiacién ionizante por lo cual, se ha utilizado en las labores de la radioisotopia y rayos-

X, en la soldadura y placas de baterias. Otros compuestos inorganicos de plomo son
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esenciales en la elaboracion de pinturas, como los cromados amarillos utilizados
ampliamente en todas las sefiales de las carreteras (Singh y Thomas, 1980). Otro ejemplo,
es el glaseado de contenedores de bebidas y comidas acidas, como los jugos de tomate, de
frutas, de cola, de sidra y, de escabeche. También debe tomarse en cuenta que en el pasado
se us6 extensivamente en la quimica organica de los compuestos del Pb (1V), especialmente
en los componentes tetra-alquilos (tetra etil y tetra-metil) de la gasolina (Boeckx, 1986;
Goyer, 1997).

La dindmica ambiental de los metales conlleva a que los organismos de forma
individual o poblacional sean expuestos continuamente a los metales, originando como
consecuencia su bioacumulacion. Esta tiene impactos variados que ocurren a distintas

escalas, desde un organismo, hasta un ecosistema.

4.5 Acumulacién de metales pesados en lalombriz de tierra.

En los ecosistemas terrestres el suelo representa el Gltimo sitio de depoésito para los metales
pesados y al ser casi inmoviles, tienden a acumularse primeramente en las capas
superficiales junto con la materia organica, facilitando su disponibilidad para las lombrices
de tierra. Los primeros estudios realizados en tejidos de las lombrices provenientes de
zonas contaminadas indicaron que exceden la concentracion de metales pesados con
respecto a la del suelo (Ma, 1984). Especificamente muestras colectadas proximas a
carreteras, proporcionaron una concentracion de cadmio corporal de 11.1 mg/kg, mientras
que en el suelo fue de 1.59 mg/kg (Gish y Christensen, 1973). Una relacion similar se
encontré en Lumbricus rubellus y Dendrobaena rubida colectadas de suelos mineros,
cuya concentracion corporal de cadmio fue de 823 y 1 320 pg/g peso seco
respectivamente; y la del suelo resulté ser de 467 g/g peso seco (Morgan y Morris, 1982).
En pruebas de laboratorio, la supervivencia de lombrices ha sido estudiada en E. fétida

mediante su exposicion prolongada por mas de diez generaciones a concentraciones
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subletales de cadmio, indicando que la continua exposicion conduce a la lombriz a
desarrollar resistencia; es decir, no afecta su reproduccion ni su crecimiento y termina
adaptandose al metal (Reinecke et al., 1999). Los reportes en la literatura sefialan que esto
se debe basicamente a que la lombriz contiene varios sitios donde puede acumular los
metales pesados, como por ejemplo: en las células de la mucosa intestinal (Yongcan et al.,
1998), en células epiteliales de la pared corporal, en la cavidad celomica y en el tejido
cloragogeno (Ireland, 1988). Los analisis ultraestructurales han mostrado que el cadmio
predominantemente es atrapado por un complejo bio-organico con ligandos-tiol dentro de
vesiculas intracelulares del tejido cloragégeno. La co-localizacion del cadmio y sulfuros
dentro de un organelo intracelular sugiere el involucramiento de un tipo de proteinas con
abundantes sulfuros, denominadas metalotioneinas (Stiirzenbaum et al., 1998; 2001). Las
metalotioneinas son proteinas cationicas ricas en residuos de cisteina que estan asociadas
con la tolerancia de varios organismos a los metales pesados, involucradas no solamente en
la homedstasis de metales esenciales como el Cu y Zn sino también con la destoxificacion
de metales no esenciales tales como Ag, Hg, Cd y Pb en una gran variedad de organismos
(Liang et al., 2009). El tejido cloragogeno se localiza en torno al intestino y revistiendo el
vaso sanguineo dorsal, consiste de células alargadas en forma de baston con un gran
namero de granulos esféricos, nombrados cloragosomas (Morgan y Morris, 1982; Morgan
y Morgan, 1989). La funcion del tejido cloragdgeno, ademas, es vital en el metabolismo
intermediario parecido al del higado de vertebrados (Barnes, 1977; Fischer y Molnar,
1992), teniendo como funciones las de almacenar grasas, metabolismo del nitrégeno,
reserva de glucdgeno, sintesis del pigmento respiratorio sanguineo, estabilizacion de la
composicion ionica de los fluidos de la lombriz y excrecion (Richards y Ireland, 1978;

Prento, 1979).
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4.6 Toxicidad de metales pesados en lalombriz de tierra.

La toxicidad de los metales pesados se presenta como una amplia variedad de cambios
fisiologicos, bioquimicos y de comportamiento (Neuhauser et al., 1984; Spurgeon y
Hopkins, 1994; Spurgeon y Hopkin, 1999; Maboeta et al., 1999). Datos de toxicidad del
cadmio en la lombriz de tierra E. fétida se observan en concentraciones de 376 mg/Kg de
peso seco (Fitzpatrick et al., 1996) hasta 1843 mg/Kg de peso seco (Neuhauser et al., 1985;
Lock and Janssen, 2001) en pruebas de toxicidad aguda de suelo artificial. Asi mismo, los
factores de acumulacion para el cadmio oscilan entre 6 y 64 (Tischer, 2009).

La toxicidad del plomo es dependiente del tiempo y la concentracion del plomo inicial, asi
como de la sal de plomo utilizada y pH del suelo. En estudios de toxicidad de plomo en
pruebas de suelo artificial se han encontrado CLs, alrededor de 5824 mg/Kg de suelo
(Davies et al., 2003; Langdon et al., 2005). La bioacumulacion del plomo es muy variable,
por ejemplo, Bradham et al., (2006) reportaron que a una concentracion de plomo en suelo
de 2000 mg/Kg encontraron concentraciones internas de plomo de 28.7 a 782 mg/Kg,
explicando estas variaciones en relacion a los cambios de pH y la composicion del suelo.
En otros experimentos Davies et al. (2003) colocaron lombrices en suelo artificial con
plomo inmediatamente y después de un periodo de equilibrio del suelo, las lombrices que
se colocaron inmediatamente sobrevivieron por 23 h, mientras que las que se colocaron
después del periodo de equilibrio sobrevivieron por 67 h. La bioacumulacién del plomo en
las lombrices ha sido reportada menor que la del cadmio (Ma 2002; Ni et al., 2009; Tischer

2009).

Algunas evidencias indican que el mecanismo de toxicidad de los metales pesados se
encuentra asociado a una interaccion con ciertas enzimas, especificamente aquellas con una
alta proporcion de residuos de cisteina como las aldehido deshidrogenasas, Glutation S

trasferasas (Willuhn et al., 1996; Grelle y Descamps, 1998). O bien, a través de la



16

formacion de radicales libres de oxigeno, con la inhibicion de las enzimas captadoras de
radicales como la superoxido dismutasa y la catalasa (Rojas et al., 1999). Otra explicacion
es que el cadmio se une directamente a los acidos nucleicos causando rompimientos de las
hebras del ADN y cambios conformacionales de esta molécula (Bagchi et al., 2000). En el
caso del plomo aunque no se ha demostrado un efecto directo sobre el ADN de lombrices,
puede causar defectos en la division celular (Muangphra, y Gooneratne, 2011). ElI Pb
también tiene actividad preferencial en las mitocondrias, donde ademas de alterar la
mayoria de las reacciones mitocondriales, modifica la permeabilidad de la membrana
mitocondrial y el transporte de iones calcio (Foulkes, 1990). Ambos metales alteran la
captacion, distribucion y concentracion celular de iones de Ca intracelular (Beyersmann y

Hechtenberg, 1997).

4.7 Comportamiento de las lombrices

El comportamiento se puede definir como cualquier cosa que hace un organismo
para ajustar o interactuar con su medio ambiente, siendo hereditario o aprendido (Tomlin,
1992). Estudiando el comportamiento de la lombriz de tierra sobre su acondicionamiento a
estimulos de vibraciones y luz, Ratner y Miller (1959) demostraron su capacidad de
responder con una respuesta de retiro rapido. La respuesta de retiro rapido es el resultado
de un reflejo originado en la fibra nerviosa gigante que inerva la musculatura de la lombriz
de tierra (Roberts, 1962), sugiriendo que el sistema nervioso es el encargado de coordinar
dicha respuesta (Peeke y Herz., 1967). Se piensa que la respuesta de escape rapido de la
lombriz de tierra es un comportamiento de reflejo biolégicamente importante que sirve
como parametro en la evaluacidn de ensayos en ecotoxicologia (Drewes et al., 1988).

El comportamiento de escape ha sido cominmente usado para estudiar los efectos de
qguimicos en animales y subsecuentemente se ha integrado en la toxicologia de la lombriz

de tierra (Yeardly et al., 1996). La evasion puede ser una adaptacion fenotipica que permite
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a los animales sobrevivir a cambios ambientales; proporciona una perspectiva Unica en
toxicologia debido a que representa la union entre la fisiologia y la ecologia de un
organismo y su medio ambiente (Little y Brewer, 2001).

Las reacciones de escape son secuencias de acciones cuantificables que operan a traves del
sistema nervioso (Drewes y Lingamneni, 1992). Asi mismo, son manifestaciones
acumuladas de procesos genéticos, bioquimicos y fisioldgicos esenciales para la vida,
incluyendo la alimentacion, reproduccion y escape de los depredadores. También permiten
a los organismos ajustarse a estimulos internos y externos, de la misma manera enfrentarse
a retos de sobrevivencia en un ambiente cambiante. Son respuestas selectivas que estan
constantemente adaptandose a través de la interaccion directa con aspectos fisicos y
quimicos del medio ambiente. Consecuentemente, la seleccion evolutiva conserva patrones
de comportamientos estables en conjunto con adaptaciones morfologicas y fisioldgicas.
Esta estabilidad optimiza oportunidades para sucesos reproductivos y de sobrevivencia
facilitando al organismo explotar recursos eficientemente y definir habitats adecuados
(Little y Brewer, 2001; Kane et al., 2005; Artuso et al., 2011).

Se ha sostenido que las respuestas de escape son utiles en toxicologia, porque son pruebas
finales bien definidas y practicas en su medicion, permiten un buen entendimiento con
respecto a factores ambientales que causan variacién en la respuesta, son sensitivas a una
variacion de contaminantes y adaptables a diferentes especies, y finalmente, son
ecologicamente relevantes (Rand, 1985).

Para satisfacer los requerimientos necesarios, en la seleccion de una prueba final de
comportamiento en cualquier estudio toxicologico, debe tomarse en cuenta el mecanismo
de accidn, la ruta de captacion y las propiedades fisicas y quimicas del toxico de interés

(Kane et al., 2005; Pereira et al., 2010).
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V. METODOLOGIA

5.1 Cultivo de las lombrices de tierra A. gracilis y E. fétida.

Se trabajo con la lombriz de tierra A. gracilis, identificada por el Dr. Carlos Fragoso,
investigador titular del Departamento de Biologia de Suelos del Instituto de Ecologia, A.C.
de Xalapa Veracruz. El ejemplar de A. gracilis se colectd en un jardin local de la Ciudad de
Morelia, Michoacan. Se procurd colectar lombrices adultas, con clitelo definido. Su
mantenimiento se llevd a cabo en un medio compuesto de materia organica de origen
vegetal en descomposicion y tierra. Se mantuvieron a temperatura ambiente con una
humedad relativa de entre 50 % y 70 %. La lombriz de tierra A. gracilis es una especie epi-
enddgea (Fragoso et. al., 1999), se distribuye ampliamente en areas templadas, calurosas y
tropicales, son dorsalmente pigmentadas y se mueven rapidamente (Barois, 1992).
Originalmente, este trabajo se planted con esta especie de lombriz por su disponibilidad en
el lugar indicado anteriormente (Morelia, Michoacan). Sin embargo, durante el desarrollo
del presente proyecto se tuvieron problemas en el crecimiento y reproduccion de esta
especie, basicamente porque no se pudo mantener en cautiverio, se mueve muy rapido y
escapa de los cultivos con relativa facilidad. Por ello fue preciso trabajar con la especie de
E. fétida, que es manipulable, se reproduce rapidamente en laboratorio y al mismo tiempo
sirvié como especie comparativa.

Para el cultivo de esta Gltima se usé un suelo compuesto de turba canadiense colocada en
un bioreactor de doble fondo, y las lombrices se alimentaron con desechos de casa que
consistieron principalmente en desperdicios de frutas: platano, mango, papaya, melon y

sandia.

5.2 Pruebas de toxicidad por contacto del Cd y Pb en las lombrices A.
gracilis y E. fétida

Los ensayos de toxicidad se realizaron por medio de las pruebas de contacto y de
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inmersion. Estas pruebas son las recomendadas por la OECD (Organizacion para la
Cooperacion Econémica y Desarrollo) y la UE (Union Europea), para la evaluacion de
toxicos ambientales a través de parametros como la CLsg, y signos de toxicidad

(Neuhauser et al., 1986; Reinecke,1992; Fitzpatrick et al., 1996).

La prueba por contacto se llevé a cabo de acuerdo a la norma de la OECD que
establece el uso de papel filtro (Whatman No. 1), impregnado con el agente tdxico en tubos
de ensaye de didmetro igual a 3 cm x 7 cm. Sin embargo, en este trabajo, se sustituyeron
los tubos por cajas de Petri con una superficie de 56.7 cm?. En ellas se colocé papel filtro,
cubriendo completamente la superficie interna de cada una (figura 1). El papel se impregno
completamente con 1 mL de la solucién del metal a evaluar (cloruro de cadmio o cloruro de
plomo). Posteriormente, se adiciond una lombriz adulta (con clitelo definido) a cada caja,
utilizandose un total de 10 repeticiones por cada concentracion y la evaluacion fue por
triplicado.

Las concentraciones finales de los metales cadmio y plomo se obtuvieron de
estudios preliminares con cada una de las especies. Para la especie A. gracilis se usaron
concentraciones de cadmio de 0, 1.1, 2.1, 3.2, 4.2, 6.3, 8.5, 10.6, 12.7, 16.9 pg/cm?, y para
Pb de 0, 3.3, 6.6, 13.2, 19.8, 26.4, 39.7, 52.9, 66.1 pg/cm?. Mientras que para la lombriz de
tierra E. fétida el cadmio se usé a concentraciones de 5, 10, 20, 30 y 60 pg/cm?, y para el
plomo de 3.3, 6.6, 13.2 19.8, 26.4, 39.7, 52.9, 66.1, 79.2 pg/cm®. Las cajas con las
lombrices se incubaron en condiciones de oscuridad y los signos de toxicidad desarrollados
durante la exposicion fueron determinados a las 2, 12, 24 y 48 horas.

Después de cada tiempo de exposicion y observacion, cada lombriz fue retirada del
toxico, se colocaron individualmente en cajas de Petri, se dejaron secar a temperatura
ambiente y se almacenaron para determinar las concentraciones de cada metal. En la prueba
por contacto propuesta por la UE, se establece el uso de tubos de ensaye pero, en los
ensayos piloto realizados en este trabajo se observaron inconvenientes como la fuga de

lombrices, dificultad para la aireacién, pérdida de humedad y dificil observacion de los
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signos de toxicidad. Las cajas de Petri facilitaron la manipulacion y el seguimiento de los
experimentos, debido a que éstas son especiales para cultivos de células; permiten la
entrada de aire, no existe pérdida de humedad y con las cajas se pudo controlar el escape
de las mismas. En estas pruebas se recomienda reportar las concentraciones en unidades de
ng/cm?y realizar ensayos con concentraciones a partir de los 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1.0
pg hasta alcanzar el 100% de muerte. Las concentraciones utilizadas en estos ensayos
fueron determinadas después de varios preliminares con concentraciones de cadmio desde
0.0005 a 34.5 pg/cm?, y de plomo desde 1.7 a 211.6 pg/cm?.

