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RESUMEN

En la presente investigacion se analizé la histologia de branquias y hepatopancreas
del mejillon Perna viridis expuesto a dosis subletales de mercurio. Para ello se
realizaron bioensayos de forma estatica durante 21 dias con renovacion de agua y
metal cada 24 horas. Se utilizaron 4 dosis subletales del metal: 0,01; 0,05; 0,10 y 0,40
ug/l y el control. A los 21 dias de exposicion se disectaron branquias y el
hepatopancreas de 6 organismos, para determinar la incorporacion de mercurio en
ambos tejidos mediante la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica. El
resto de las muestras de los tejidos fueron utilizados para realizar las evaluaciones
histologicas mediante las técnicas de inclusion en parafina y resina epoxica,
aplicando luego la tincion con Hematoxilina- Eosina y Azul de Toluidina
respectivamente. En esta primera fase experimental se demostro la incorporacion del
mercurio en las branquias, siendo esta mayor cuando los ejemplares son expuestos a
0,01 pg/l, mientras que en dosis superiores no son incorporadas con la misma
magnitud. En el caso del tejido hepéatico se observd la mayor concentracion en la
dosis de 0,05 pg/l, presentandose en dosis mayores el mismo comportamiento de las
branquias. Estos resultados sefialan que no existe una relacion dosis-respuesta para
estas dosis del metal bajo estas condiciones, probablemente asociado a diversas
razones, entre estas que los organismos permanecieron con sus valvas cerradas
durante las dosis 0,10 y 0,40 ug/l de Hg evidenciando que existe un mecanismo para
la incorporacion del mismo. Otra pudiera estar asociada a una activacion del sistema
de defensa de estos organismos que induce a una movilizacion del metal para su
posterior excreciéon. Histolégicamente a nivel de branquias se evidenciaron en las
dosis de 0,10 pg/l de Hg peérdida de cilios en los extremos del filamento branquial,
mientras que en la dosis de 0,40 pg/l de Hg presentaron hiperplasia o inflamacion de
la region apical. A nivel del hepatopancreas se observé en la dosis de 0,10 pg/l de Hg
la pérdida de epitelio conectivo que rodea los tabulos digestivos. Para los organismos
expuestos a 0,40 pg/l de Hg la disminucion del lumen en algunos de estos conductos
digestivos fue la caracteristica mas resaltante. Todo lo anterior evidencia que existen
respuestas fisiologicas ante el estrés generado en los mejillones por la presencia del
Hg, donde la incorporacion del metal pudiera estar determinando la carga del metal
en branquias y hepatopancreas evidenciado por el patrén de acumulacion de Hg.



INTRODUCCION

El deterioro en ecosistemas marino-costeros debido a los vertidos industriales, domésticos y
agricolas por parte del hombre, ha captado la atencién de la comunidad cientifica en general con el
objetivo de integrar informacidn sobre los riesgos asociados a la contaminacion, presencia de los agentes
contaminantes y efectos que estos producen sobre los organismos acuaticos. (Gutiérrez y Mufioz, 2003;
Gerlach, 1981).

Los océanos y mares son el deposito final de la mayoria de las sustancias desechadas por el
hombre. Con el tiempo, la actividad bioldgica favorece la descomposicion de los compuestos organicos
a dioxido de carbono y agua como producto final. Sin embargo, las especies inorganicas, especialmente
los metales pesados, estan continuamente acumulandose en el medio marino, de alli deriva el interés de
entender el comportamiento fisico, quimico y biologico de los metales en los sistemas marinos
(Martinez, 2002).

Los metales pesados engloban un grupo de elementos que se encuentran disponibles en bajas
concentraciones en la naturaleza. Se dividen en dos grupos, los esenciales que se requieren para el
correcto funcionamiento de los procesos bioquimicos, incluyen al Fe, Mg, Mn, Co, Zn y Cu, y los que
aun no tienen una funcion biologica establecida, pero son considerados como los principales
contaminantes del ambiente acuéatico representado por el Cd, Hg, Cr y Pb (Viarengo, 1985). Estos
elementos se encuentran asociados a graves problemas de salud ambiental, debido a su persistencia y
capacidad para concentrarse en muchos organismos acuaticos. Su toxicidad, aun en bajas

concentraciones, ha producido serios efectos sobre la salud pablica (Toledo et al., 2000).

