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RESUMEN

La evaluacion de respuestas fisiologicas y bioquimicas en or-
ganismos acuaticos expuestos a metales ha resultado una he-
rramienta valiosa para conocer la salud de los organismos en
los ecosistemas. En el presente trabajo se evalu6 el efecto
cronico del cadmio sobre los niveles de metalotioninas (MTs),
glutatiéon (GSH), proteinas totales y consumo de oxigeno en
Perna viridis. Se establecieron tres grupos experimentales:
control, expuestos a 0,1 mg/L y 1 mg/L de cadmio (Cd) duran-
te 21 dias, estos dos ultimos con renovacion de agua y metal
cada 24 horas. Los analisis de MTs y GSH fueron realizados
por métodos espectrofotométricos utilizando acido dinitroben-
zoico (DTNB), proteinas totales por el método de Bradford y el
consumo de oxigeno por el método de Winkler. Los resultados
obtenidos demostraron que se produjo un aumento significati-
vo en la sintesis de MTs y GSH en el hepatopancreas de los
ejemplares expuestos a la concentracion de 1 mg/L de Cd, re-
sultados similares fueron obtenidos para el manto. Las MTs
del musculo, branquias y el resto de tejidos no fueron afecta-
das durante la exposicion a Cd, a excepcién de un aumento
significativo de esta proteina en las branquias a la dosis de 0,1
mg/L de Cd. El consumo de oxigeno disminuy6 en funcion a la
concentracion del Cd. Este metal posiblemente activé la sinte-
sis de MTs y de GSH, particularmente en el hepatopancreas y
manto, para compensar el dafio causado por el Cd. Estos me-
canismos no comprometieron los niveles proteicos de los teji-
dos, lo que permite sugerir que los organismos contrarrestan
el efecto del metal sin comprometer las proteinas tisulares,
particularmente en hepatopancreas y manto.
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ABSTRACT

Physiological and biochemical responses in aquatic organisms
exposed to metals have proved a valuable tool to determine
the health of organisms in ecosystems. The effects of cadmium
on metallothionein (MTs), glutathione (GSH), total protein and
oxygen consumption in Perna viridis were evaluated during
chronic exposure to Cd. Three experimental groups were es-
tablished: control, exposed to 0.1 and 1 mg/L Cd for 21 days,
the water and metal were replacement every 24 hours. MTs
and GSH were performed by spectrophotometric methods us-
ing 5, 5-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), total protein
by the method of Bradford and oxygen consumption by the
Winkler method. The results showed that there was a signifi-
cant increase in the synthesis of MTs and GSH in the liver of
organism exposed to 0.1 and 1 mg/L of Cd, similar results
were obtained for the mantle. The MTs of the muscle, gills and
rest were not affected except for a significant increase of this
protein in gills at the dose of 0.1 mg/L of Cd. Oxygen consump-
tion decreased in relation to Cd. The increase in MTS and
GSH, particularly in the hepatopancrea and mantle could ame-
liorate the damage caused by Cd. These mechanisms did not
compromise protein levels in tissues, which may suggest that
organisms counteract the effect of metal efficiently without
compromising the tissue proteins, particularly in the hepato-
pancrea and mantle.

Key words: Cadmium, glutathione, metallothionein, oxidative
stress, Perna viridis.

INTRODUCCION

Los Mytilidos, particularmente Perna viridis representa
un recurso pesquero de importancia economica para Venezue-
la en la actualidad y con un alto potencial para el cultivo, aun
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cuando es una especie invasora que ha logrado propagarse a
muchos de los ecosistemas de las costas orientales del pais,
desplazando a la especie Perna perna [27] la cual ha demos-
trado ser mas sensible a los cambios de salinidades y tempe-
raturas que la primera [28].

Debido a la gran capacidad que presentan algunos or-
ganismos, particularmente los bivalvos para incorporar los
metales, se han utilizado como biomonitores, tal es el caso
de los mejillones que han representado uno de los modelos
biolégicos mas importantes para la evaluacién de contamina-
cion en ambientes naturales y su uso bajo condiciones de la-
boratorio [19, 27]. Estas evaluaciones han permitido estable-
cer, ademas del grado de impacto causado por metales en
los ecosistemas, normar los limites maximos permisibles para
el consumo humano.