La CLso de los metales se determind mediante el método estadistico del analisis probit-
logaritmo (Daniel, 1982; Gad y Weil, 1989). La CLs, se refiere a la concentracion que
conduce al 50 % de muerte en los organismos expuestos durante 48 horas.

Después de establecer la CLsg se determin0 la concentracion de los metales en los tejidos

de las lombrices expuestas por espectrofotometria de absorcidn atémica, cuya metodologia

se describe posteriormente en la seccion 6.5.

5.3 Pruebas de toxicidad del Cd y Pb por inmersion en las lombrices A.
gracilis y E. fétida

Estas pruebas también han sido avaladas por la OECD, y permiten determinar el curso
temporal de captacion de los metales en los tejidos de las lombrices. Las lombrices A.
gracilis y E. fétida se seleccionaron con clitelo definido, y se sumergieron en una solucion
con una concentracion de cloruro de cadmio de 195 pg/mL. Esta concentracion se definid
al multiplicar la CLsq por el area de exposicion de la caja de Petri, (3.44 pg/cm?)* 56.7 cm?
= 195 pg/mL y para la concentracion del cloruro de plomo se considerd el mismo criterio
(1106 pg/mL). Los tiempos de exposicion con el cadmio y el plomo fueron de 0, 5, 10, 15,
20, 30, 60, 90, 120 minutos y en cada tiempo se incluyeron tres réplicas y cada réplica
contaba con 10 lombrices; en total para este ensayo se utilizaron 3 x 10 x 9 = 270 lombrices

de cada especie y para cada metal pesado.
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Figura 1. Procedimiento seguido para la evaluacion de la toxicidad del cadmio y el plomo

por pruebas de contacto.

Al final de cada tiempo de exposicién se fueron retirando de una en una (figura 2), se
lavaron con agua destilada y se colocaron en cajas de Petri previamente preparadas con
papel filtro humedecido con agua destilada y sin metal. Enseguida, se incubaron en la
oscuridad a una temperatura promedio de 22 °C, realizandose observaciones a los mismos
tiempos de exposicion al toxico y valorando su movimiento como signo de sobrevivencia.
Después cada lombriz se dejé secar a temperatura ambiente y se conservaron para
determinar la concentracion de cada metal acumulado en cada tiempo de exposicion. Cada

triplicado se agrup6 y se determind la concentracion del Cd vy del Pb.

Condiciones de incubacion.
En ambas pruebas las lombrices expuestas se colocaron en cajas de Petri con papel filtro
humedecido y en una incubadora a una temperatura y humedad constante. La temperatura

minima fue 22.6 + 0.5 °C, la méaxima fue de 24.3 £ 1.5 °C y la condicion promedio normal
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de 22.0 £ 0. En el caso de la humedad ambiental, la minima fue de 52.33 + 12 %, la

méaxima fue de 76.2 £ 13 % y la lectura promedio normal fue de 64.1 £+ 10.7 %.
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Figura 2. Procedimiento utilizado para determinar el curso temporal de bioacumulacion de
los metales cadmio y plomo por pruebas de inmersion

5.4 Evaluacién del dafio histologico.

Muestras representativas de la especie E. fétida de lombrices sanas y expuestas a cadmio y

plomo fueron preparadas para realizar estudios de histopatologia. Cortes longitudinales y

transversales fueron realizados con el objetivo de estudiar el dafio en la epidermis y el tubo

intestinal, respectivamente.

Lombrices individuales fueron fijadas en paraformaldehido al 2.5% en solucion

amortiguadora de fosfato por 24 horas. Después fueron retiradas y deshidratadas en

soluciones de alcohol etilico al 60, 70, 80, 90, y 100%. Una vez deshidratadas fueron

embebidas en parafina solida y cortes longitudinales o transversales de 7 um fueron

realizados con la ayuda de un microtomo. Los cortes se sometieron a tincién con Eosina-
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Hematoxilina.

Las observaciones se hicieron en un microscopio optico equipado con una cdmara de color
digital (Axioscop 40FL, Carl Zeiss, CoolSNAP-cf Photometrics GmbH, Munich,
Alemania), y analizadas con el software ImagePro Plus 5.0 (Media Cybernetics, Inc.,
Bethesda, MD. USA). El montaje y preparacion de las figuras finales se realizaron
utilizando software Corel-Photopaint ver 9.0 (California USA).

Los estudios de microscopia electronica se hicieron con muestras de lombrices expuestas a
Cd y Pb, las cuales fueron fijadas en 2.5 de glutaraldehido en 0.1 M de solucién de fosfatos
a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, las muestras fueron lavadas con solucion
amortiguadora de fosfatos y deshidratadas en series de acetona al 50 80, 90 y 100%,
sometidas a secado por punto critico, entonces se montaron y se cubrieron con una capa de
oro puro. Las observaciones se hicieron en un microscopio de barrido electronico modelo

JSM 25S (JEOL, Ltd, Tokio, Japon), equipado con dispersion de rayos X.

5.5 Determinaciéon de los metales pesados cadmio y plomo por EAA.

Las lombrices secas de ambas pruebas expuestas al Cd se molieron en un mortero, se
pes6 medio gramo del molido y se colocd en un vaso de precipitado con cubierta de reloj,
se agregaron 2 mL de acido nitrico (HNO3) al 2 %. EI vaso se colocé en una placa caliente
hasta su completa oxidacion. El contenido oxidado se disolvié nuevamente con HNOg, se
filtré a través de papel filtro Whatman No.42 y se aforé a 10 mL con HNO3 al 2 %. Esta
solucion se llevd al espectrofotdbmetro de absorcién atomica (Perkin-Elmer modelo
AAnalyst 100) para leer la concentracién de Cd a una longitud de onda de 228.8 nm, con
una abertura de 0.7 nm y con una flama de aire-acetileno. Las concentraciones de las
muestras problema se determinaron mediante una curva patron de Cd (NOs), diluido en 1
litro de HNO3; al 1 % (solucién estandar de cadmio Sigma 207012 Sigma Aldrich)
preparada con concentraciones de 0.05, 0.1, 0,2, 0.3,0.4, 0.6, 0.8 pg/mL. El procedimiento
para determinar el contenido de plomo en los tejidos de las lombrices fue el mismo, excepto

que las lecturas se llevaron a cabo con una longitud de onda de 217 nm y su determinacion
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fue mediante una curva patron de Pb (NOs), diluido en 1 litro de HNO3 al 1% (v/v)
(Fleming y Richards, 1981; Abernathy, 1999).

5.6 Pruebas de toxicidad del Cdy Pb en la contraccion muscular

Los ensayos de contraccion muscular se realizaron en la especie A. gracilis y se utilizaron
tejidos representativos de la lombriz: a) el tejido intestinal seccién buche-molleja, y b) el
tejido somatico de la pared corporal de la lombriz de tierra A. gracilis, en presencia y

ausencia de cadmio y plomo.

5.6.1 Preparacion de los tejidos buche-mollejay pared muscular de la
lombriz

Tejido buche-molleja: se seleccionaron lombrices de tierra adulta, se colocaron en hielo
para su anestesia, luego se montaron en una placa de parafina en presencia de una solucién
fisiolégica compuesta de 102 mM de NaCl, 1.6 mM de KCI, 1.8 mM de CaCIZ, y 5 mM de
Hepes a un pH de 7.2 (solucion Worm) y a temperatura ambiente (Ukena et al., 1995).
Con la ayuda de un estereoscopio se sujetd del prostomio y de la parte terminal posterior,
(pigidio) con alfileres, se le realiz6 una diseccion longitudinal por la parte dorsal, la cual
inicio cerca del clitelo hasta la cavidad bucal; cada parte disecada se sujeté con alfileres
(Berman, 1992). Posteriormente, la seccion buche-molleja se desprendio de la lombriz, se
sujetd de las partes terminales con hilo de seda y se suspendid en una cdmara previamente
preparada con 1.5 mL de la solucion Worm (Ukena et al., 1995).

Para la deteccion de los cambios de la contraccion muscular se tomaron en cuenta los
siguientes parametros: a) la tension basal, b) cambios en la frecuencia y, c) la tension pico.
La tension basal indica la fuerza de contraccion inicial del musculo; los cambios en la
frecuencia, se refieren a los ciclos de contraccion y relajacion; y la tension pico, es la fuerza
de contraccion maxima alcanzada. Inicialmente se registraron las contracciones ritmicas

espontaneas, y luego se adicioné acetilcolina para establecer la funcionalidad del tejido.
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Luego a cada preparacion se le agrego el Cd o el Pb segun correspondiera. En estos ensayos

se eligieron las concentraciones de 0.65 y 65 pg/mL de Cd y de 36 y 368 pg/mL de Pb.

Tejido pared corporal: se seleccionaron lombrices adultas, se colocaron en hielo para su
anestesia, se montaron en un panel de parafina y se sujet6 el prostomio de la lombriz con un
alfiler. Con la ayuda de un estereoscopio a nivel del clitelo y por la parte dorsal de la
lombriz se realizd un corte, que se siguié hasta el prostomio. Posteriormente con extremo
cuidado para no dafiar el cordon nervioso ventral y para dejar libre esta porcion de pared
corporal, se procedio a eliminar lo que corresponde al intestino. Para obtener esta porcién
de pared corporal se contaron de 5 a 10 segmentos partiendo después del segundo segmento
del prostomio, se realizd un corte transversal, la porcion obtenida se sujetd de ambos

extremos con hilo de seda y se colocd en una camara con solucién fisioldgica cuya
composicion fue de: 140 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 1.8 mM de CaCl,, 1.0 mM de

MgCIZ, 0.1 mM de Hepes (acido N-2-Hidrixietilpiperacina-N’-2-etanosulfonico) a un pH

de 7.3 y a temperatura ambiente (Hassoni et al., 1985).

La fuerza de contraccién y el perfil de las espigas fueron los parametros analizados a las
concentraciones previamente mencionadas (0.65y 65 pg/mL de Cdy de 36 y 368 pg/mL
de Pb. Aqui se considerd utilizar concentraciones mayores a las encontradas en pruebas de
contacto, debido a que en pruebas de suelo de sitios mineros y pruebas de suelo artificial

adicionado con los metales Cd y Pb, se han reportado concentraciones en suelo muy altas.

5.7 Evaluacién de la prueba de escape al Cd y el Pb en suelo artificial por A.
gracilis y E. fétida.

Modelo de probabilidad y conducta de escape.

Fundamento: En general todos los anélidos estan provistos de un sistema sensorial, asi,
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Figura 3. Sistema de registro para determinar el efecto de los metales cadmio y plomo en
la contraccion muscular de las preparaciones buche-molleja y pared muscular

podemos citar la presencia de fotorreceptores, estructuras sensoriales a través del
tegumento y la cuticula o cubierta externa con funcion de quimiotaxis y tactil (Barnes,
1977). Estudios clasicos de comportamiento en estos invertebrados han demostrado las
respuestas condicionadas a la luz (Ratner y Miller, 1959). Algunos reportes indican que

bajo condiciones poco favorables para su habitat, la lombriz presenta una conducta de
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escape o de evasion (Peeke y Herz, 1967; Berman, 1992).

Para determinar la distribucion de las lombrices, los primeros ensayos se realizaron con la
lombriz de tierra A. gracilis. Se realizaron en una cadmara con suelo artificial cuya
composicion fue a base de 20 % de caolin, 10 % materia vegetal en descomposicién, 69 %
de arena fina y 1 % de carbonato de calcio pulverizado para ajustar el pH (Edwards y
Bohlen, 1996), sin Cd ni Pb. Esto se repitié 10 veces con 10 lombrices adultas.

Después, para desarrollar las pruebas de escape o de evasion, se disefid un modelo de
probabilidad con dos compartimientos (figura 4); uno de ellos contenia el suelo artificial
(control). El otro compartimiento tenia el suelo antes descrito mas Cd o Pb dependiendo del
metal a examinar. De las pruebas por contacto con Cd se obtuvo una CLsy de 3.4 pg/cm?
para las pruebas de inmersion. Se uso dicho valor multiplicado por el area de superficie de
la caja de Petri, cuyo valor corresponde a 195 pg/mL. Para las pruebas de plomo el valor
fue de 19.5 pg/cm® equivale a 1106 pg/mL. Como en estas pruebas sélo se pretendia
conocer el escape o la evasion de las lombrices de un medio contaminado con respecto a
otro no contaminado con los metales, se utilizé una concentracion 3 veces mas pequefia que
la mencionada anteriormente de Cd y de Pb (65 y 368 pg-g™, respectivamente), ya que en
el suelo artificial los metales son inmovilizados por la materia organica (Wang 2010). En el
compartimiento contaminado se colocaron 10 lombrices y se determiné cuéntas de ellas
permanecian en este medio o0 cuantas emigraban al suelo control (sin metal). Este
procedimiento fue repetido 10 veces, al final los resultados se reportaron en porcentajes y
se analizaron por la prueba de chi-cuadrada.

Es importante sefialar que durante el desarrollo de este trabajo aparecieron numerosos
reportes publicados de la prueba de escape con el sinénimo de prueba de evasién, en los
cuales se confirmo nuestra hipétesis, acerca de la sensibilidad de las lombrices para detectar
contaminantes presentes en el suelo. Dicha prueba adquirié una relevancia como una
prueba de campo para evaluar sitios contaminados dentro de las otras pruebas de toxicidad |

suelo, debido a su significado ecotoxicolégico. Actualmente, es una de las pocas pruebas
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con un valor en el ensayo de riesgo aprobada por organizaciones internacionales como la
ISO, ASTM, OECD. En este trabajo se adopté la norma ISO 2008 para estudiar el
comportamiento de escape o de evasion en la especie E. fétida.

En la prueba se utilizd suelo artificial como se describié anteriormente, y se estudio la
evasion al Cd a concentraciones de 8, 16, 48, 150 ug/g de suelo, mientras que para el Pb se
usaron concentraciones de 100, 226, 400 y 800 pg/g de suelo.

La prueba se hizo en contenedores de plastico de 500 mL con dimensiones de 12 x 11 x 8
cm, los cuales fueron llenados por mitad con suelo artificial sin contaminar a una altura de
6 cm, mientras que la otra mitad se llen6 con suelo contaminado con las concentraciones
descritas anteriormente.

Al inicio de la prueba 10 lombrices fueron colocadas al centro del recipiente en la linea
divisoria de los suelos, tapadas con plastico perforado colocadas en una cadmara a 20 °C con
humedad constante 50 + 10%. Las lombrices no fueron alimentadas durante la prueba,
después de 48 h cada parte de suelo control y suelo contaminado fueron separados
manualmente, las lombrices se contaron a cada lado de la camara y se calculo la

distribucion porcentual a cada lado.
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Colocacionde las lombrices
en linea media, N=10

Suelo testigo Suelo con
CdoPb
Cubiertatransparente
\y -
Alto 6 cm Ancho 11 cm
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Figura 4. Camara de dos espacios disefiada para el estudio de la prueba de escape con la
lombriz de tierra A. gracilis en un suelo artificial con plomo y cadmio.

5.8 Evaluacion de la secrecién mucosa cutanea inducida por el Cd y el Pb

Para estimar la secrecién mucosa, las lombrices fueron colocadas en una caja de Petri
cubierta con un papel filtro humedecido con agua destilada e incubadas por un periodo de
24 horas para permitir el vaciado del tubo intestinal. Las lombrices fueron lavadas con una
solucion fisioldgica compuesta de 125 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI y 2.0 mM de Tris
buffer, pH = 7.4 (Ukena et al., 1995).

La secrecion mucosa cutanea fue inducida por un estimulo con CdCl, (66 pg/mL) o un
estimulo eléctrico de baja corriente (174 mA) por 2 milisegundos. Para cuantificar la
secrecion mucosa las lombrices individuales fueron colocadas y pesadas en cajas de Petri

previamente taradas; después de ser estimuladas, se retiraron y las cajas de Petri se
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volvieron a pesar. La diferencia de peso fue considerada como la cantidad de moco
secretado.