Las vias por las cuales los metales pesados se incorporan a los ecosistemas acuaticos estan
relacionadas con las actividades antropogénicas, como las operaciones de mineria y quema de
combustibles fosiles, también mediante la deliberada aplicacion de biocida, asi como los depdsitos de
desechos de aguas residuales y efluentes industriales que representan el mayor aporte de contaminantes
a nivel global. El efecto toxico de los metales pesados puede ser muy variado dependiendo de la
especiacion del metal. En presencia de quelantes o sustancias complejas la toxicidad de los metales

pesados con frecuencia es menor que cuando se encuentra en forma iénica o disponible. Muchos



organismos acuaticos permanecen vivos ante la presencia de bajas concentraciones de metales disueltos
en el agua, pero al incrementarse estas concentraciones con el paso del tiempo inevitablemente se van

acumulando en sus tejidos, lo cual afecta negativamente sus procesos fisioldgicos (Gerlach, 1981).

Los efectos de los metales pesados se describen a manera general como alteraciones
bioquimicas de los diferentes compartimientos subcelulares. EI mecanismo de acumulacion de metal por
las células ain no esta del todo claro, pero las evidencias indican que los metales atraviesan la
membrana celular esencialmente por un proceso de transporte pasivo, aunque la endocitosis también
puede suceder (Viarengo, 1985). Una vez que los metales atraviesan la membrana celular, ellos
reaccionan con los componentes del citosol formando diferentes complejos con enlaces sulfidrilos,
quelantes y sales. Los metales también pueden enlazarse a los grupos aminos, péptidos, lipidos y a los
grupos carboxilos de las proteinas. Muchas de estas proteinas son enzimas y las uniones a cationes

metalicos pueden alterar su actividad catalitica (Moore, 1985; Viarengo, 1985).

El Hg es uno de los metales pesados mas toxicos debido a que todos aquellos compuestos
que contienen este metal son letales al presentarse en concentraciones significativamente pequerfias. Las
distintas formas del Hg exhiben caracteristicas algo diferentes en cuanto a toxicidad, distribucion,

acumulacién y tiempo de retencion en el organismo (Laya, 1992).

En el pasado ocurrieron graves problemas de contaminacion por Hg, siendo los méas relevantes a
nivel mundial, el envenenamiento colectivo en la bahia de Minamata en los afios 1953-60, y Niigata en
1964-65, ocasionados por la ingesta de organismos marinos contaminados por metilmecurio, arrojando
alrededor de 1 200 victimas (Laya, 1992). Venezuela no ha sido la excepcion en casos de contaminacion
mercurial, uno de los de mayor importancia ha sido el del golfo Triste, estado Carabobo, en donde se
encontraron altos niveles de Hg provenientes de los desechos vertidos por la planta cloro-soda de la
petroquimica de Moron, que provocd un gran deterioro del ambiente e intoxicacion de personas por
consumo de organismos contaminados. El otro caso, mas alarmante, es el de Guayana, estado Bolivar,
donde se han encontrado elevados niveles de Hg debido a la intensiva explotacion aurifera que requiere
de este metal en la técnica del sistema de dragado para la extraccion de oro. Principalmente en la zona
correspondiente a las cuencas del bajo Caroni donde esta presente la mayor concentracion del metal,

ocasionando graves problemas de salud a las comunidades cercanas a la zona, por la ingesta de especies,



principalmente de peces, contaminadas con la forma quimica de metilmercurio (Laya, 1992).

El Hg ingresa al ambiente a través de dos vias diferentes, una es el ciclo biogeoquimico natural
llevado a cabo en la biosfera y la otra son las actividades antropogeénicas. El ciclo natural del mercurio
involucra su descomposicion mediante procesos erosivos de rocas y minerales, la evaporacion del agua
y posterior deposicion en suelos y océanos mediante las precipitaciones y escorrentias. Entre las vias
antropogénicas del Hg se incluye emisiones industriales de plantas que emplean o manufacturan
componentes mercuriales, incineracion de desechos, qguema de combustibles fésiles, actividades mineras
y el uso de fungicidas que contienen Hg. Hoy en dia, la mayor contaminacién por Hg reside en el
ambiente acuatico debido a que este elemento es transformado a partir del Hg inorganico a
metilmercurio por la biota acuatica, particularmente por las bacterias sulfato-reductoras (Ochoa et al.,
2002; Hammershmidt et al., 2004). La mayoria del metilmercurio (CH3Hg) formado de esta manera
ingresa al tejido bioldgico, como consecuencia, se genera una acumulacion de esta forma quimica en los
organismos acuaticos, con los subsecuentes fenomenos de biomagnificacion a lo largo de la cadena
tréfica (Ruelas et al., 2003).