Se ha demostrado que ejemplares de P. viridis, prove-
nientes de la costa Norte del estado Sucre, Venezuela, pre-
sentan niveles de cadmio (Cd) de 1,20 + 0,52 pg/g de masa
seca como valor promedio en diferentes épocas del afio [19],
lo cual se considera una concentracion significativamente ele-
vada cuando se compara con los estudios llevados a cabo por
Rojas-Astudillo y col. [26], quienes reportaron una concentra-
cién promedio para localidades cercanas de 0,16 + 0,25 pg/g
de peso humedo (aproximadamente 0,53 ug/g de peso seco)
en estudios anteriores. Estos valores demuestran una bioacu-
mulacion del metal en los ultimos 10 afios para esta especie
comercial y cuya concentracion se encuentra por encima del
nivel maximo permitido para consumo humano por La Organi-
zacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimen-
tacion (FAQ), pero por debajo de la Administracién de Alimen-
tos y Medicamentos (FDA, 2003), que establece niveles maxi-
mos permisible para el consumo de mariscos de 4,0 ug/g de
peso humedo [13, 14].

El incremento en la concentracién de cadmio en produc-
tos marinos representa una de las principales fuentes de incor-
poracién en el ser humano, lo que se traduce en una magnifi-
cacion de este elemento toxico, ocasionando alteraciones que
van desde efectos a nivel inmunolégico y neurolégico hasta
dafios en el ADN, que consecuentemente pueden producir
cancer [17].

Como se ha sefalado en numerosos trabajos, el Cd es
uno de los elementos mas toxicos, pues tiene una toxicidad si-
milar a la del mercurio; posiblemente se enlace a residuos de
cisteina de moléculas, tales como el glutation (GSH) [7, 16],
MTs y otros péptidos que unen selectivamente al Cd [15, 20,
24]. Las MTs y GSH representan una de las primeras lineas
de defensa del organismo, no solo porque enlazan los metales
sino porque estan involucrados en la remocion de especies
reactivas de oxigeno [22].

Dada la gran importancia del P. viridis como recurso
pesquero y la conservacion de esta especie, es necesario que
los estudios en el area de toxicidad permitan dilucidar los efec-
tos toxicos, considerando la capacidad de incorporacion, com-

partimentacion y los efectos fisiologicos y bioquimicos durante
exposiciones cronicas al Cd. Los ajustes metabdlicos que ocu-
rren en los organismos sometidos a estrés causado por xeno-
biéticos, particularmente los metales pesados, modifican el
metabolismo basal y la tasa metabdlica. El consumo de oxige-
no y la tasa de filtracién son dos de los procesos fisiolégicos
que permiten establecer el estado metabdlico en los inverte-
brados marinos. La alteracion de estos procesos fisioldgicos
son ampliamente usados para detectar alteraciones metabdli-
cas en organismos al ser expuestos a variaciones de factores
exogenos, tales como temperatura o salinidad, asi como efec-
tos de toxicos [2, 23].

En este trabajo se evaluo el efecto de dosis subletales
de Cd sobre los niveles de MTs, GSH, proteinas totales y el
consumo de oxigeno en P. viridis, en condiciones de laborato-
rio durante 21 dias (d).

MATERIALES Y METODOS

Captura de ejemplares

Los ejemplares de P. viridis se colectaron en la localidad
de Guayacan, situada en la costa norte de la peninsula de
Araya, estado Sucre a 63° 55 45 O y 11° 35’ 21 N determina-
das con un equipo de GPS (Global Positioning System) Ger-
min Oregon, modelo 450T, Espafia. Estos organismos fueron
mantenidos en envases de 3 L de capacidad, conteniendo
agua de mar para realizarles su periodo de aclimatacion du-
rante 7 d, éstos fueron alimentados cada 24 h con 3 mL de mi-
croalgas cultivadas, Isocrisis galbana.