Para analizar la fluorescencia de la secrecién mucosa, se utilizd el microscopio Axioscope
con la configuracion de epifluorescencia con un par de filtros para fluoresceina (longitud de
excitacion 490 nm / 515 nm longitud de emision). El estudio de microscopia confocal de las
vesiculas se hizo con una unidad confocal de barrido FV300 acoplada a un microscopio
Olympus (Olympus Optical Co.Ltd., Japon).

Para la excrecion de moco, la lombriz de tierra primero fue depurada de su tubo digestivo
colocandola en una caja de Petri con solucién Worm por 12 h, enseguida se estimul6 con
CdCl; o un pulso eléctrico de baja corriente (17+4 mA) por 2 milisegundos. La caja de
Petri fue colocada en la platina del microscopio y para observar la muestra se utilizé un
objetivo de inmersién (UPLFL 40x). La excitacion se hizo mediante un laser de Argon
operando con un par de filtros para Fluorescin-Isotiocianato. Barridos repetitivos fueron
realizados en el plano z y subsecuentemente sometidos al analisis con el software Flowview

(Olympus Optical Co. Ltd., Japdn).

5.8.1 Analisis cinematico de la secrecién mucosa cutanea.

Para estudiar el mecanismo de la secrecion mucosa en tiempo real, se hicieron camaras de
observacion con portaobjetos y parafilm de 1 mm de ancho x 1mm de alto por 5 cm de
longitud. La profundidad de las camaras fue lo suficiente estrecha para mantener al
organismo dentro de ella: al tener dos paredes de parafilm y un fondo de vidrio, hizo
posible mantener a la lombriz en un espacio pequefio humedecido con agua. Esto minimizé
la locomocién y permitié una observacion de la secrecion después del estimulo. La
secrecion fue filmada a una velocidad de 30 fotos/segundo con el apoyo de una cdmara de
color de CCD (Panasonic GP-KR222) acoplada a un microscopio de inspeccion con zoom
2.5-10x (Edmund Scientific, Inc. USA). Videoclips de 5 min de duracion fueron grabados y
digitalizados con software Pinnacle Studio ver 7. EI campo de observacion fue iluminado

con una fibra optica circular. La secrecion fue estudiada en 60 individuos, en la seccion de
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resultados se presentan secuencias del evento en dos videoclips.

5.9 Métodos estadisticos.

Los resultados fueron expresados como la media + la desviacion estandar de réplicas.

Para la determinacion de la concentracion letal 50, los resultados fueron analizados por
medio de una transformacion probit-logaritmo (Gad y Weil, 1989), utilizando el programa
de software Prisma Graph-pad ver 3.0.

Las concentraciones de los metales Cd y Pb evaluadas por espectroscopia de absorcion
atodmica se relacionaron con las concentraciones colocadas en el papel filtro con un analisis
de regresion lineal simple, y un andlisis de varianza de una via. Mientras que las
determinaciones de los metales Cd y Pb en las pruebas de inmersion, se analizaron a través
del andlisis de varianza de una y dos vias, y la comparacion de medias fue realizada con
una prueba de Dunett (Gad y Weil, 1989).

Los resultados de las pruebas de escape de A. gracilis, se analizaron con la prueba de chi-
cuadrada con una tabla de contingencia de 2x2 (Gad y Weil, 1989, Sousa et al., 2010). Las
pruebas de evasion de E. fétida, se reportan como % de evasién calculados con la ecuacion
% evasion= ((C-T)/N)*100 y se graficaron en diagramas de cajas y bigotes, debido a que
éstas permiten una visualizacion mas adecuada de la variabilidad de los resultados.

Los resultados de las pruebas sobre la contraccion muscular son representados como un
trazo caracteristico, sin embargo, los experimentos fueron repetidos al menos 5 veces, las
diferencias entre los valores control y los valores experimentales fueron analizadas a través
de pruebas de medias de t-Student pareada (Gad y Weil, 1989).

Las pruebas estadisticas se calcularon con el paquete de software Prisma Graphpad

considerando como nivel significativo un valor de p< 0.05.
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VI. RESULTADOS

6.1 Pruebas de toxicidad por contacto del Cd y Pb en las lombrices A.
gracilis y E. fétida

6.1.1. Signos de toxicidad y CLso para el cadmio

Las lombrices al ser expuestas al Cd mostraron signos de intoxicacion observables a
simple vista en todas las concentraciones probadas. Reaccionaron inmediatamente con un
movimiento rapido, con deseo de escape y expulsion de moco. La expulsion de moco fue
observada como un fluido pigmentado de color amarillo (figura 5a). También se observaron
anormalidades fisio-morfologicas tales como movimiento lento con temblor de la parte
anterior, enrollamiento, magullamiento de la epidermis, segmentacion pronunciada,
hemorragia por la cavidad bucal, inflamacion desde el prostomio hasta el clitelo y un anillo
necrotico pre-clitelar (figura 5b-e). Se observé retraccion del prostomio e inflamacion en
los segmentos del 7 al 12 de la region anterior, y en la parte posterior ocurrié segmentacion
pronunciada (figura 5b-c, figura 6b, c). La segmentacion pronunciada o constriccion fue
seguida de autotomia en la region posterior después de las 24 horas de exposicion de las
lombrices en las concentraciones mas altas (figura 5d). Algunas lombrices mostraron una o
mas zonas de inflamacion intensa en la region post-clitelar, cerca del segmento nimero 30
(figura 5¢-d). La inflamacidn fue asociada con una coloracion rojiza y fusion de segmentos
de la regién anterior del cuerpo, algunas veces se rompia con sangrado, conduciendo a la
muerte.

En la tabla 1 se describe detalladamente el curso temporal de los signos de toxicidad
producidos por el cadmio. Los controles mostraron una apariencia normal durante todos los
tiempos registrados. Al exponer las lombrices a las diferentes concentraciones, todas
mostraron de inmediato un movimiento rapido con deseo de escape y expulsion de moco.
Las que se sometieron a la concentracion de 1.1 pg/cm? empezaron a tener dificultad en su
movimiento con cierto temblor de la parte anterior y prostomio dilatado, enrollamiento,
magullamiento de la epidermis, y a presentar una segmentacion pronunciada de la parte

posterior a partir de las 12 horas. Estos signos fueron completamente visibles a las 24 horas
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y asi se mantuvieron hasta las 48 horas sin llegar a la muerte. Los signos descritos
anteriormente los manifestaron todas las lombrices en las diferentes concentraciones hasta
las 12 horas. Las lombrices expuestas en la concentracién 2.1 pg/cm? presentaron la
descripcion mencionada, sélo que a las 48 horas una de ellas perecio quedando un total de 9
al final de este tiempo. Las concentraciones de 3.2 y 4.2 pg/cm? de Cd, alteraron a las
lombrices en la forma descrita anteriormente hasta las 12 horas, pero a las 24 horas de
exposicion, murieron 2 en cada concentracion con hemorragia en la cavidad bucal. A las 48
horas, 2 mas de la concentracion 3.2 pg/cm® y 6 de las que permanecian en la
concentracion 4.2 pug/cm?, murieron, quedando al final 6 en la concentracion de 3.2 ug/cm?,
y 2 en la concentracién de 4.2 pg/cm®  Las lombrices expuestas a la concentracion de
6.3pg/cm?, expresaron los signos de intoxicacién ya mencionados, pero a las 24 horas, 2 de
las sobrevivientes empezaron a sufrir inflamacion desde el prostomio hasta el clitelo con la
aparicion de un anillo necrotico intenso a la altura de éste, llegando a perder el movimiento
por completo (signo de muerte), a las 48 horas. Las lombrices que permanecieron en las
concentraciones de 8.5, 10.6, 12.7 y 16.9 pg/cm?, también sufrieron todos los dafios
mencionados, sin llegar a superar las 24 horas. Con estos resultados se dedujo que la CLs
fue de 3.4 ug/cm? (2.9 - 3.9 pglcmd).

En E. fétida la toxicidad del cadmio se expreso de la misma forma que en A. gracilis. Sin
embargo, las concentraciones a las cuales aparecieron dichos signos fueron mas altas a
aquellas aplicadas en A. gracilis; por ejemplo, alteraciones morfolégicas como
hinchamiento de la regién pre-clitelar y sangrado fueron observadas después de 12 horas en
las lombrices expuestas a concentraciones > 10 pg/cm?y la CLsy para el cadmio fue 16.6
ng/cm? (14.6 - 19.1 pg/cm?).
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Figura 5. Cambios morfologicos encontrados en las lombrices expuestas al cadmio y el
plomo por contacto. Los nimeros en negro son las concentraciones del metal (a) Secrecién
mucosa, (b) inflamacion, (c) segmentacion y edemas, (d) autotomia, (€) Constriccion
pronunciada, (f) enrollamiento, (g) sangrado y muerte.

6.1.2 Signos de toxicidad y CLso para el plomo

Las lombrices de la especie A. gracilis al exponerse al plomo, fueron experimentando
signos de toxicidad parecidos a los producidos por el cadmio y se describen conforme
fueron apareciendo al incrementarse las concentraciones durante 48 horas de exposicion. Al
principio mostraron movimiento rapido con deseo de escape y expulsion de moco, después
movimiento lento con temblor de la parte anterior, epidermis magullada, segmentacion
pronunciada e inflamacion desde el prostomio hasta el clitelo.

En la tabla 2 se describen dichos signos producidos en el grupo de lombrices expuestas en
cada concentracién de plomo. Los controles se mostraron libres de alteraciones durante
todos los tiempos observados. Al introducir las lombrices en las diferentes concentraciones
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Tabla 1. Signos de toxicidad inducidos por el Cd en la lombriz de tierra A. gracilis
durante 48 h de exposicion.

Concentraciogles Tiempos de observacion
de Cd (pg/cm”) |2 h 12 h 24 h 48 h Muerte total
0 A A A A 0
1.1 M ML ML ML 0
2.1 M ML ML 1ML 1
3.2 M ML 2H 2 H 4
4.2 M ML 2H 6 H 8
6.3 M ML 8 Pl 2 Pl 10
8.5 M ML 10 PI 10
10.6 M ML 10 PI 10
12.7 M ML 10 PI 10
16.9 M ML 10 PAI 10

Pruebas de toxicidad por contacto en papel filtro con 10 lombrices en cada concentracion.
A = Apariencia normal

M = Movimiento rapido con deseo de escape y expulsion de fluido celomico.

ML= Movimiento lento con temblor de la parte anterior y prostomio dilatado, epidermis
magullada, segmentacién pronunciada.

H = Hemorragia por la cavidad bucal, autotomia de la region posterior.

Pl = Parte anterior inflamada, anillo necrotico a la altura del clitelo.

expresaron movimiento rapido con deseo de escape y expulsién de moco manteniéndose en
ese estado durante las primeras 2 horas. Las que se sometieron a una concentracion de 3.3
png/cm? mostraron movimiento lento con temblor de la parte anterior y prostomio dilatado,
epidermis magullada y, segmentacion pronunciada a partir de las 24 horas. Las
concentraciones de 6.6 y 13.2 pg/cm? presentaron estos efectos hasta las 24 horas, y a las
48 horas, 1 lombriz de cada tratamiento de concentracion habia muerto. Estos primeros
signos de toxicidad también se presentaron a las 12 horas en las lombrices que se
expusieron a las concentraciones de 19.8 y 26.4 ug/cm?, la muerte de 4 de ellas en cada
concentracion se observé a las 24 horas, con inflamacion desde el clitelo hasta el
prostomio; las sobrevivientes también presentaban estas caracteristicas, al llegar a las 48

horas, 2 en la concentracion de 19.8 ug/cm2 y5dela26.4 ug/cm2 habian muerto, quedando
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un total de 4 y 1 respectivamente, al final de este tiempo. Las lombrices que permanecieron
en las concentraciones de 39.7 y 52.9 ug/cm? manifestaron todos los signos antes descritos
hasta las 12 horas, a las 24 horas, 7 murieron en la concentracion de 39.7 ug/cm?y, 8en la
de 52.9ug-cm™, no sobreviviendo ninguna a las 48 horas. Finalmente, la concentracién de
66.1 pg/cm?eliminé a todas las lombrices a las 24 horas, con la previa manifestacion de los
signos de toxicidad ya sefialados. De estos resultados se desprende que la CLso para el
plomo fue de 19.5 pg/cm? (18.5 - 20.5 pg/cm?).

Las lombrices de la especie E. fétida expuestas al plomo mostraron los mismos signos de
toxicidad a los descritos en la especie A. gracilis pero, también en este caso dicha especie
fue menos sensible a la toxicidad del plomo, debido a que la CLso resultd ser igual a 39.6
Hg/cm? (36.2 - 43.0 pglemd).

Tabla 2. Signos de toxicidad inducidos por el Pb en la lombriz de tierra A. gracilis
durante 48 horas de exposicion.

Concentraciones Tiempos de observacion
de Pb (ug/cm’) 2h 12 h 24 h 48 h Muerte total
0 A A A A 0
3.3 M M M ML 0
6.6 M M ML 1ML 1
13.2 M M ML 1ML 1
19.8 M ML 4 Pl 2 Pl 6
26.4 M ML 4P| 5Pl 9
39.7 M ML 7 Pl 3 PI 10
52.9 M ML 8 PI 2 Pl 10
66.1 M ML 10 PI 10

Pruebas de toxicidad por contacto en papel filtro con 10 lombrices en cada concentracion.

A = Apariencia normal

M = movimiento rapido con deseo de escape y excrecion de celoma.
ML = Movimiento lento con temblor de la parte anterior y prostomio dilatado, epidermis
magullada, segmentacién pronunciada.
Pl = Parte anterior inflamada, anillo necrotico a la altura del clitelo.
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6.2 Pruebas de toxicidad del Cd y Pb por inmersion en las lombrices A.
gracilis y E. fétida

La exposicion de las lombrices a los metales por inmersion permitié conocer el curso
temporal de captacion de los mismos bajo una observacion continua y sin interrupcion,
durante periodos cortos. Cabe resaltar nuevamente en esta seccion de experimentos que las
lombrices al ser introducidas en la solucién con el cadmio o plomo, expulsaron moco de

inmediato en todos los tiempos examinados.

6.2.1 Toxicidad del cadmio por inmersion.

Al introducir las lombrices en la solucién con cadmio o plomo, expulsaron moco y se
movieron rapidamente. Después de los 10 minutos se observaron plegadas. Al prolongar el
tiempo de exposicion por mas de 30 minutos, fueron mostrando un aspecto extendido y
flacido. En la tabla 3 se muestran los resultados de los tiempos de exposicion de las
lombrices (4rea sombreada) y los tiempos de observacion después de que fueron expuestas
(&rea clara). Las lombrices controles permanecieron en condiciones normales durante todo
el tiempo de los ensayos. Las lombrices que se expusieron 5 minutos, mantuvieron el
movimiento, pero sin deseo de escape, su apariencia general fue normal durante todos los
tiempos observados. Sin embargo, en los periodos de 10, 15 y 20 minutos, presentaron
ausencia de movimiento, pero respondian a un estimulo mecanico mediante puncion suave.
Estas lombrices lograron recuperar su movimiento a los 120 minutos después de su
permanencia en el medio sin el metal. Lo anterior no sucedi6 con las expuestas durante los
tiempos de 30, 60, 90 y 120 minutos. A estos tiempos con el toxico perdieron su

movimiento por completo y al final murieron.

6.2.2 Toxicidad del plomo por inmersion.

La tabla 4 muestra los tiempos de exposicién de las lombrices en cloruro de plomo (area
sombreada) y los tiempos de observacion después de su exposicion (area clara). Las
lombrices que fueron expuestas durante 5, 10 y 15 minutos, se movian hasta cierto punto
normalmente, pero sin deseo de escape, al término de la observacion su movimiento era

dificultoso y no-coordinado. Las que permanecieron en la solucion toxica durante 20, 30,
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60, 90 y 120 minutos, no presentaban movimiento, aunque si respondian al estimulo

mecéanico, permaneciendo en ese estado hasta el término del experimento, no se observo

muerte.