Los estudios de contaminacion por metales pesados tienen el proposito de diagnosticar y proteger
los ecosistemas marinos costeros y la salud humana. Con este fin, se han empleado organismos
centinelas como indicadores bioldgicos cuantitativos de la contaminacion de metales pesados en el
medio marino. Desde hace mas de dos décadas y hasta la actualidad se ha propuesto el uso de mejillones
para evaluar las tendencias espaciales y temporales de algunos contaminantes en ambientes costeros.
Estos organismos acumulan los metales a partir de su alimento, del sedimento y del agua de mar en
concentraciones que exceden considerablemente a las encontradas en el ambiente, ademas de hacerlo en

proporcion a las concentraciones encontradas en su alrededor (Gutiérrez y Mufioz, 2003).

Diversos estudios se han realizado empleando a los bivalvos para biomonitorear la presencia de
metales pesados. Roesijadi et al. (1982) establecieron la tolerancia a Hg en Mytilus edulis y su relacion
con las proteinas enlazadoras de Hg; Haynes et al., (1997) compararon dos especies de bivalvos: Donax
deltoides y Mytilus edulis como monitores de vertidos expuestos a metales en Australia; Bebianno y
Machado (1997) utilizaron a Mytilus galloprovincialis como biomonitor de las concentraciones de los

metales Cd, Cu, Fe, Mn, Ni y Zn, y determinaron los niveles de metalotioninas en sus tejidos; Petrovic



et al., (2001) evaluaron en la células de la glandula digestiva de Mytilus galloprovincialis la estabilidad
de la membrana lisosomal y los niveles de metalotioninas como biomarcadores; y Gutiérrez y Mufioz
(2003) analizaron la variabilidad geografica de Hg, Co, Fe y Ni en la costa de Baja California con la
especie Mytilus californianus.

Entre los dafios mas frecuentes provocados por la accién de metales pesados en los bivalvos,
destacan dafios oxidativos a lipidos, proteinas y ADN (Nusetti et al., 2004), alteracién de la actividad
catalitica de las enzimas involucradas en el metabolismo del ADN y ARN (Moore, 1985), asi como
también patologias a nivel de branquias, hepatopancreas y musculo principalmente, como tejidos

blancos expuestos a metales pesados (Gregory et al., 1999, Znidaric et al., 2006).

Se han realizado estudios a nivel de dafios histoldgicos en distintos organismos marinos, Andersen
y Baatrup (1988) encontraron alteraciones histoldgicas en branquias y hepatopancreas del camarén
Crangon crangon luego de someterlo a dosis de mercurio; Torreblanca et al. (1992) sefialaron en el
cangrejo rojo Procambarus clarkii cambios en la composicion bioguimica de branquias, hepatopancreas
y musculo, particularmente en los niveles de lipidos, proteinas y glucdgeno después de exposiciones
subletales a Hg; Bowmer et al. (1994) localizaron dafios histopatologicos a nivel de branquias,
hepatopancreas y gonadas en el bivalvo Cerestodema edule expuesto a hidrocarburos; Gregory et al.
(1999) determinaron alteraciones histoldgicas en la superficie branquial del mejillon Perna perna
sometido dosis de Hg; Bjerregaard y Deplege (2002) sefialaron que cationes metalicos afectan la
osmorregulacion y como consecuencia la hidratacion de los tejidos branquiales y del musculo del
cangrejo Carcinus maenas; Heerden et al. (2004) encontraron en la trucha arco iris Oncorhynchus
mykiss un aumento en la proliferacion de células productoras de mucus del tejido branquial, asi como
una induccidén a una mayor sintesis de metalotioninas provocada por una corta exposicion a Cu; Li et al.
(2007) describieron las alteraciones de los tejidos: branquias y hepatopancreas de la gamba gigante
Macrobrachium rosenbergii sometida a dosis de Cu.