Tratamiento experimental

Ejemplares con longitud promedio de 76,19 + 15,62 mm de
longitud antero posterior, fueron expuestos a concentraciones su-
bletales de Cd, de 0,1 mg/L y 1 mg/L durante 21 d. Estos bioen-
sayos fueron realizados por triplicado con su respectivo control,
manteniendo una densidad de 1 organismo/L. Los envases se
cubrieron con tapas de plastico, se mantuvieron aireados con
bombas eléctricas HAILEA, modelo AC0O-9903, China, los re-
cambios de agua y metal se realizaron cada 24 h. La salinidad se
midié con un conductimetro YSI 3100 Chipre, obteniéndose un
valor de 36 ups, y la temperatura fue de 25,5 + 1,50°C.

Determinacion de metalotioninas (MTs)

La extraccion de las MTs se realiz6 empleando la meto-
dologia propuesta por Viarengo [32]. El precipitado obtenido
fue resuspendido en 150 pL de NaCl 0,25 mol/L, 150 pL de
HCI 1 mol/L y EDTA 4 mmol/L y luego se cuantifico siguiendo
la metodologia de Ellman [9]. La concentracion de grupos —SH
(sulfhidrilos) fue estimada utilizando la curva patrén de gluta-
tion reducido (GSH) con concentraciones de 0; 5; 10; 20 y 30
Mmol/mL. Para obtener las concentraciones de MTs se consi-
der6 que 1 mmol GSH = 0,055 mmol/L de MTs y fueron expre-
sadas en pug de MTs/mg proteinas [18].
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Determinacion de la concentracion de glutatiéon reducido
(GSH)

La determinacion de la concentracion de GSH se llevo a
cabo de acuerdo con la técnica de Beutler [3], previa homoge-
nizacion de tejido en buffer Tris-HCI 20 mol/L a pH 8,6 en una
relacion 1:3 p/v. Posteriormente, a 2 mL del sobrenadante se
le afiadieron 8 mL de buffer fosfato 0,2 mmoL y pH 7,5y 1 mL
del reactivo DTNB 0,4% en buffer fosfato, y se midieron inme-
diatamente en un spectronic Milton Roy, modelo 21D, EUA, a
412 nm. Se prepar6 un blanco de reactivo con 8 mL de buffer
fosfato. Se realizd una curva de calibracion para GSH reducido
de concentraciones comprendidas desde 5 hasta 25 ymol/mL.

Determinacion de proteinas totales

Del homogenizado de cada uno de los tejidos se tomé
una alicuota de 50 pL por duplicado y se cuantificaron las pro-
teinas utilizando el método de Bradford [4]. Para la preparacion
de la curva de calibracion se utilizé un estandar de albumina de
suero de Bovino (Bos taurus y Bos indicus) de 50 mg/dL marca
Sigma.

Determinacién del consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno se determind por respirometria
de sistema cerrado, mediante el método de Winkler [30].

Utilizando frascos de 500 mL con tapa de rosca, de cierre
hermético, cada uno de los frascos se llené con agua de mar fil-
trada, colocando un animal por frasco de cada condicion experi-
mental y dejando uno con agua de mar solamente (Control);
una vez introducidos los animales, se taparon los frascos y se
sumergieron en un bafio Maria UNIVERSAL, modelo OE3707,
México, a la temperatura experimental (26°C) por una hora. In-
mediatamente se destaparon los frascos y se extrajeron 50 mL
y se le colocod 1,0 mL de solucion de sulfato de manganeso y
1,0 mL de la solucion de yoduro alcalino, con la finalidad de fijar
el oxigeno. Se taparon evitando la formacion de burbujas en su
interior, mezclando mediante agitacion. Luego se dejo que el
precipitado formado se depositara en el fondo del frasco. Se
agregd 1,0 mL de H,SO4, se tapd y se agitd nuevamente con el
fin de que todo el precipitado se disolviera y finalmente se agre-
garon 5 gotas de la solucion indicadora de almidén.

La muestra tratada se coloc6 en un beaker de 250 mL y
se titul6 con una solucion de tiosulfato de sodio 0,1 N, hasta
que el color amarillo del yodo casi desapareciera y se conclu-
ye la titulacion hasta quedar incolora, tomandose nota de los
mililitros gastados.