Tabla 3. Curso temporal de exposicion de A. gracilis y E. fétida a Cd por inmersion.

Tiempo de exposicion de
las lombrices en la
solucion de CdCl,

Tiempos de observacion (min)

(195 pg/mL). 0 5 |10 | 15 | 20 | 30 | 60 | 90 [ 120 | 24h
Testigo I I I e
++ |+ [+ [+ 4+
-E+ |-E+ |-E+ |+ +
-E+ |-E+ |-E+ |+ +
-E+ |-E+ |-E+ |+ +
<D —»E+ |-E+ |-E+ |-E+ |-
~—_ A
_'T_E+ -E+ |-E+ |-
—
] —>» F+ |[-E+ |-
—J
vz — JE+ |-

+++ | Movimiento rapido con deseo de escape

++ | Movimiento sin deseo de escape

+ Movimiento con dificultad

-E+ | Sin movimiento responden a estimulo
mecanico (puncion suave).

- Muerte
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Tabla 4. Curso temporal de exposicion de A. gracilis y E. fétida a Pb por inmersion.

Tiempo de exposicion de Tiempos de observacion (min)
las lombrices en la
solucién de PbCl,
(1106 pg/mL). 0 5 10 |15 |20 | 30 | 60 | 90 | 120 | 24h
Testigo +t | Ftt | At [ [ [ | | | At
++ |+ [+ [+
++ |[++ [ ++ |+
++ |[++ [++ |+
-E+ |-E+ |-E+ |-E+
/\
A ~ -E+ [-E+ |-E+ |-E+ |-E+
-E+ |-n+ [-E+ |-E+
—
v B—
—J =< -E+ |-E+ |-E+
N = — b | e

+++ | Movimiento rapido con deseo de escape

++ | Movimiento sin deseo de escape

+ Movimiento con dificultad

-E+ | Sin movimiento responden a estimulo
mecanico (puncion suave)

- Muerte
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6.3 Lesiones histopatoldgicas producidas por los metales Cd y Pb en las
lombrices E. fétida

El estudio por histopatologia de secciones del cuerpo de las lombrices control, ilustraron
una arquitectura del cuerpo normal con musculos longitudinales y circulares intactos
(figura 6 a). Las lombrices expuestas a concentraciones mas altas que 10 pg/cm? de cadmio
por contacto revelaron cambios estructurales en la region ventral (figura 6 b, c). ElI cadmio
afectd de manera importante la pared ventral del cuerpo de las lombrices. Algunas
lombrices con inflamacion en la region pre-clitelar presentaron ruptura del canal
alimentario con grandes lesiones en los vasos y sangrado interno (figura 6 b, c¢). La
membrana cuticular y la capa del ectodermo, fueron severamente dafiadas y desprendidas
de la capa muscular. Espacios o desprendimientos se observaron en la capa del musculo
circular interno (figura 7 b, c), y la superficie externa del tejido afectado se empezé a

disociar (figura 7 d).

dorsal

ventral

Figura 6. Microfotografias de cortes longitudinales de lombrices E. fétida expuestas al
cadmio por la prueba de contacto. (a) Lombriz control, (b) lombriz expuesta al cadmio con
constriccion en segmentos VI1I-XI1, (c) lombriz con dafio ventral y hemorragia interna.
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Figura 7. Microfotografias del dafio estructural causado por los metales cadmio y plomo en
las lombrices E. fétida y A. gracilis. (a) Estructura normal lombriz control, (b)
desprendimiento de la cuticula, (c) desprendimiento de la epidermis y (d) desorganizacién
de la capa muscular.

Los efectos causados por el cadmio fueron analizados por microscopia electronica de
barrido (SEM). Las lombrices control mostraron una integridad normal de la region del
prostomio y superficie corporal (figura 8 a, b). Por el contrario, en las lombrices expuestas
al cadmio ocurrié un desprendimiento y pérdida de cuticula en el prostomio (figura 8 c),
ademas, de un encogimiento de los segmentos, plegamiento de la epidermis y
desprendimiento de la capa muscular (figura 8 d). La localizacién del cadmio dentro del
cuerpo se explord por microandlisis de rayos-X (EDX) en muestras preparadas por SEM. El
cadmio no se detectd en la superficie externa de las lombrices, pero si se encontr6 en la
secrecion de moco cuténeo, desechos celulares y en el tejido cloragégeno (figura 9 a, b). El
estudio a través de microscopia de luz y microscopia de barrido en secciones transversales
mostraron al tejido intestinal con el epitelio cloragogeno (figura 10 a, b). Este epitelio esta
formado por una sola capa de células columnares que en presencia de cadmio se observan

desprendidas de su membrana basal (figura 10 c, d), y como ya se mencioné anteriormente,
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el analisis por microscopia de rayos-X, indicé la presencia de cadmio en esta preparacion
(figura 5 b).

r oo T Bection image 1 o 1 Bectronimage 1

— o - A T Bectron wage 1 ' “Opn 1 Bectron image 1
Figura 8. Microfotografias electronicas de barrido. (a) prostomio de lombrices control, (b)
pared muscular control (c) Prostomio de una lombriz expuesta y (d) pared muscular. En
ambos se aprecia la ruptura de la cuticula y constriccion segmental.
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Figura 9. Microfotografias electronicas de barrido con analisis de dispersion de rayo x. (a)
secrecién mucosa de lombrices estimuladas con cadmio y espectrograma de barrido donde
se puede observar el pico de emision del cadmio y otros metales. (b) muestra de tejido
cloragdgeno y espectrograma con picos caracteristicos del cadmio.
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Figura 10. Cortes transversales de lombrices contaminadas con cadmio. (a)
Microfotografia de una seccion distal mostrando el intestino, (b) amplificacién donde se
indica la presencia del tejido cloragdgeno. (c) Microfotografia electrénica de barrido del
tejido cloragogeno y (d) Células de epitelio cloragégeno donde se localizé el cadmio.

6.4. Bioacumulacion del cadmio y del plomo en los tejidos de las lombrices
por contacto.

6.4.1. Bioacumulacién de cadmio.

En la figura 11 se muestran las concentraciones de Cd acumuladas en los tejidos de las
lombrices A. gracilis y E. fétida a través de su exposicion por contacto al final del tiempo
de exposicion. Se encontré que ambas lombrices acumularon el metal de una manera
dependiente de la concentracion externa. Para el caso de la lombriz A. gracilis, la
concentracion de cadmio acumulada con respecto a la concentracion en el papel filtro, fue
analizada por una regresion lineal de dichas variables e indicd una correlacion directa entre
las concentraciones corporales del Cd y las concentraciones de exposicién (r = 0.88). Por lo
tanto, se puede decir que a medida que se incremento la concentracion del metal en el papel
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filtro, aument6d su acumulacién en las lombrices. Es importante mencionar que en las
lombrices control se encontré una concentracion de 2.17 + 0.76 g de Cd /g de tejido seco
y en las lombrices expuestas, las concentraciones variaron desde 14.84 + 2.03 a 233.99 £
42.59 ug de Cd /g de tejido seco. El factor de bioacumulacion (FBA) definido como el
cociente de la concentracion alcanzada en el tejido con respecto a la concentracion del
papel filtro se calculd a través del valor de la pendiente y fue FBA = 14. En las lombrices
control de la especie E. fetida (figura 11) se encontr6é una concentracion basal de 4.2 £ 1,
mientras que en las lombrices expuestas, las concentraciones variaron desde 76.66 + 20.81
a 376.76 + 15.27 ug de Cd /g de tejido seco. Para el andlisis de estos datos se utilizd un
modelo de un crecimiento exponencial con saturacién, el FBA=17.8.
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Figura 11. Concentraciones de cadmio acumuladas en los tejidos de las lombrices A.
gracilis y E. fétida despueés de su exposicion por contacto. Cada punto representa la
media + la desviacion estandar de tres determinaciones.

6.4.2. Bioacumulacion del plomo.

La figura 12, muestra las concentraciones de Pb acumuladas por las lombrices A. gracilis

y E. fétida mediante su exposicion por contacto. Para el caso de la lombriz A. gracilis, la
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concentracion de plomo acumulada en la lombriz con respecto a la concentracion en el
papel filtro, fue analizada por una regresion lineal de dichas variables, el analisis de
regresion lineal entre las dos variables indico una correlacion directamente proporcional
entre las concentraciones de los tejidos y las de exposicion (r = 0.9). La concentracion
encontrada en los testigos fue de 2.23 + 0.60 g de Pb /g de tejido seco y en las expuestas
se detectaron valores desde 11.16 + 8.21 a 354.62 + 59.31 pg de Pb /g de tejido seco, con
un FB = 4.8. Para la lombriz E. fétida, se encontré una concentracion basal 3.5 £+ 1.8,
mientras que en las lombrices expuestas, las concentraciones variaron desde 10.00 £ 4.61 a
206.48 + 10.15 pg de Pb /g de tejido seco. El factor de bioacumulacion fue menor que
para A. gracilis FB = 2.6
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Figura 12. Concentraciones de plomo acumuladas en los tejidos de las lombrices A.
gracilis y E. fetida después de su exposicion por contacto. Cada punto representa la
media + la desviacion estandar de tres determinaciones.
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6.5. Bioacumulacion del cadmio y del plomo en los tejidos de las lombrices
por inmersion.

6.5.1. Curso temporal de la bioacumulacién del cadmio.

El curso temporal de captacion del Cd por las lombrices durante su exposicion por
inmersion al Cd, se muestra en la figura 13. En la ordenada se exponen las concentraciones
corporales del Cd y en la abscisa, se grafica el tiempo de exposicion (0 a 120 minutos).
Cada concentracion representa una media de tres determinaciones. La concentracion
encontrada en los controles fueron de 1.24 + 0.59 pg Cd /g de tejido seco, cuyos valores
son similares a los de los controles expuestas por contacto. Se observo que en los primeros
10 minutos de exposicion, la concentracion de Cd en los tejidos se incrementd hasta
alcanzar un pico maximo de 28.06 + 14.72 ug Cd /g de tejido seco (p<0.001), después las
concentraciones tendieron a disminuir hasta los 30 minutos de exposicién (13.64 + 4.97 ug
Cd /g de tejido seco). Al pasar este tiempo, las concentraciones corporales nuevamente
indicaron un ascenso continuo hasta llegar a los 120 minutos (33.17 £+ 10.36 pg Cd /g de
tejido seco). El andlisis de varianza (F = 4.4; p = 0.002) mostré que hubo diferencias
estadisticamente significativas entre medias. La comparacién de acuerdo a la prueba de
Dunett entre las medias de los controles y tratados, fue diferente con respecto a los valores
de todos los tiempos. La comparacion de pares de medias experimentales fue hecha con un
analisis de comparacion multiple (Rosner, 1982), sobresaliendo la diferencia de las medias
de 60, 90, y 120 min (p<0.05) con respecto a las medias de los tiempos de 5, 15, 20, 30
min, y la no diferencia entre los tiempos de 60, 90 y 120 contra el valor pico a los 10 min
(p>0.1). Un analisis de varianza de dos vias, mostré diferencias en la bioacumulacion entre

las especies A. gracilis y E. fétida a los tiempos de 10, 30, 60 y 120 min.
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Figura 13. Curso temporal de captacion del cadmio en el tejido de la lombriz de tierra A.
gracilis y E. fétida después de su exposicion a diferentes tiempos por inmersion. Cada
punto representa la media + la desviacién estandar de tres determinaciones.

6.5.2. Curso temporal de la bioacumulacién del plomo por inmersién.

En la figura 14 se observa el curso temporal de captacién por las lombrices durante su
exposicion por inmersion al Pb. Al igual que con el Cd, se hizo una valoracion de 0 a 120
minutos; cada concentracién representa una media de tres determinaciones. Con este metal
la concentracion en los tejidos control fue de 2.98 + 1.55 pg Pb/g de tejido seco, la
concentracion de plomo en los tratados, se incrementd ligeramente a los 10 minutos de
exposicion (20.13 + 2.48 ug Pb/g de tejido seco, p<0.05), después la concentracion fue en
descenso hasta los 20 minutos, tiempo en el que nuevamente empez6 a incrementar en
forma constante hasta los 120 minutos, cuyo valor se registré en 54.27 + 6.12 ug Pb/g de
tejido seco (F =38.8 ; p <<0.001).

Para ambos metales se puede observar en las figuras mencionadas que existe un patrén de
concentracion en los tejidos semejante; primero se observé un aumento a los 10 minutos,
luego un descenso hasta los 20 y 30 minutos, después el patron de concentracion es

ascendente sin interrupcion hasta los 120 minutos de exposicion. Con la prueba de Dunett
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se encontr6 que todos los valores experimentales fueron estadisticamente diferentes con
respecto al control (p<0.05). El andlisis estadistico con una prueba de comparacion
multiple reveld que el valor del pico de 10 min fue diferente a los valores de 0, 5, 60, 90 y
120 min, y que los valores de 60, 90 y 120 min fueron diferentes con respecto a los valores
de los tiempos cortos (5, 15, 20 y 30 min). El andlisis de varianza de dos vias, mostr6é que
no hubo diferencias en la bioacumulacion entre las especies A. gracilis y E. fétida.

6.6. Efectos del Cdy Pb sobre la contraccién muscular de los tejidos de la
lombriz de tierra A. gracilis.

Otra tarea de este trabajo fue demostrar la toxicidad del Cd y Pb a nivel de la contraccion
muscular en los tejidos buche molleja y pared muscular. Para demostrarlo desarrollamos la
metodologia descrita en material y métodos. Como no existian datos en la literatura al
respecto, primeramente se determiné el comportamiento de la contraccion muscular de los

tejidos; intestinal (seccion buche-molleja) y pared corporal.



50

401

o
S
"—
235 301
= ©

(8]
9
o o
o o
o T
T =
c -lq-,- 204
0 o
0T l
B2 -~ Amynthas gracilis
= 2 -=- Eisenia foetida
o a
o 10
o
o

0 ) 1 Ll Ll I 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figura 14. Curso temporal de captacion del Pb en el tejido de la lombriz de tierra A.
gracilis y E. fétida después de su exposicion a diferentes tiempos por inmersion. Cada
punto representa la media + desviacion estandar de tres determinaciones.

La contraccion muscular espontanea del tejido buche-molleja de lombrices control se
midi6é como la fuerza de contraccion en gramos en la ordenada y como el tiempo registrado
en la abscisa. Dicho tejido se contrajo y se relajé ritmicamente con una frecuencia de 4
ciclos por minuto y con una fuerza de contraccion de 0.2 a 0.5 gf (figura 15). Una
ampliacién de los primeros tres minutos se ilustra en la parte superior de la figura 15, donde

se observaron claramente las fases de contraccion y relajacion del tejido.

Efecto de la acetilcolina sobre la contraccion muscular del tejido buche-molleja.
Para determinar la funcionalidad de este tejido (tejido liso) generalmente se utilizan algunas
substancias o iones cuya funcion es la de promover la contraccion muscular (Mahmod y

Huddart, 1993). lones como el K* y el Ca?*, o bien un neurotransmisor como la
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acetilcolina, son los indicados. En la figura 16 se muestra el efecto de la acetilcolina a 32
pg/mL, sobre la contraccion muscular espontanea de este tejido. Como puede observarse,
las contracciones espontaneas tipicas de este tejido se registraron normalmente con una
fuerza de contraccion de 0.57 + 0.04 gf, n = 6, pero al adicionar la acetilcolina la fuerza de
contraccion aumento significativamente alcanzando aproximadamente el doble (1.04 £0.1
gf, n = 6, p<0.001) para posteriormente descender paulatinamente sin llegar a la tension
basal inicial. Durante su descenso, el tejido siguio presentando contracciones espontaneas,
pero con una fuerza minima (0.06 = 0.01 g, n = 6, p<0.001) y con ciclos mucho mas

rapidos que los efectuados antes de agregar la acetilcolina.