Perna viridis es una de las especies de mejillon mas utilizada como organismo bioacumulador de
metales pesados, por su capacidad de captar y retener los iones metalicos presentes en el medio marino,
mediante su alimentacion por filtracion y por su condicién de organismo sésil en su etapa adulta. Bracho
et al. (2000) determinaron el efecto de la alimentacion sobre su condicion fisioldgica segun el cociente

ARN/ADN; Vifoles et al. (2000) estudiaron el efecto de la temperatura de aclimatacion sobre su



crecimiento instantaneo; Caihuan y Wang (2002) estudiaron la asimilacion e ingestion de metales traza
por el mejillon verde en una mezcla de fitoplancton y sedimentos; mientras que Rojas et al. (2002)
compararon los metales pesados presentes en el mejillon verde y ostras procedentes de Trinidad y

Venezuela.

Rojas (2005) realizo un estudio de contaminacion por mercurio en mejillones Perna viridis de la
peninsula de Chacopata, encontrando en el afio de muestreo concentraciones méximas de 0,4 pg/g™ m.s
durante el mes de febrero, mientras que entre 0,10 y 0,20 pg/g™*.m.s en julio y octubre, siendo el valor
maximo permitido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el consumo humano 0,5 pg/g
! m.s (Laya, 1992). Conocida y estudiada su condicién de organismo bioacumulador de metales pesados
motiva a desarrollar estudios sobre los dafios que le provocan determinadas concentraciones de mercurio
a sus tejidos, esto con el propdsito de ampliar el conocimiento en los estudios a nivel histolégico en
estos organismos. Por tal razon, se persigue evaluar los dafos a nivel branquial y del hepatopancreas del
mejillon verde Perna viridis durante el proceso de exposicion a dosis subletales de Hg (0,01; 0,05; 0,10

y 0,40 pg/I™) en un periodo de 21 dias.

METODOLOGIA

DE CAMPO

Los ejemplares de Perna viridis, en estado juvenil, se colectaron en la localidad de Guayacan, que
se encuentra situada en el noreste de la Peninsula de Araya del estado Sucre, entre 10° 39” y 10° 41” de
latitud norte y 63° 47’ y 63° 49’ de longitud oeste. La extraccion de los especimenes se realizo en la zona
costera entre 1 y 3 m de profundidad, mediante buceo libre. Los mismos fueron transportados en una
cava térmica con agua de mar al Centro de Investigaciones Ecoldgicas de Guayacan, en donde los

organismos fueron lavados para eliminar restos de sedimentos y epibiontes adosados a sus conchas.



DE LABORATORIO

Diserio experimental
Todos los organismos fueron colocados en acuarios de PVC de 3 |, en grupos de 20 organismos

por acuario. Previo a las exposiciones al metal los mejillones se aclimataron por un periodo de 7 dias
(Salinidad: 36 %0, pH: 7,8; temperatura: 25 + 1°C), controlando nivel de agua, aireacion continua y su
alimentacion con microalgas de la especie Tetraselmis chuii. En la fase de exposicion al Hg durante 21
dias, se colocaron 2 acuarios para cada dosis a emplear: 0,01; 0,05; 0,10 y 0,40 pg de Hg/l™ y controles.
Diariamente fueron monitoreados todos los acuarios para el cambio del agua, adicion de las dosis de Hg
y alimentacién con microalgas. Culminados los 21 dias de exposicion a las dosis los organismos se

sacrificaron para su analisis.

Determinaciéon de mercurio

Para la deteccion y cuantificacion de mercurio en branquias y hepatopancreas, se les determind
primero a los tejidos su masa humeda y luego su masa seca, después de haberse colocado en una estufa
por 48 horas a 60 °C. Cada muestra se traté con 5 ml de &cido nitrico al 65 % y 2 ml de é&cido sulflrico
al 95% (5:2 “/,) (Rojas et al., 2002). EI volumen obtenido fue diluido con agua desionizada en matraces
aforados de 25 ml. Luego se les afiadi6 permanganato de potasio (5% ™/,), observado un cambio de
coloracion se le afiadid 50 ml de hidroxilamina (5% "/,) para neutralizar el exceso de permanganato de
potasio y, finalmente, el analisis se completé midiendo la absorbancia a 253 nm en un espectrofotometro
de absorcion atomica (EAAS) a vapor frio Perkin ElImer 3110 acoplado a un sistema Mercurio-Hidruro
Perkin Elmer MHS-10.