El consumo de oxigeno (O2/h) de cada animal se calculo
utilizando las siguientes ecuaciones:

Obtencion del oxigeno disuelto (O, dis):
Ecuacion del consumo de oxigeno:

mg/LO; (ppm) = (800 x mL tiosulfato x normalidad tiosul-
fato) / mL muestra titulada

Consumo de O, = O, dis (control) — O, dis Muestra.
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Analisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas en
el contenido de GSH, MTs, proteinas totales y el consumo de
oxigeno, entre las dosis del metal aplicadas y el grupo control
en los diferentes tejidos del mejilldon P. viridis, se aplicé un
ANOVA simple con un nivel de confianza del 95%, previo ana-
lisis de normalidad de datos y homogenidad de las varianzas.
Todos los analisis fueron realizados con el paquete estadistico
STATGRAPHIC centurion XVI [29].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion
demuestran que, ejemplares de P. viridis expuestos a dosis de
0,1y 1 mg de Cd/L durante 21 d, presentaron alteraciones sig-
nificativas en los niveles de MTs (Fs=14,60; P=0,000) y GSH
(Fs=5,16; P=0,012) en el hepatopancreas y manto (MTs, Fs=
12,28; P=0,0001 y GSH, Fs=5,84; P= 0,0092). En el hepato-
pancreas hubo un incremento significativo de los niveles de
MTs desde 1,623 + 0,193 hasta 3,071 + 0,185 pug/mg de pro-
teinas totales a la dosis de 1 mg/L de Cd, lo cual corresponde
a aproximadamente dos veces la concentracion basal (FIG. 1).
Los niveles de GSH se incrementaron en los ejemplares ex-
puestos a Cd, en una proporcion similar (FIG. 1). Los valores
promedios fueron de 3,186 + 1,662 y 3,892 + 1,366 pg/mg de
proteinas totales, para 0,1 y 1 mg/L de Cd respectivamente,
mientras que los controles presentaron un valor de 2,145 +
0,798 pg/mg de proteinas totales.

En mejillones, el incremento de la produccién de MTs es
mediado por el ingreso de Cd a la glandula digestiva y esta
proteina es capaz de interactuar directamente con metales
para promover su inactivacién, metabolizaciéon o excrecion [31,
33]. También neutraliza los radicales libres particularmente los
OH [30] que son producidos por la gran afinidad del Cd por
muchas moléculas, y su capacidad para la formacion de los
mismos y de esta forma interfieren con el normal funciona-
miento de muchas enzimas [19]. Esta respuesta forma parte
del mecanismo para controlar la toxicidad del metal.

Estos resultados demuestran la activa participacion de
las MTs y el GSH en el tejido hepatico en la neutralizacion de
este metal, como ya ha sido planteado en numerosos inverte-
brados marinos [11, 24].

Los trabajos realizados sobre la incorporacién de Cd en
el manto y su efecto sobre la MTs y el GSH son escasos. Sin
embargo, se hallé que los ejemplares expuestos al 1,0 mg/L
de Cd incrementaron significativamente los niveles de MTs, a
una concentracion de 1,461 + 0,583 con respecto a los ejem-
plares no expuestos, que presentaron un valor de 0,781 %
0,280 pg/mg de proteinas totales (FIG 1). Aun cuando las con-
centraciones de MTs en el manto son inferiores a las detecta-
das para el hepatopancreas, también experimentan una indu-
cibilidad causada por el metal. Por otro lado, se determiné una
elevacion de los niveles de GSH en este tejido (FIG. 1), mos-
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FIGURA 1. METALOTIONINAS Y GLUTATION (ug/mg PROTEINAS TOTALES) EN EL HEPATOPANCREAS (H), BRANQUIAS
(B), MUSCULO (M), MANTO (Mto) Y RESTO (R) DE MEJILLONES VERDES PERNA VIRIDIS EXPUESTOS A 0,1 mg/L Y 1 mg/L
DE CADMIO DURANTE 21 DIiAS. Para MTs en: H, Fs = 14,60***; B, Fs= 0,62ns; M, Fs = 1,03ns; Mto, Fs = 12,28*** YR, Fs=
0,68ns. Para GSH: H, Fs = 5,16**; B, Fs = 13,61***; M, Fs = 0,34ns; Mto, Fs = 5,84** y R, Fs = 0,89ns.
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trando un patron similar al observado para el tejido hepatico
con concentraciones de 3,742 + 0,793 y 4,561 + 1,265 ug/mg
de proteinas totales para para los ejemplares expuestos a 0,1
y 1 mg/L de Cd, respectivamente, en comparaciéon con 3,081 £
0,897 pg/mg de proteinas totales para el control.