T

030¢g

S min

Figura 15. Contraccion muscular espontanea del tejido buche-molleja de A. Gracilis; la

parte superior es una ampliacion de los primeros 3 minutos.

La espiga amplia generada es el resultado tipico del efecto de la acetilcolina sobre la

contraccion muscular de este tipo de tejido. De esto se desprende que el tejido buche-
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molleja es completamente funcional para determinar el efecto del Cd y Pb en la contraccion

muscular.

6.6.1 Efecto del Cd y el Pb sobre la contraccién muscular del tejido buche-
molleja de A. gracilis

Al relacionar el valor de la CLsy con la concentracion de cadmio alcanzada en los tejidos
de las lombrices expuestas por contacto, encontramos una valor de aproximadamente 65 ug
/g de tejido seco. Inicialmente se evalu6 una dosis menor de 0.65 pg/mL Cd en la
preparacion del tejido buche-molleja. La figura 17 muestra la actividad del tejido antes de

adicionar el Cd, indicando ciclos de contraccion y relajacion rapidos.

Acetilcolina 32 pg/mL

)

contraccion

Figura 16. Efecto de la acetilcolina sobre la contraccion muscular del tejido buche-molleja
de A. gracilis; el trazo es representativo de 5 registros.
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CdCh 0.65 pg/mL

5 min

Figura 17. Efecto del Cd sobre la contraccion muscular del tejido buche-molleja. El trazo
es representativo de 6 registros.

Cada una de las espigas se encimé una con otra con una fuerza de contraccion 0.47 + 0.06
g, n = 6; al agregar el Cd practicamente no pasé nada 3 minutos después (0.49 £ 0.04 g, n =
6). Su efecto se puede apreciar aproximadamente a los 6 minutos de exposicion; las
espigas se empezaron a espaciar, pero sin llegar afectar el tamario de ellas (0.48 £ 0.07 g, n
= 6). Si se comparan las frecuencias de los ciclos finales de contraccion con las del inicio,
se puede decir que a esta concentracion el Cd ejerce cierto efecto inhibitorio en la

contraccion de este tejido.

En la figura 18 se muestra el efecto del Cd a una concentracién de 65 pg/mL en el mismo
tejido. Inicialmente se observé una actividad espontanea normal con ciclos de contraccion y
relajacion de 4 por minuto, con una fuerza de contracciéon de 0.36 + 0.05 g, n = 6. Cuando
se adiciond el Cd, hubo una inhibicion total a los 26 segundos, y se refleja por la ausencia
de espigas en el trazo (0.04 + 0.005 g, n = 6). Esto significa que a concentraciones por
arriba de 65 pg/mL, tienen un efecto completamente inhibitorio de la actividad muscular de

este tejido.
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CdCl; 65 pg/mL
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Figura 18. Efecto del Cd sobre la contraccién muscular del tejido buche-molleja A.
gracilis. El trazo es representativo de 6 registros.

En estos ensayos también se tomd en consideracion la CLsy del Pb y los niveles
encontrados en los tejidos. La figura 19 muestra un trazo de la actividad basal espontanea
de la contraccion muscular cuya fuerza se estimo en un valor de 0.31 £0.04 g, n =6, con
ciclos ritmicos de contraccion y relajacion de 6 por minuto. Se muestra que a una
concentracion de 36 pug/mL de cloruro de plomo, los ciclos de contraccion y relajacion se
empezaron a separar paulatinamente a los 11 minutos aproximadamente, sin llegar a bajar
la fuerza de contraccion (0.28 + 0.05 g, n = 6). Este comportamiento también se observo
con el Cd ala concentracién de 0.6 pg/mL.

En la figura 20 se observa el efecto del Pb a una concentracion de 368 pg/mL. El trazo
inicial muestra a la actividad basal con una fuerza de contraccién de 0.31 +0.02g,n =6, y
una frecuencia en los ciclos de contraccion y relajacion de 6 por minuto. Al adicionar el Pb
este comportamiento desaparecié notablemente (0.08 £ 0.01 g, n = 6, p < 0.005), los
parametros descritos anteriormente se redujeron al maximo y al final de la exposicion
desaparecieron. Lo anterior indica que esta concentracion posee un efecto inhibitorio total

de la contraccion muscular de este tejido.
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PbCl; 36 pg/mL

5 min

Figura 19. Efecto del Pb sobre la contraccion muscular del tejido buche-molleja de la
lombriz A. gracilis. Trazo representativo de 6 registros.

PbCl, 368 pg/mL

0349 ]

Figura 20. Efecto del Pb sobre la contraccion muscular del tejido buche-molleja de la
lombriz de tierra A. gracilis. Trazo representativo de 6 registros.

5 min
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6.6.2 Efecto del Cd y el Pb sobre la contraccién muscular del tejido de la
pared corporal.

La contraccion de la pared corporal basal se ilustra en la figura 21, en donde se puede
apreciar principalmente una fuerza de contraccion de mayor magnitud que la registrada
para el tejido buche-molleja. La actividad de la contraccion ilustrada en la figura es

caracteristica de este tejido (Bieger y Hornykiewicz, 1972).

El efecto del Cd en la pared corporal se muestra en la figura 22. La actividad basal de este
tejido y el efecto del Cd a una concentracion de 0.6 pg/mL se evalué como en la molleja.
Al principio se observé la actividad basal de la contraccién normal, con una fuerza de
contraccion de 1.38 + 0.15 g, n = 6; al adicionar el Cd, esta fuerza se fue perdiendo con el
tiempo. Los ciclos de contraccion y relajacion también fueron disminuyendo de tal forma
que a los 8 minutos, el tamafio de las espigas eran de 0.632 + 0.166 g, n = 6, p <0.05. Esto
significa que a una concentracion como la antes referida el Cd afecta profundamente esta

actividad, aunque no inmediatamente, pero si con el tiempo.

1.2¢g

5 min

Figura 21. Trazo ilustrativo de la contraccion muscular basal de la pared corporal de la
lombriz A. gracilis. Trazo representativo de 6 experimentos.
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CdCl2 0.65 pg/mL
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Figura 22. Efecto del Cd sobre la contraccion muscular de la pared corporal de la lombriz
de tierra A. gracilis. Trazo representativo de 6 registros.

Posteriormente este tejido se tratd con una concentracién de 65 pg/mL y su efecto se
muestra en la figura 23, primeramente se ilustra la fuerza de contraccion basal cuyo valor
fue 2.0 £ 0.38 g, n=6 y al agregar el Cd los ciclos de contraccion y relajacion tendieron a
disminuir hasta finalmente desaparecer. Finalmente, al pasar 5.5 minutos, la fuerza de
contraccion disminuyé a 1.26 £ 0.59 g, p< 0.05, posteriormente las espigas se fueron
separando cada vez méas hasta llegar a su pérdida total. De esto puede decirse que
concentraciones por arriba de 65 pg/mL de Cd resultan altamente inhibitorias para la
contraccion muscular de la pared corporal de la lombriz. La comparacion entre los dos

tejidos, permite establecer un efecto inhibitorio adn a concentraciones de 0.6 pg/mL.

El efecto del plomo en este tejido, se analiz6 con las mismas concentraciones utilizadas en
la preparacion buche-molleja. Con la concentracién de Pb 36 pg/mL no se observaron
efectos de inhibicion, en cambio la concentracion de 368 pg/mL, si presentd un efecto
inhibitorio en este tejido (figura 24); los ciclos de contraccion y relajacion muscular se
fueron separando después de los 5 minutos y si se compara la fuerza de contraccion inicial
(2.01 £ 0.16 g, n = 6) con la final (0.66 £ 0.15 g, n = 6, p<0.05), se observa una

disminucién considerable.
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CdCl 65 pg/mL

5 min

Figura 23. Efecto del Cd sobre contraccion muscular de la pared corporal de la lombriz de
tierra A. gracilis. Trazo representativo de 6 registros.

Al comparar el efecto del plomo entre los dos tejidos, se concluye que este metal presenta
un efecto mas inhibitorio en el tejido buche-molleja (sistema digestivo), que en la pared

corporal (incluye cubierta externa, segmentos, etc.).

6.7 Comportamiento evasivo de las lombrices en suelos controles.

Las observaciones hechas de la toxicidad del cadmio y plomo en las pruebas de contacto y
las de inmersion, asi como la literatura, nos llevé a sugerir que la conducta de escape o de
evasion de las lombrices a substancias toxicas, podria ser una forma mas cercana de
ensayar la toxicidad y comparar los resultados con el medio natural de las lombrices. Por lo
tanto, se plantearon experimentos de comportamiento de escape en medios conteniendo
suelo artificial control y suelo contaminado con los metales Cd y Pb.

Para conocer el patron de distribuciéon de las lombrices en una camara, se realizaron las
series experimentales con 10 lombrices en una camara con suelo artificial sin division y sin

los metales (como se describio en la metodologia).
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PbCl, 368 ug/mL
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Figura 24. Efecto del Pb sobre la contraccion muscular de la pared corporal de la lombriz
de tierra A. gracilis. Trazo representativo de 5 registros.

Después de dos dias el suelo se revisd con cuidado y se procedid a retirar parte de éste
desde la linea media hacia los extremos, primero una mitad y después la otra, se encontrd
una distribucion al azar de las lombrices, permanecieron en el fondo del suelo. Los
porcentajes obtenidos de cada parte fueron de 52 y 48 % por cada mitad o parte. Las
lombrices se encontraron mayoritariamente en las paredes de la camara en relacién a la
parte central.

6.7.1 Comportamiento evasivo de las lombrices A. gracilis en suelos

contaminados con Cd o Pb.

En este caso si se utiliz6 una camara con una barra divisoria como se describié en los
métodos. Cuando las lombrices se colocaron en el compartimiento con suelo contaminado
de Cd, inmediatamente detectaron la presencia del metal, tendieron a escapar y varias de
ellas cruzaron la linea divisoria hacia el compartimiento testigo. A los 5 minutos se observo
una migracion del 80 % hacia el control. Al final del periodo de dos dias, cuando se retird
el suelo artificial para contar las lombrices en cada lado de la camara, el porcentaje

aumento a un 93 %, la prueba de Chi-cuadrada proporcioné una diferencia significativa con
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un valor de p < 0.001 (tabla 5), sin embargo, el resto permanecia en el suelo contaminado
sin signos de intoxicacion. La contraparte consistio en colocar a las lombrices en el
compartimiento control. Se observd que un 89 % de ellas cavaron preferentemente en el
suelo control, algunas cruzaban a la parte contaminada con Cd, pero luego retornaban al
suelo control. Sin embargo, al final de los dos dias se encontré solo un 11 % de ellas en el
suelo contaminado. Estas lombrices presentaban un aspecto normal, sin signos de
intoxicacion aparentes.

El procedimiento con el Pb fue el mismo que con el Cd, las lombrices se colocaron en el
suelo contaminado con Pb, a los 5 minutos se observé un 80 % de su migracion al
compartimiento control. Dos dias después, el promedio de permanencia en este suelo fue el
mencionado anteriormente, la prueba de chi-cuadrada resulté altamente significativa
p<0.001 (tabla 6). El resto que permanecio en el suelo contaminado se encontré hasta el
fondo sin dafios visibles a simple vista. La tabla 6 también muestra los porcentajes de las
lombrices que fueron encontradas en el suelo control; el 83 % ellas cavaron y
permanecieron en este suelo, un 17 % migro al suelo contaminado y ahi permanecieron

hasta los dos dias, con aspecto normal.

Tabla 5. Distribucion en % de las lombrices en un suelo artificial con y
sin cadmio (65pg/g), después de un periodo de dos dias.

Lombrices Lombrices
colocadas en colocadas lado
lado “B” “A”
Lado A Control Control Control
(52%) 4} (93%) (89%)
Lado B Control H Cd Cd (65ug/g)
(48%) (7%) (11%)

Las flechas indican migracion de las lombrices




Tabla 6. Distribucion en % de las lombrices en un suelo artificial con y
sin plomo (65ug/g), después de un periodo de dos dias.

Lombrices Lombrices
colocadas en colocadas lado
lado C‘B” G(A”
Lado A Control Control Control
(52%) A (80%) M (83%)
Lado B Control H Pb Pb
(48%) (20%) (17%)
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e Las flechas indican migracion de las lombrices

6.7.2 Comportamiento evasivo de lalombriz de tierra E. fétida en medios
contaminados con cadmio o plomo.

Las pruebas de comportamiento evasivo fueron llevadas a cabo para examinar interacciones
con el cadmio y el plomo presentes en el suelo. La mortalidad en estas pruebas fue de 1.6
%. En las pruebas de control dual, las lombrices fueron distribuidas al azar entre los dos
lados de la camara prueba con un rango de 40-60%. En esta prueba hubo una diferencia
importante, ya que la barra divisoria se quita y las lombrices se colocan al centro de la caja
de prueba. La figura 25 muestra los valores evasivos calculados de la distribucion de las
lombrices expuestas al cadmio, indicando un comportamiento evasivo del suelo con cadmio
y una preferencia por el suelo control, aunque algunas lombrices escogieron permanecer en
el suelo contaminado. La magnitud de la respuesta evasiva fue similar en todas las
concentraciones probadas (p>0.05, ns), excepto en la dosis de 240 donde resultd ser
significativa (p<0.05). Las lombrices que escogieron permanecer en el suelo contaminado
exhibieron signos de toxicidad claros y aparentes como particulas del suelo adheridas a la
lombriz y una locomocion lenta (figura 26 a, b).

La lombrices control en la prueba de evasion con el plomo, presentaron una distribucion
del 50-50%. La figura 27 muestra los valores evasivos calculados de la distribucion de

lombrices expuestas al plomo; en este caso, se observd un comportamiento de evasion
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dependiente de la concentracion del plomo en el suelo. Las lombrices expuestas a las

concentraciones de 400 y 800 pg/g de suelo fueron significativas respecto al control.

Evasion
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Figura 25. Prueba de evasion de la especie E. fétida en presencia de diferentes
concentraciones de cadmio.

Figura 26. Fotografias que ilustran a las lombrices que se ubicaron en el suelo control (a);
lombrices que no evitaron el suelo contaminado con cadmio (b).
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Figura 27. Prueba de evasion de la especie E. fétida en presencia de diferentes
concentraciones de plomo.

6.8 Analisis e integracién de las pruebas de toxicidad de Cd y del Pb en las
lombrices A. gracilis y E. fétida

La tabla 7 resume los resultados obtenidos a través de las diferentes pruebas realizadas con las
lombrices de tierra A. gracilis. La CLsy para el cadmio en las pruebas de contacto fue de 3.44
1g/cm’, a esta concentracién las lombrices captaron 52.7 pg/g de tejido seco. Con las pruebas
de inmersion, a las dos horas las lombrices acumularon 33.2 + 10.4 pg/g de tejido seco. Las
concentraciones encontradas en los tejidos se encuentran cercanas a la concentracion de 65
pg/mL de cadmio, que fue la que generé un efecto completamente inhibitorio en la
contraccion del tejido buche-molleja. Una concentracion cien veces menor (0.65 pg/mL) a la
de 65 pg/mL, también provocd inhibicidon sobre la contraccion en el tejido mencionado. Las

lombrices respondieron con una respuesta inmediata de escape a la presencia de 65 pg/g de

suelo.



64

En cuanto al plomo se encontré una concentracion letal 50 de 19.5 ug/cm2 por contacto, a esta
concentracion la concentracion corporal de Pb fue de 94.2 pg/g de tejido seco. Aunque las
lombrices se sumergieron en una concentracion alta de Pb solamente acumularon 54.3 + 6.1
ug/g de tejido seco. Concentraciones mas pequeiias que 36 pg/mL en los tejidos buche-molleja
no afectaron la contraccion muscular. Mientras que las concentraciones de 36 y 368 ug/mL si
mostraron efecto inhibitorio en dicha funcion. En el tejido de la pared corporal la
concentracion inhibitoria fue de 368 pg/mL.