El aumento de las MTs y el GSH en ambos tejidos (he-
patopancreas y manto) sugiere la participacion conjunta de
ambas moléculas en la toxicidad del Cd. Se ha planteado que
el GSH puede enlazar el idbn metalico e inactivarlo o transferirlo
a las moléculas de MTs para que puedan ser eliminados de la
célula. Aunque este mecanismo no se conoce claramente, se
ha planteado que el GSH puede faciimente enlazarse a iones
metalicos y de manera estable transferir éste a grupos -SH de
las MTs [5].

El GSH parece jugar un papel importante en el manto,
aumentando en funcion de la concentracion de Cd. Este tejido
tiene como funcion principal segregar la concha e intervenir en
las actividades respiratorias. Se ha demostrado claramente el
efecto del Cd a nivel de la cadena transportadora de electro-
nes [25]; el efecto toxico del metal produce la liberacion del Ci-
tocromo C y la formacion de radicales libres, que también in-
ducirian un aumento de MTs [6, 8, 30]. Por ser un tejido con
alta vascularizacion, posiblemente juegue un papel metaboli-
camente activo sintetizando MTs y otras proteinas ante la pre-
sencia del Cd, al igual que en el hepatopancreas. Se sabe que
el Cd puede sustituir al calcio y es posible que el Cd esté afec-
tando el mecanismo de incorporacion del metal en la concha.
Por otro lado, se ha establecido que este metal induce una aci-
dosis interna general, una liberacién del mismo y una inhibi-
cién de la reabsorcion de calcio afectando la biomineralizacion
de la concha [12].

Aunque en las branquias no se observd un incremento
en las MTs, el GSH si increment6 en los organismos expues-
tos a 0,1 ug Cd/L (FIG. 1). Esto indica que, el tejido branquial
de P. viridis, expuesto a la dosis mas baja del metal incremen-
te la sintesis del tripeptido, para neutralizarlo, sin involucrar la
induccién de otros sistemas mas complejos como es el caso
de las MTs. Durante exposiciones superiores (1,0 ug Cd/L) no
se observa este tipo de respuesta, sino que por el contrario,
los organismos recurrieron a estrategias de cierre valvar, que
posiblemente minimiz6 la superficie de exposiciéon al toxico y
por ende, la tasa de incorporacion del metal. Esto pudo haber
determinado que no se manifestaran efectos en la concentra-
cion de MTs y GSH cuando son expuestos a esta dosis.

Estos resultados llevan a plantear que, otros factores es-
tan influenciando la inhibicion en la produccion de MTs en el
tejido branquial en ejemplares expuestos a 1 mg de Cd/L y po-
siblemente el estrés causado por el metal induce la activaciéon
del metabolismo anaerobico como consecuencia del cierre de
las valvas. Esto se puede sustentar por la elevada tasa de
mortalidad observada en los organismos expuestos a la mayor
dosis (FIG 3). Esta bien documentado que, cuando existen
condiciones extremas en su entorno, los bivalvos actian ce-
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rrando sus valvas y modificando su proceso respiratorio [2]. Un
proceso fisiolégico similar fue demostrado cuando el bivalvo
Ruditapes decussatus fue expuesto a metales pesados y mos-
tr6 una disminucién en la tasa respiratoria y cierre valvar, pero
cuando fue colocado en depuracion recuperé la abertura de
las valvas, la extension del sifén, protrusion del pie e incre-
ment6 la excrecidén de amonio, lo cual fue sinbnimo de una
buena salud del bivalvo [10].
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FIGURA 2. CONSUMO DE OXIGENO DE LOS MEJILLONES
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FIGURA 3. MORTALIDAD DE PERNA VIRIDIS EXPUESTOS
A 0,1Y 1 mg/L DE CD DURANTE 21 DIAS.

Lo anteriormente planteado concuerda con la caida en el
consumo de oxigeno experimentada por los ejemplares expues-
tos al Cd (FIG. 2). Esto se le puede atribuir a mecanismos de de-
fensa que fueron adoptados por los organismos para contrarres-
tar la presencia del toxico y de esta manera impedir que sus con-
diciones fisiologicas se debiliten. Otros autores también han ob-
servado un decrecimiento en el consumo de oxigeno como resul-
tado del incremento de la concentracion de toxicos. [21,23]. Aun-
que, hubo una disminucién del metabolismo causado por la cai-
da del consumo de oxigeno, no se presentaron diferencias signi-
ficativas del contenido de proteinas en los tejidos analizados a
excepcion del musculo (TABLA ) que presentd una concentra-
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TABLA |
PROTEINAS TOTALES (ug/mg DE TEJIDO HUMEDO) EN HEPATOPANCREAS, BRANQUIAS, MUSCULO MANTO
Y RESTO DE PERNA VIRIDIS EXPUESTOS A 0,1 y 1,0 mg/L DE Cd DURANTE 21 DIAS.

Hepatopancreas Branquias Musculo Manto Resto
Control 219,58 £ 101,73 131,83 + 86,65 19,44 * 3,56° 28,91+ 10,26 33,00 + 16,45
0,1 mg/L Cd 289,47 + 124,30 145,19 + 68,85 20,40 + 4,07% 23,83 +6,25 30,21 + 10,58
1 mg/L Cd 240,19 £ 87,77 172,27 + 46,15 26,32 + 5,23" 35,10 + 20,08 38,70 £ 9,52
Prueba Fs 0,24ns 0,73ns 7,07 2,14ns 2,24ns

*diferencias significativas P>0,05. ns= no hay diferencias significativa.

cién significativamente mas elevada en los ejemplares expues-
tos a 1 mg/L, pudiendo estar asociada a un aumento del meta-
bolismo anaerébico en el organismo.

La disminucién del consumo de oxigeno podria estar re-
lacionada con la capacidad que presenta el Cd, de asociarse a
muchas proteinas del epitelio branquial inactivando enzimas
claves de la fosforilacion oxidativa. Estudios llevados a cabo
en el bivalvo P. perna y Donax trunculus expuestos a metales
bajo condiciones de laboratorio han demostrado una inhibicion
de la citocromo oxidada y una reduccion en la tasa de consu-
mo de oxigeno, respectivamente [2,23].

Por otro lado, diversos estudios han sefialado que el Cd,
a niveles subletales, en los tejidos de vertebrados e invertebra-
dos inducen alteraciones de diversas respuestas enzimaticas y
de sefiales de transduccion que modulan los procesos de fos-
forilacion y defosforilacion (inhibicién o estimulacion de protei-
nas kinasas o fosfatasa) importantes en el control de diversas
funciones fisiologicas [1].

En sintesis, P. viridis es capaz de inducir respuestas bio-
quimicas, como fue el incremento de MTs y GSH en el tejido
hepatico y el manto, cuando esta expuesto a dosis de 0,1 y 1
mg/L de Cd. En branquias por el contrario, s6lo el GSH parece
ser el mecanismo contra la toxicidad a bajas dosis de Cd. Estos
mecanismos activados afectan el metabolismo de organismos
causando una disminucion del consumo de oxigeno con una
respuesta dosis efecto. El cierre valvar parece ser una estrate-
gia en el comportamiento de estos bivalvos para minimizar la in-
corporacion de cadmio a la dosis de 1 mg de Cd/L, siendo esta
concentracion muy toxica (FIG. 3), pues solo el 50% de los or-
ganismos sobrevivieron durante 21 d de exposicion.

CONCLUSIONES

Se demostro que el cadmio es un metal altamente téxico
para P. viridis en dosis iguales o superiores a 0,1 mg/L, cau-
sando no solo inducién de MTs y GSH en el tejido hepatico y
el manto como respuestas bioquimicas, sino que causd un
50% de mortalidad a la dosis de 1 mg/L durante exposiciones
cronicas. Esto se vio reflejado en una disminucién en el consu-
mo de oxigeno, comprometiendo la salud de los organismos
por un incremento energético producto del metabolismo anae-
rébico. Consecuentemente, la presencia de cadmio compro-

mete el recurso pesquero y a su vez la salud humana, como
consumidor.
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