En los célculos de las concentraciones para determinar la CLsp, por las pruebas de contacto
se asumid, que el papel filtro no absorbe el metal, ya que la concentracion letal 50 se reporta
en pg/cm? calculamos la cantidad en 1 mL de agua y entonces se pudo estimar la
concentracion en pg/mL. Al multiplicar la concentracion por el area (56.7 cmz), se obtuvieron

valores de 195 pg/mL para cadmio y de 1106 pg/mL para plomo.

Tabla 7. Resultados finales de las concentraciones del Cd y del Pb en la lombriz A.
gracilis.

Concentraciones y unidades Cadmio Plomo
Contacto CLsg 3.44 19.5
pg/em?
Acumulacioén por contacto 52.7 94.2

Hg/g de tejido

Concentracion Inmersion 195 1106
pg/mL
Acumulacién Inmersién 33.2+10.4 54.27+6.12
ug/g de tejido
Factor de bioacumulacién 14.1 4.8
Concentraciones inhibitorias 0.6 36
en tejido buche-molleja 65 368
pg/mL
Concentraciones inhibitorias 0.65 368
en tejido pared corporal 65
pg/mL
Concentraciones para la 65 368

prueba de escape
pg/g de suelo artificial




65

6.9 Estudio de la secrecion mucosa cutanea por accion de los metales plomo
y cadmio en A. gracilis y E. fétida.

Antes de la estimulacion, todas las lombrices tuvieron una secrecion minima de moco, pero
después del estimulo eléctrico, cadmio o plomo secretaron un fluido como mucoso
viscoso, nuboso y amarillento. El efecto fue observado visualmente y también registrado
por videomicroscopia (figura 35). La expulsion de moco por las lombrices, fue una
respuesta inmediata que manifestaron al ser expuestas al cadmio 6 plomo, en todas las
pruebas de toxicidad realizadas. Por esta razon, este fendmeno se estudio con cuidado para
determinar el mecanismo mediante el cual ocurre. En la figura 28a, se pueden observar a
simple vista las manchas fluorescentes de la secrecion mucosa de la lombriz de tierra E.
fétida ante la exposicion del plomo bajo una iluminacién de luz ultravioleta. La figura 28
b, muestra a la lombriz de tierra A. gracilis rodeada por un halo fluorescente de moco al
enfrentarla al plomo, en el recuadro se pueden observar dos manchas fluorescentes mas

intensas que corresponden a un par de quetas.

Figura 28. Fotografias de la secrecion mucosa de las lombrices E. fétida (a) y A. gracilis
(b) expuestas a los metales pesados cadmio y plomo.

La figura 29 describe a una lombriz de tierra juvenil o recién nacida de E. fétida
previamente estimulada con corriente eléctrica o cadmio en medio liquido. En la figura
29 a la secrecion de moco es claramente visible como pequefias vesiculas. La pared

corporal y el tubo digestivo estan separados por el fluido celémico. La figura 29 b, muestra
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la misma lombriz de tierra bajo microscopia de fluorescencia; la lombriz  exhibid
autofluorescencia en todas las partes del cuerpo, pero con mas intensidad en el tubo
digestivo, las quetas y las secreciones mucosas. Cuando la secrecién mucosa fue examinada
con microscopia de fluorescencia y filtros de fluoresceina, un color verde fluorescente fue
observado (figura 30 b, ¢). Como se ve en la figura 30 a, algunas vesiculas parecieron tener
particulas refractivas, mientras que algunas otras vesiculas estaban rotas. La fluorescencia
fue difusa o ausente en algunas vesiculas. Otras vesiculas estaban alargadas y perdian su
forma con el tiempo. Pequefios granulos refractivos, estaban adheridos a las vesiculas,
mostrando aun una autofluorescencia de color verde més intensa que los granulos tipicos
(figura 30 c).

La secrecion mucosa en medio liquido, también fue examinada por microscopia confocal y
el moco secretado estaba compuesto de pequefias vesiculas acomodadas en forma de
racimo (figura 31 a). Las vesiculas intactas tenian una forma ovalada con didmetros del eje
mayor de 35.74£3.9um y 29.5+2.9um del eje menos (n=50). Otras vesiculas perdieron su

Figura 29. Montaje de una microfotografia de lombriz E. fétida (a) campo claro y (b) la
misma toma con epifluorescencia.
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Figura 30. Iméagenes de microscopia de campo claro de vesiculas secretadas por estimulo
quimico. (a) Campo claro, (b) fluorescencia y (c) imagen compuesta de a, b.

forma después del estrés mecéanico (movimiento de la lombriz). El andlisis confocal en el
plano Z, revelé particulas esféricas (diametro 1.44+0.06um, n=100) con fuerte
fluorescencia; estas particulas estaban asociadas con la membrana basal aunque

ocasionalmente estaban libres (Figura 31, b).

Figura 31. Imégenes de microscopia confocal de vesiculas libres secretadas por la
estimulacion del cadmio. Las flechas blancas indican los granulos encontrados con
autofluorescencia.

Las vesiculas eran completamente elasticas, y su volumen se incrementdé cuando se
presiond suavemente con la punta de una micropipeta (figura 32 a, b y ¢). La presion

excesiva causo que las vesiculas se rompieran y liberaran granulos (figura 32 d, e y f).
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Pequefios paquetes de granulos refractivos fueron vistos, mientras que en otros casos, 10s
granulos eran disparados en movimiento Browniano. La respuesta eléstica de las vesiculas
a la presion generd la retencion de un fragmento de vesicula (figura 32, g), elongacion y
una liberacion de granulos (figura 32, h) y pérdida de esta estructura bajo un alto estrés
(figura 32, i). El estrés también deformd las vesiculas adyacentes (figura 32 j, k y I).

La microscopia electronica de barrido de lombrices antes del estimulo mostr6 una secrecion
minima de moco (figura 33a). El analisis microscopico reveld que el espacio entre los
segmentos, como el sitio preciso de secrecion (figura 33 d). EI umbral para la secrecion del
estrés eléctrico fue de 17.3£2.5mA (n=30). EI examen de microscopia mostrd que con el
estrés, parte de la expulsion mucosa se transformé en hebras (figura 34 b). Ademas el moco
era muy adhesivo y permanecié unido a la cuticula aun después de su tratamiento y fijacion

para microscopia de barrido (figura 33 c).

Figura 32. Estudio de la elasticidad de vesiculas. (a-b) vesiculas retenidas por presién
negativa con una micropipeta. (c-f), aplicacion de presion positiva con rompimiento de la
vesicula, (g-h) retiro de la punta 'y (j-1) aplicacion de presién positiva con efectos a otras
vesiculas.
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Iméagenes de video compuestas (figura 35), fueron reconstruidas para ilustrar la secuencia
general de los eventos que ocurren durante la secrecion de moco. Generalmente, la lombriz
exhibid un pigmento amarillento en el fluido celémico. Con la estimulacion eléctrica, la

lombriz se movi6 hacia atras, y todos los segmentos se encogieron (figura 35 a).
Subsecuentemente la lombriz se movid hacia adelante y el moco fue secretado en el primer
segmento, como un fluido amarillento (figura 35 a). EI moco entonces aparecio por el lado
lateral, y cuando la lombriz continuaba moviéndose, la secrecion apareci6 en los siguientes
segmentos (figura 35 ¢, d, e, f, g y h). Concomitantemente, la secrecidbn mucosa se
increment6 en el primer segmento. A medida que los segmentos posteriores se contraian,
la secrecion mucosa se incrementd en los segmentos proximales (figura 35 i, j, k). Asi, las
imagenes de este video indicaron que las lombrices secretaron moco a lo largo de la pared
del cuerpo y por los lados laterales (figura 35 |, m, n y o, flechas blancas) y mas

abundantemente del lado proximal cerca del prostomio.

18kl

(>

Figura 33. Microfotografias electronicas de barrido. (a) lombriz control, lombrices
estimulas con cadmio (b), acercamiento de una region donde se observa la adhesividad del
moco (C) y espacios intersegmentos con salida de vesiculas.
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Figura 34. Andlisis cinematico de la secrecion de moco. Sin secrecién amarilla (a).
Secrecién mucosa por la parte lateral (b-d). Desplazamiento por contraccion y secrecion
adyacente (e-h), desplazamiento del moco (i-j). Secrecion lateral (m-n).
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VIl. DISCUSION.

7.1 Signos de toxicidad

El cadmio es un metal pesado no biodegradable y no esencial, que ha sido incluido en la
“lista negra” de toxicos quimicos (Taylor, 1983). Numerosos estudios han sido realizados
a evaluar la toxicidad del cadmio sobre las lombrices en suelos de origen minero y suelo
artificial, evaluando reproduccion y crecimiento (Van Gestel et al., 1991; Spurgeon et al.,
2004), sin embargo, pocos estudios se han dirigido a evaluar los dafios morfofisiologicos
de la toxicidad del cadmio. Existe una amplia variedad de métodos de exposicion que se
han utilizado para examinar los efectos de los contaminantes ambientales sobre las
lombrices. Las pruebas de suelo artificial y las de papel filtro por contacto son las
recomendadas para estudios de toxicidad en laboratorio, porque las condiciones de estas
pruebas son aceptadas internacionalmente, permitiendo la estandarizacion de los estudios y
comparaciones a nivel internacional.

En este trabajo se evalud la toxicidad del cadmio y el plomo usando pruebas de papel filtro,
debido a que éstas ofrecen un método rapido, sencillo y de bajo costo para exponer a las
lombrices a los metales. Este método es confiable, porque permite que la substancia de
prueba esté en solucion y haga contacto directo con la epidermis de la lombriz, permitiendo
la observacion de los efectos de los metales sobre las lombrices (Honeycutt et al., 1995).
De acuerdo a lo anterior la exposicion por contacto de las lombrices al cadmio o al plomo,
permitid una apreciacion clara sobre el desarrollo de los signos de intoxicacion
ocasionados por el cadmio y el plomo. Las lombrices al enfrentarse al cadmio o al plomo
manifestaron signos de toxicidad expresados por cambios en su comportamiento, descritos
como movimiento rapido con deseo de escape, movimiento lento con temblor de la parte
anterior y excrecion de moco. Estos signos se pudieron apreciar al comparar el
comportamiento normal y sin cambios aparentes de los controles (Tabla 1 y 2). El

movimiento rapido con deseo de escape de A. gracilis registrado durante las primeras horas
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de exposicidn, se observd aln en las concentraciones mas bajas de cadmio y plomo (1.1
glem? 'y 3.3 g/lcm?, respectivamente), lo cual indica que la lombriz puede detectar y escapar
rapidamente de un sustrato con cantidades tan pequefias como las mencionadas. Dicho
comportamiento puede asociarse con una respuesta de sobrevivencia y podria considerarse
como un parametro subletal indicativo de la presencia de cadmio y plomo (Quillin, 1999;
West y Ankley, 1998). Al transcurrir el tiempo de exposicién empezaron a perder dicho
movimiento y a experimentar temblor de la parte anterior en todas las concentraciones de
cadmio; lo mismo ocurrid en las lombrices expuestas al plomo (concentraciones 3.3, 6.6 y
13.2 pg/cm?), indicando que estos metales, si ejercen un efecto inhibitorio sobre el sistema
locomotor de estos organismos. Otro de los efectos generados por cadmio y plomo fue la
expulsién de moco. En un estudio realizado en el oligoqueto Tubifex tubifex, se observo el
mismo efecto después de su exposicién al cadmio, relacionando dicho fendmeno con una
posible respuesta de adaptacion o de proteccion (Bouché et al., 2000). También fue claro
que si las lombrices permanecen mas de 12 h de exposicion continua en 1.1 y 2.1 pg/cm? de
cadmio, 0 en 6.6 y 13.2 pg/cm? de plomo, llegan a padecer cambios estructurales serios a
nivel de tejidos, como una epidermis magullada y segmentacion pronunciada de la parte
posterior. La segmentacién pronunciada fue uno de los efectos observados en un estudio
realizado con la especie Lumbriculos variegatos por la exposicion al mercurio, cromo,
cobre, cadmio y plomo (Bailey y Liu, 1980) y también en la especie Tubifex tubifex
después de la exposicion al cadmio. Dicho efecto fue considerado como un efecto subletal
de toxicidad en oligoquetos de facil apreciacion (Bouché et al., 2000). En las tablas 1 y 2 se
observo que si las concentraciones de ambos metales aumentan, las consecuencias llegan a
ser letales llegando a sufrir inflamacion y necrosis de la parte anterior, sobre todo en la
region donde se ubica la cavidad bucal, el eséfago, el buche y la molleja. Estos signos
aparecieron en la concentracién de 3.2 pg/cm? de cadmio, y con el plomo en la de 19.8
Hg/cm? a las 24 h, valores que se encuentran justo cerca de las CLso. Otro signo de

toxicidad importante encontrado fue el sangrado observado en la regién pre-clitelar
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inducido por el cadmio. En dicha region anatdmica se encuentra localizado el corazon de la
lombriz. Se conoce que el cadmio causa heridas en vasos sanguineos pequefios en
vertebrados y contracturas del musculo liso vascular llevando a hemorragias (Evans y
Weingarten, 1990). El dafio inducido por el cadmio en esta region también ha sido
reportado por Siekierska (2002, 2003), quien reporto que el cadmio inducia heridas en los
ganglios supra y sub faringeo de la lombriz Dendrobaena venata.

Estos estudios revelaron también que el cadmio indujo efectos deletéreos sobre funciones
fisiolégicas de las lombrices como los cambios repentinos en el comportamiento de la
locomocion, lo que podria explicarse como un fendbmeno de tipo sensorial. EI cadmio
primero es detectado por los quimiorreceptores localizados principalmente en el prostomio
(Knap y Mill, 1971), el cual entonces inicia el reflejo de escape rapido (Drewes y Vining,
1984). Esto es acompafiado por movimientos en forma de latigo y expulsién de moco,
moviéndose rapidamente alrededor de la caja de Petri con la parte anterior levantada,
aparentemente como intentando escapar del contacto con el toxico. Finalmente, las
lombrices adoptan un acomodo de forma helicoidal o la de un nudo. Estas respuestas no son
especificas del cadmio, ya que también se observaron con el plomo, Asimismo, se han
reportado con otros metales (Labrot et al., 1999; Venkateswara et al., 2003; Rao et al.,
2003) e insecticidas (Sternesen, 1979). El cadmio indujo autotomia (pérdida espontanea de
la cola) en las A. gracilis y E. fétida cuando se expusieron a altas concentraciones. Dicho
fendmeno también fue observado con la exposicion a otros metales como el mercurio,
cobre y cromo (Venkateswara et al., 2003) en oligoguetos de agua dulce (Bouche et al.,
2000), asi mismo, por otros contaminantes (Reddy y Venkateswara, 2008). Generalmente,
la autotomia es considerada como un mecanismo de defensa contra depredadores. Esta es
una respuesta rapida e inmediata en algunos animales, e incluso, por lombrices cuando son
sometidas a algunos estimulos de estrés, tales como el contacto y la aprehension (Tsai y
Tsai 2000). Sin embargo, en estos experimentos aparecio después de periodos largos de

exposicion. Estas observaciones convergen con la hipdtesis de un mecanismo de
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destoxificacion, planteada por Vidal y Horne (2003), que sostienen una acumulacion del
metal por parte de los segmentos de la region caudal y su desprendimiento como via de
eliminacion.

7.2 Estudios de histopatologia

Los cambios histopatoldgicos observados en la pared muscular nos permiten afirmar que el
cadmio hace contacto directo con la pared ventral de la lombriz y atraviesa las principales
barreras de proteccion alcanzando la epidermis (Vijver, 2005), no sin antes causar dafio en
la cuticula. Dicha estructura es la primera barrera que establece contacto con el medio
ambiente y es muy susceptible al dafio por abrasion. Se conoce que la cuticula esta
compuesta principalmente de colageno y tiene un constante recambio (Golstein y Adams,
1968). A la fecha no existen estudios que relacionen el desprendimiento de la cuticula con
la presencia de contaminantes, por lo que puede ser planteada como un biomarcador de
exposicion a los contaminantes. EI cadmio también penetrd hasta el celoma y a su paso
provocd dafio severo a la pared muscular. Venkateswara et al. (2003) han reportado
estudios similares de dafio con el cadmio y otros metales como el plomo. Los estudios de
microscopia electronica de barrido demostraron que el cadmio se localiz6 en el tejido
cloragégeno, hecho que es consistente con las observaciones realizadas por otros
investigadores, que afirman que dicho tejido es el sitio principal de acumulacion del cadmio
(Ireland y Richards, 1977; Richards e Ireland, 1978; Morgan y Morgan, 1989; Yongcan et
al., 1998). Sin embargo, no pudimos detectar cadmio en la capa muscular, probablemente
debido a la baja capacidad para detectar metales sobre la superficie de la muestra. En este
mismo sentido, varios estudios han sido incapaces de detectar el cadmio u otros metales
pesados sobre la capa muscular (Vijver 2005; Laurenco 2011; Sharma y Satyanarayan
2011).

Por otra parte, la mayoria de los signos de toxicidad observados por el cadmio y el plomo

en las lombrices fueron similares, sin embargo, hubo diferencias importantes: asi por
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ejemplo, las concentraciones del cadmio fueron menores que las del plomo, el cadmio
resultdé ser mas tdéxico, debido a que gener6 hemorragia por la cavidad bucal de las
lombrices a partir de la concentracién de 3.2 pg/cm? hasta 16.9 :g.cm™, lo cual no ocurrié
en ninguna de las concentraciones de plomo. La concentracion letal 50 de cadmio en A.
gracilis fue 3.4 pg/cm? menor que la del plomo 19.5 pg/cm?®. Estudios que nos permitan
comparar las CLsy de estos metales en esta especie no han sido publicados, y en cuanto al
valor encontrado para el cadmio solo se encontré una CLso similar en la especie Lumbricus
terrestris (Fitzpatrick et al., 1996). En la especie E. fétida la CLso para el cadmio fue de
16.6 pg/cm?. Dicho valor es acorde con aquellos valores publicados por otros autores (Van
Gestel et al., 1988; Fitzpatrick et al., 1996). Sin embargo, Neuhauser (1986) reporté un
valor mayor que el encontrado en E. fétida. Los estudios entre los valores de CLsg
derivados de pruebas de toxicidad en papel filtro con valores derivados de pruebas de
toxicidad en suelo artificial, han permitido determinar que la exposicion de las lombrices
en papel filtro no es un buen indicador de toxicidad aguda igual a la que ocurre en las
pruebas de toxicidad en suelo, ya que la exposicion en papel filtro es considerada mas
toxica que la exposicién en el suelo (Neuhauser et al., 1986; Callahan 1985; Honeycutt et
al., 1995). Sin embargo, las pruebas de suelo artificial también pueden sobreestimar las
CLso, ya que los componentes del suelo como arcillas y materia organica pueden
inmovilizar el metal en estudio. Por otra parte, la CLso del plomo determinada por la prueba
de contacto en la especie A. gracilis, fue méas pequefia que la reportada por Labrot et al.,
(CLso = 47.02 pg/lcm?,1999), y muy parecida a la encontrada en la especie E. fétida. Hacer
una comparacion directa de la toxicidad de ambos metales en diferentes especies resulta
dificil, debido a las diferencias en los métodos de exposicidon o condiciones experimentales.
Las diferencias en la CLso del cadmio y el plomo encontradas en este trabajo y las
reportadas en la literatura podrian ser atribuidas a las caracteristicas quimicas de cada metal
(Foulkes, 1990), o al tipo de especie de lombriz utilizada (Fitzpatrick et al., 1996). En este

trabajo, la CLsp en A. gracilis refleja hasta cierto punto una alta sensibilidad al cadmio y
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al plomo en comparacion con E. fétida. Debido a que el valor de la CLsp €s un parametro
no preciso, evaluamos la bioacumulacion como una relacion de la concentracion externa y
las concentraciones encontradas en sus tejidos. El factor de bioconcentracion proporciona
informacidn mas directa sobre los posibles dafios y/o efectos que producen estos metales a
nivel de tejidos. Cuando se determinaron las concentraciones de cada metal en sus tejidos,
se encontrd que tanto para el cadmio como para el plomo en ambas especies, hubo una
relacién proporcional entre la cantidad adicionada al papel filtro y los niveles encontrados
en los tejidos. Este patron ha sido reportado por otros autores ( Kiewiet y Ma, 1991; Yeates
et al., 1994; Grelle y Descamps, 1998). EI factor de bioacumulacion para el cadmio fue
mayor en E. fétida que en A. gracilis. Esto implicaria que E. fétida tiene una capacidad
mayor para atrapar dicho metal y evitar su toxicidad. Varios estudios concuerdan con estos
resultados y han demostrado que dicha especie puede sobrevivir bajo condiciones de suelos
contaminados y en cultivos de laboratorio con metales pesados por afios (Reinecke et al.,
1999). Para explicar el fendmeno de resistencia al cadmio; se ha propuesto por un lado,
que las lombrices tienen la capacidad de inducir la sintesis de proteinas encargadas de
atrapar al cadmio como las metalotioneinas (Ramseier et al., 1990; Willuhn et al., 1996;
Stlirzenbaum, 1998; Gruber et al., 2000), mientras que para el plomo hubo una ligera
tendencia mayor para la especie A. gracilis. Para dicho metal se propone un mecanismo de
detoxificacion, el cual involucra sistemas de eliminacion especializados como los
cloragosomas. Las evidencias indican, que los cloragosomas retienen y secuestran
especialmente metales como el plomo, el cual lo convierten en forma insoluble y asi no
interfiere con las reacciones bioquimicas esenciales del citoplasma de las células (Ireland y
Richards, 1977; Morgan y Morris, 1982; Morgany Morgan, 1989).

Al interpolar las CLsp, con las concentraciones alcanzadas en los tejidos dieron valores de
52.7 ug/g para Cd y 94.2 ug/g para plomo. Estos valores son elevados, lo que explicaria la
inflamacion y la necrosis desarrollada por las lombrices a estas concentraciones antes de la

muerte.
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La toxicidad causada por el cadmio y el plomo observada en las lombrices mediante las
pruebas por inmersion fue dependiente del tiempo de exposicion, expresando una vez mas
mayor toxicidad el cadmio (33.2 + 10.4 ug de Cadmio / g de tejido seco) vs. (54.2 £ 6.1 ug
de plomo/g de tejido seco) valor alcanzado a las 2 horas. En cuanto a las concentraciones
de plomo y cadmio encontradas en los experimentos de acumulacion por inmersion, se
observé un pico para el cadmio y el plomo a los 10 minutos, dicho pico se relaciond
directamente con los signos de toxicidad encontrados, como fue la secrecion de moco y el
encogimiento de la lombriz, lo cual podria significar que las lombrices al estar en inmersion
y presencia de los tdxicos, activan mecanismos que llevan a eliminar el cadmio o el plomo;
sin embargo, al estar en exposicién por mas de 30 minutos, pierden esa capacidad y
entonces la acumulacion empieza a tener un incremento.

Los estudios en la literatura sobre toxicidad de contaminantes a través de las pruebas por
inmersion son escasos a pesar de que se ha reportado que existe una buena correlacién entre
la toxicidad expresada por lombrices a varios quimicos mediante estas pruebas y la
toxicidad por medio de suelo artificial (Reinecke, 1992), sugiriendo que ambas pruebas son

complementarias.

7.3 Efectos del Cd y el Pb sobre la contraccién muscular de los tejidos.

Al encontrar concentraciones elevadas de cadmio y plomo en los tejidos en nuestras
determinaciones, se trabajo en la hipotesis sobre su posible interferencia a nivel de la
contraccion muscular de tejidos u érganos que por su funcion resultan ser los mas
frecuentemente expuestos. En este sentido el intestino es uno de los afectados, escogiendo
especificamente la seccion buche-molleja por su rapido movimiento peristaltico. El trabajo
de laboratorio con esta estructura aislada de A. gracilis, revel6 movimiento peristéltico
igual que el reportado en otras especies como Lumbricus terrestris y E. fétida, caracterizado
por espigas de contraccion-relajacion con valores de 0.05-0.5 g (Oumi et al., 1995; Ukena
et al.,, 1995). La acetilcolina indujo un incremento en la fuerza de contraccion de la
preparacion buche-molleja. Dicho efecto se ha encontrado también en tejidos intestinales de

otros anélidos como la sanguijuela y en los vertebrados (Walker, Holden-Dye y Franks,
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1993; Mahmod y Huddart, 1993). ElI cadmio y el plomo inhibieron la contraccion
espontanea del tejido buche-molleja y de la pared muscular. La inhibicién fue ain a
concentraciones menores que las encontradas en suelos normales. Triggle et al. (1975) y
Walsh y Harnett (1986) reportaron una inhibicion de la contraccion del musculo liso de
cobayo con el cadmio y el plomo respectivamente, la cual fue més eficaz cuando se
despolariz6 la membrana. Estos resultados sugieren que tanto el cadmio como el plomo
podrian interferir a través de la entrada de otros iones (Nasu y Shibata 1993; Nasu et al.,
1993). EI mecanismo para explicar la inhibicion de estos metales ha sido propuesto a ser
mediado por su capacidad para inhibir la entrada del calcio necesaria para la contraccion
muscular (Nasu y Koshiba, 1985), y a su capacidad para interferir con la acetilcolina en la
induccion de la contraccién muscular (Schmidt y Ibrahim, 1995). Estos resultados nos
permiten sefialar la importancia de tal inhibicion, ya que una inhibicion en la contraccion
muscular conlleva a una disminucién y/o pérdida del movimiento en dos tejidos
importantes como son el intestino (molleja) y la pared muscular. En lo que se refiere al
primero, tal disminucidén de la contraccion disminuye la capacidad de la lombriz de tierra a
ingerir y obtener el aporte energético necesario para la digestion de los alimentos. Asi
mismo, al no haber los nutrientes necesarios para la sintesis de nuevos componentes
celulares, la consecuencia podria ser una disminucién en la biomasa, el crecimiento, y la
reproduccion de la lombriz expuesta a dichos tdxicos (Edwards y Bohlen,1992; Neuhauser
et al., 1984). Mientras que la inhibicion de la contraccién de la pared muscular, sugiere que
las lombrices expuestas al cadmio o plomo, podrian disminuir su velocidad de
desplazamiento e incluso paralizar el movimiento, esto tendria un efecto severo en su
funcién de remocién del suelo y en la capacidad de hacer sus madrigueras, evitando su
desplazamiento a sitios no contaminados.

En conclusién podemos afirmar que la toxicidad de cadmio en las lombrices involucra un
dafio severo a la pared corporal con rompimiento de comunicacion sensorial debida a la
ruptura de la cuticula con lesiones internas que llevan a la muerte. El cadmio interfiere con
la funcion vascular y muscular de la lombriz debilitando sus capacidades fisicas para

alimentarse y realizar una respuesta evasiva adecuada.
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7.4 Pruebas de escape o evasion de las lombrices A. gracilis y E. fétida.

La observacion de que las lombrices escaparon cuando se realizaron las pruebas de
toxicidad en tubos de vidrio, nos llevé a cambiar los tubos por cajas de Petri. Este cambio
permitié observar la conducta de escape en las pruebas de contacto, asi mismo; se pudo
suponer que la prueba de escape tiene un papel potencial en el ensayo de la toxicidad de
contaminantes como los metales pesados. El intento de emigrar de la camara donde se
encuentra el cadmio o el plomo, es un reflejo de la interaccion del metal con estructuras
anatdmicas como la pared muscular y las fibras nerviosas, las cuales promueven la
contraccion y el movimiento de la lombriz para facilitar el escape, si la lombriz no escapa
del medio, entonces permite la acumulacion del metal pesado y su inactivacion en
estructuras u organelos celulares. Yeardley et al. (1996) reportaron pruebas similares con
sales inorganicas como el KCI y el NH4CI con porcentajes de evasion del 90%. Este
comportamiento es importante desde el punto de vista de la ecotoxicologia, porque podria
explicar los resultados encontrados en suelos contaminados donde las lombrices han
presentado bajas tasas de biomasa por unidad area. La prueba de escape planteada en este
proyecto pronto se vio reflejada en un nimero creciente de reportes en la literatura (Hund-
Rinke, 2002, 2005; Schaefer, 2003), donde se recomienda para estudiar el tiempo ideal para
evaluar la evasion, los métodos estadisticos mas adecuados para el analisis de los resultados
(Nadal-da-Luz et al., 2004, Nadal-da-Luz et al., 2008). De tal forma que en el afio 2008, se
publicé una norma estandarizada por la organizacion de estandares internacionales, y ha
sido utilizada como uno de los pocos procedimientos de importancia ecotoxicolégica. En
este trabajo se planted esta prueba basandonos en las respuestas observadas durante la
exposicion de las lombrices al Cd y al Pb, y en los cambios de comportamiento, los cuales
han sido muy usados para estudiar los efectos de los toxicos y drogas en los animales. Al
respecto, estos cambios en el comportamiento son adaptaciones fenotipicas que facilitan la
sobrevivencia de los organismos a los cambios de su medio ambiente, permitiéndoles
desarrollar respuestas como la respuesta de escape, resistencia al estrés, crecimiento y
longevidad en un entorno desfavorable. En la especie A. gracilis, se observd una respuesta
de escape a concentraciones bajas de cadmio y plomo, dicho evento puede estar asociado a
su capacidad para detectar y huir del peligro, se conoce como una de las especies mas

escurridizas, la cual escapa facilmente cuando se le tiene en cautiverio. En cuanto a E.
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fétida, nuestros resultados son consistentes con otros publicados e incluso se ha encontrado
que estas lombrices no evitaron suelos obtenidos de minas abandonadas (Langdon et al.,
2005). EI fendbmeno de no evasion ha sido explicado como un proceso de adaptacion, el
cual ha sido atribuido a un desarrollo de resistencia y tolerancia a los metales pesados
(Reinecke y Reinecke 1999). Esto podria explicar porque algunas lombrices se quedaron en
el suelo contaminado. Por otro lado, se puede tomar ventaja de aquellas lombrices que
permanecieron en los compartimientos contaminados, ya que de esta manera se pueden
seleccionar lombrices adaptadas, para estudiar los mecanismos de resistencia y utilizarlas
en los desastres ecoldgicos como indicadores (Bouché et al.,, 2000). Una observacion
importante en las lombrices que permanecieron en los suelos contaminados fue la
secrecion excesiva de moco, tal fendmeno podria ser considerado como un mecanismo de
defensa no especifico contra los toxicos, excretado con la finalidad de reducir el contacto
con el toxico. El moco forma una barrera entre la superficie corporal y el tdxico que
minimiza el efecto irritante (Dube y Hosetti, 2010). Sin embargo, las particulas del suelo
que son adheridas a la superficie corporal podrian incrementar la friccion e impedir el
movimiento libre de la lombriz. Los datos histopatoldgicos de este trabajo sefialaron que
hubo un dafo estructural, por lo que aquellas lombrices que se quedaron en el suelo
contaminado perdieron sus capacidades sensoriales, disminuyendo su locomocion y la

capacidad de respuesta, quizas en algunos casos no pudieron regresar al suelo control.

7.5 Secrecion mucosa.

El mecanismo de la secrecion mucosa es de suma importancia para entender las
propiedades de su formacion y expulsion en respuesta a los metales estudiados. Estos
organismos excretaron un moco amarillo y fluorescente; dicha fluorescencia fue encontrada
en estructuras dentro del organismo, en general algunos investigadores han descrito a la
pared corporal con colores usualmente rojos, cafés e incluso purpura, ocasionalmente, de
un color verde olivo (Stephenson, 1930; Needham 1996; Jiang et al.,, 1989). La
pigmentacion de las lombrices ha sido asociada con algunos compuestos como las flavinas,
carotenoides, flavonas y cumarinas (Roots y Johnston, 1966), eritrocurina (Cardillo et al.,
1989) y Riboflavina (Blytycz et al., 2009). Sin embargo, la autofluorescencia no habia sido
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explicada. Wampler y Jamieson (1980) reportaron cerca de 12 especies de lombrices con
bioluminiscencia, la cual tenia un espectro amplio de emision en el rango de los 500-570
nm y estuvo asociada a los cloragocitos. Posteriormente Jiang et al., (1989) separaron e
identificaron un compuesto fluorescente. Nuestros resultados de microscopia confocal
revelaron que la fluorescencia estuvo unida a pequefios granulos fluorescentes en las
vesiculas intactas. Este resultado apoya el mecanismo propuesto, en el cual los pigmentos
fluorescentes se encuentran asociados a proteinas y lipidos (Roots y Johnston, 1966).
Albani et al., (2003) estudiaron el fluido celomico de dos especies de lombrices y
concluyeron que hay diferencias entre las especies. La secrecion mucosa es amarilla a
simple vista y emite luz fluorescente bajo condiciones de luz adecuadas, por lo tanto, el
color del moco puede estar asociado a los procesos metabodlicos (Albani, 2003). Richards y
Ireland (1977) identificaron células amarillas en la epidermis y describi6 una interaccion de
estas células amarillas con las células secretoras de moco (Richards, 1975). Otros
investigadores también han encontrado una relacion estrecha entre el tejido intestinal, el
fluido celomico y el pigmento amarillo en las lombrices (Needham, 1966; Roots y
Johnston, 1966; Erno y Molnar, 1992; Valembois et al., 1992).

En nuestros experimentos de cinematica, las lombrices no tuvieron movimiento libremente,
por lo que fueron confinadas a un espacio estrecho. Esto favorecio el estrés mecanico y la
adhesion del moco a su superficie. Por el contrario, cuando la lombriz secret6 en el medio,
la secrecion de vesiculas permanecié en suspension. El estimulo eléctrico o quimico
provoco un impulso rapido como aquel descrito por Roberts (1962) y, con una contraccion
muscular de los segmentos, la liberacién, deformacion, adhesion y conversion del moco a
las fibras observadas por inspeccion visual (Drawes y Vining, 1984). De tal manera, que el
moco forma una barrera exterior a la exposicion de los metales ((Jiang et al., 1990; Bouché
2000). Como un mecanismo de defensa el moco puede proteger la epidermis y facilitar la
locomocion momentéanea; sin embargo, las particulas del suelo podrian ser un obstaculo y
evitar la locomocion como ocurrid en las pruebas de evasion (Denny, 1989).

En conclusidn, las lombrices presentan una autofluorescencia interna, la cual acompafa al
moco secretado. El moco se origina dentro de los tejidos de la lombriz, y se acomparia de
la expulsion de vesiculas intactas, con pequefios granulos que por fuerzas de estrés

mecanico se transforman en cadenas de moco adhesivo. Este mecanismo es de importancia
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para la lombriz cuando se encuentra ante situaciones desfavorables como es la exposicion a

los contaminantes como los metales pesados en solucion.
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VIIl. CONCLUSIONES

1.- El cadmio y plomo producen sus efectos toxicos en las lombrices por ingresar a través
de la epidermis, no sin antes producir dafio en las capas mas externas como son la cuticula,
la epidermis y las capas musculares. Alteran las estructuras anatdmicas y los procesos
funcionales que deben de realizar las lombrices, como son la deteccion de los estimulos

externos, la contraccion muscular y la locomocion.

2.- La CLso del cadmio fue menor en A. gracilis que en E. fétida, provoco mas muertes
tanto por exposicion por contacto, como por pruebas de inmersién y acumulé menor
cantidad de cadmio en sus tejidos. Por lo tanto, concluimos que la lombriz A. gracilis fue

mas sensible al cadmio que E. fétida.

3.- Los resultados de toxicidad del plomo por contacto, muestran que no hubo diferencia
en la bioacumulacion del plomo para las dos especies y en los estudios de inmersién ambas
especies bioacumularon el metal de manera muy semejante, sin llegar a morir a ningun
tiempo de exposicién. Por lo tanto concluimos que el plomo aunque result6 ser tdxico para
ambas especies, su toxicidad fue menor que la del cadmio, y ambas especies pueden tolerar

mayores concentraciones.

4.- Los metales cadmio y plomo producen efectos inhibitorios en las propiedades
contrdctiles del tubo intestinal, lo cual puede repercutir en una reducida alimentacion y bajo
peso de la lombriz, afectando asi su desarrollo y crecimiento.

5.- Los metales cadmio y plomo produjeron una inhibicion de la contraccion de la pared
corporal a concentraciones mas bajas que aquellas encontradas en suelos contaminados, por
lo tanto, estos resultados demuestran que si hay efectos deletéreos en la funcidn contréctil,

lo que conlleva a deficiencias en la locomocion.
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6.- Los estudios de evasion al cadmio y plomo demostraron que las lombrices A. gracilis
evaden el suelo contaminado aun con la barrera colocada en la parte media de la caja. Esto
nos lleva a pensar que poseen un sistema sensorial muy sensible, que detecta el
contaminante y que poseen un circuito neuronal que les permiten detectar y evadir mas
eficientemente. Las pruebas de evasion con E. fétida confirman lo encontrado en las
pruebas de toxicidad, debido a que si detectaron el contaminante y algunas toleraron estar
en suelo contaminado, sin embargo a medida que se incrementa la concentracion del toxico
en el suelo, lo detectan y lo evaden. Tomando estos resultados en su conjunto podemos
decir que la lombriz A. gracilis podria ser un mejor bioindicador de contaminacion
ambiental que la misma lombriz E. fétida.

7.- En este trabajo se estudidé el mecanismo de la secrecién de moco inducida por los
metales cadmio y plomo; los estudios de microscopia y cinemética de la secrecion nos
permiten concluir lo siguiente: la secrecién de moco, es un proceso que ocurre en respuesta
a la presencia de los metales plomo y cadmio, el cual se lleva a cabo por la expulsion de
fluido celémico, con caracteristicas fluorescentes, cuyo origen esta en las células mucosas
de la epidermis y células desprendidas de la cavidad intestinal, las cuales son liberadas
durante el estimulo como vesiculas intactas, que al ser sometidas a fuerzas de estrés
mecanico se rompen y se transforman en cadenas de moco adhesivo. Esta liberacién de
moco es de suma importancia para la lombriz expuesta a los metales, debido a que
desempefia un papel protector en su superficie externa y la protege contra los efectos
toxicos de los metales pesados.
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mallpars of the body with prncpal flacrescesce e digeative
tube, fhe selne, and fhe oo seavetions When fhe muoes
s Etwn Wi evammed g flarecene maoaopy Wil
flooresen ks, geen flocrescence wan obsened (Fig b, ¢ )
Aa sten im Fig la, sorne vesicles appearad B be refmctive
partachs while wene wacks wew bookon 2l acopiogs The
faweene win dffse or absent B some veckes (Ot
vescles ware clongated and bt thew fomm oner time Somll
mtative Fascls wixh afheed © wicks dowed oven
gmmer gmen flucesconce Bun e paal gmeals (Fag 1)
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by confcal mi roscopy. The seorsted mr s was composed of
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had aa ol shape with dumses of mupor axs 357239 am
and 25229 g mmor ave (&30} Ofer weanlon oot Shew
shape gpon cxpokare 1o mec hanica | stress. Confocal amvaes m
B Lplse revealed sphercal pamicles (diamets | 44=
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wer meocuied withihe basal membape alfhoog b oo o om iy
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remaliad o meemton of 2 waick fmgment (Fig 4g) ¢ longanon
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strands by shennng aress (Fig. b} 1o addtion, 1le mocus wis
very adbesnve and e sl bocnd 1 fhe Qutic s e ven a e beang
procensed for scammang muroscopy (Fig. %)

The decrinl smslites of woms B saline solaion
remaied 8 sceton of hage guaotmes of flad contuning
ovond wesicles of wrnving s (357219 pm magor o, B 5=
19 mm) These vesicls woye sedimented by contnfigmion
(S mm @ T30 g} The wsicles wer onsthle mned soore temes
swelled and npaarad. The vesicles wer converad 1 4 demsely
sicky o gmouda maes upos fedment with Tron X-100 or
lpad solvests (sanal, acctone, and efer minad 15 wih
vesicle sspessons) o vescles aposed © Wty of
ghumidchyde (2% = aodylee bofly) saffead swellng
and lovs of Bhe ovosd shage  These vesicles ware cbaenved via
DA MBS WOORCOpY 1D Deohine 8 AmoTphods  mus
comuning small grasciks The spornmant flaad Sat kad been
sepantad fmm fhe secmind muaces afies cmdrifegabon was a
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Comnpamitte video mmages (Fig. &) e been castroceed ©
illstste Bhe goneval sequence of cvents fhal ooow dunng
e s et {peall the wom exhiied ye llow pogment
= e codlome flod Upom clcmcal stmulmion, Se womm
moved backwasis, and all of Be sgmess comtmcted

Sutwegosntly, B woim resamed forward movement, and B
macied win sxeied & Se fisd eegment (Fig &) asa yellow
flaad The mories then appened o the hiwal sude and when the
woRn contined MOVIRE, B WrEton ippeaed B B next
segments (Fig. 6, d & § g ad b) Conommmtly, e maox
seomon momsad = e frwl sogment As e posienor
e gmend cotmoied, B MILO0s SSOTElOR WA I msed in T
provimal segmeats (Fig 61 | B Thus fese viden smages
mdcmed that Be caniworns seoreled mcus along Be body
wall by e lfem] sides(Fig. &L m, o, and o white amoms) and
most shandantly foen fhe roximal sade near e prosioemavas
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The pesent stady repois severdl flndings Sug. alSough
reatively simple » amare, we of pobesd mpomisce o
understanding the iHegminve propefies of The mux o sec v o
The apenmeas were comdacted oo e arirmormn £ foar kil
a4 B s ofpA RiR At orete We low misc s under basaal ¢ oRediti cee
(Seplescs, 190, Needham, 1966, Jung et al, 1959) and
exhidit oo arae @ e calie body cpally @ Be
body wall, setae, and dgestive tibe (Fig 1) In goneml Se
prmest of Be body wall of canbworms s wssally =d bows,
of purple and ocomicamally olive or gresn The sete and
miestinal fube bave bees denoybed & 2 Bt yellow oolor
(Sepleson, 1990). Wample and Jamisson (1550), on e aber
hand, descabed bulmminesceace | twelve speces of
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amvw o A boad spectramof emssions win Steced w2
e resgeg fom 10 500 am 10 570 ma This beolamenes-
cemce Witk asoo fed with chicmgocyies. Recently, APasietal
2003) repoed asoflavescence ®m the coslomic flad
E focide od ssggened S fe floorescent compound 4
www“hwh&
floomsence The pigmestaton of cafwoms bas been
confamd fo compound sach a8 fave (Needilum, 1966)
ansesad, flavones, cosmanes (Root and Jobeston, 1966),
and erythoorsonn ( Cardillo o al | 1997} These componds are
conprgmed 10 lpads and pacde m and show facrenc e upoa
acmtos md shavielt hght A sady © isolae the
flacrecent cemposnd han 50T Vet beea contaciad, and only a
partal harceroanos of Be me flarecent composnd bas
been publabed (Jung o al, 199). The contcal mucroncopy
stades mvedled B B floomacence was localoed © small
flacrencent ganules i contac! with e vesicles. Thes resalt &
coesetent Wt 2 previously des nbed speo fic packieg mecha
non  which flaesoms prgment |am © ofher M manole
cales sach m protesss of lpds (Roots and Joleston, 1966)
Follow mg the sacreted DAL US SEEmATET Wl
Fee of Mable pam b sggesting S the Mooseaon? pugment
& polar Needham (1966) and Jiang et al (1598) bave abo
solged waes-solubie yeliow pigment fiom earfire cems.

Orar remalts damorstrae B e vellow seceton of eath
worms was asoflerecent when illommaed with e appro-
prate lght The cokwr of e Mmoo is =lnad o B meabnlic
pocess (Sgphsson, 190, Abani, X00). Rickards (1977)
atentifind yellow cells i e epudamn. Pamesnore, he des-
oribad the pasible mterac tion of ese yellow cells with msoes
cells (Rachands, 1974} (her researchers baw found a ¢ lose
htoashe bewees e imotmal taese (¢ hlomgogenoss
temse), the coclamic fhad, and the yellow pigmest i canh
worms { Neafham 1964, Roods and Jobsaton, 194, Emo and
Moledr, 1992, Valambois e al, 1992)

The phesomenca of s sceton i earfmorms B guite
CommoR B iSvedichraies and ocosm i alaga, mea Awa,
memone, &d sgad In Bl most of e 0% o aemals
wihas mdbones ax bastieg with oo seoretons which
serve a far booader spectmam of fanctioes Sas is vesebages
Emmpls ixlade mvigaon, defnee, doccabon maslamce,
anctn] sypport, fedng, and locomotos | Deasy, 198). In
en e i, IS Of imges fom fhe DmEoes in reRpome B
sovees stevall The mures secsam 18 accompanesd by
arsmen of Mo vescles Su oontun el opal Veaor harades
aad glycopmienms Jung etal, 1990). The 1-am ganles ae
afherent and can be trmsfomsd o ameds Sheanng stress
patcpaies = the charactershe of the maces
smnds Shfor s may be developed by conta ! with surfaces.

(hemical or slecerica | stirmslsion provoked fhe expuboos of
st fom e coelomic flad (Jung et al, 1990). Followmg
sumlaton, the cafworns msponded Wit a fast mpudse
sy 1 Se ouape resposce desc nbed by Roberts (1962) The
afrwomn seeetnd mooes fiom e postomios ©© dude te
stiabes (1V segment, Fig &) This response bas bees desoribed
many tmes greviously (Wampler o al, 1980, Jung et al,
19900, The muces was Ben seareed fom e adacest s

ments |0 owr system, She aufive oo was smble 10 move eehy,
and B confinement cased The macus 10 remain cowdald
togeher The adhesive poopees of Sus emaces faclaged e
aftesion 10 1he coticle (o the contrary, womms feely smim-
mil i s line solaton sor wted M B and resabied i solated
vescle The mesculy cotraction of segments
provokad She seoreion of maces fom Be loea sudes along e
body Thesfwe this process mvolved e mlome of mhaa
vesicls, defbrmasion, afhesion, and comversion © svands
Similer peodaction of vescles and Shew dsngpdion wem obmer-
vad o slgs of B gesara drioe and Limex and s Be smil
Hellx asperse (Dayrgp-(Nsen etal, 1963, Prince etal, 199€)
The mratus wis s 2l panplly Spol STpodae 1 high kevels
of beavy metal and remlied B mres smad Srmmos
{Bouchd & al, 2000). The expdsion of mures mw e
prostoemnoes codld sgnal @ defense mechansm simily 1 e
expuluon of ik o octopus and sgued ( Thempson and Ket,
2001} As a defense mecha soem, The muous adiesive proges s
may senve © delay Bhe pradece and facilnge e oasvwomm
bocosmomon (Denay, 19%9).

1o comclmion. the anmvwomn £ o ids exhidvnad auofhan -
scemce i Be |metine, s, and coelonme flod The secmand
s ko vie bded aunflacesceace. Ths msos was evtnaded
fom Se aurfmorms = mfact vesicles confaiming small
pmauls Expodare 0 shew sves cooveriad S vencls w
strands Thes mecha semm may be ceed a6 2 seceton model
offer an exceptuwally favorable system for Se stady of meos
scmtions due © B copoes kwk of mres, Se precse
control of Shese secetions, and ey release calo The cxponad
body sarface and sot withis body cavities.
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