Preparacion de muestras histoldgicas con inclusion en Parafina:

Se tomaron 8 mejillones finalizado el bioensayo y se les disectaron branquias y hepatopancreas,
estas muestras fueron fijadas en Bouin durante aproximadamente 1 hora, para mantener las condiciones
bioldgicas del tejido, les siguid el periodo de deshidratacion sumergiéndolas en etanol de 30, 50, 70, 80,
90, 95 y 100% en un lapso de 10 minutos en cada uno, en ese orden creciente de concentracion.
Continud el proceso de clarificacion colocando las muestras en xilol I, I1'y 11l de 5 a 10 minutos en cada
uno. Luego se colocaron en la estufa en xilol — parafina durante 2 horas. A esto le siguio la

impregnacion en parafina a una temperatura de 56-60 °C, se colocaron las muestras en parafina 1 y Il



durante 1 hora cada una. Finalizado el tiempo en parafina Il se procedio a colocarlas rapidamente, antes

de que solidifique, en bloques de inclusion.

Una vez solidificada la parafina, los bloques se retiraron de los moldes de inclusién, quedando
listos para su posterior corte. Los moldes con las muestras de tejido se colocaron en un micrétomo para
realizar los cortes de aproximadamente 5 a 7 um. Los cortes pasaron a la fase de coloracidn siguiendo la
técnica de hematoxilina — eosina. Se sumergieron en xilol 1, dos veces consecutivamente, durante un
méaximo de 3 minutos, luego fueron colocadas en etanol de 100, 95 y 70%, una vez en cada uno por 3
minutos, sacadas rapidamente y lavadas con agua corriente, para luego sumergirlas en la hematoxilina
de 2 a 5 minutos, lavadas con agua corriente y, sumergidas en eosina de 1 a 3 minutos. Posteriormente
colocadas en etanol 70, 95, 100%, en este Gltimo dos veces, por un periodo de 3 minutos en cada uno.
Luego pasadas por una mezcla de etanol absoluto 100% vy xilol (1:1) durante maximo 5 minutos y
finalmente en xilol 1 y Il por 5 minutos en cada uno. Finalmente visualizadas al microscopio Optico y

fotografiadas con una cdmara digital adaptada al microscopio.

Preparacion de muestras histologicas con inclusion en Resina Epdxica:

Para correlacionar el procedimiento histologico con la técnica en parafina, se tomaron otros 8
mejillones para incluirlos en resina epoxica, estos se fijaron en glutaraldehido al 2,5% durante 2 horas a
4°C, luego se le realizaron 3 lavados durante 10 minutos con buffer fosfato 0.1 M y pH 7.6 para ser
post-fijadas en tetroxido de osmio acuoso al 1% durante 1:30 hora. Posteriormente lavadas 2 veces con
agua destilada para precontrastar con acetato de uranilo al 2% acuoso durante 10 minutos. Seguidamente
fueron lavadas con agua destilada, para luego deshidratar en concentraciones crecientes de etanol (50,
70, 80, 90, 95, 100 y 100 %) por 10 minutos en cada uno. De alli colocadas en oxido de propileno
durante 10 minutos. Finalmente colocadas en una mezcla de resina y oxido de propileno en proporciones
1:3 durante Y2 hora, 1:1 por 12 hora y 3:1 durante 1 hora respectivamente. Al retirarlas de la mezcla
resina y propileno 3:1 se pasaron a los moldes y se les coloco resina solamente. Una vez las muestras en
los moldes se dejaron solidificar. Se realizaron cortes gruesos al ultramicrétomo y coloreadas con azul

de toluidina.

Andlisis estadistico:
Los datos obtenidos de las concentraciones de mercurio en el tejido de los mejillones de los grupos

control y expuestos se analizaron mediante un analisis de varianza sencillo, modelo | con ayuda del



programa estadistico Statgrafics Plus 5.1.



RESULTADOS Y DISCUSION

ACUMULACION DE Hg

Durante la exposicion de los organismos juveniles de P. viridis a Hg, se encontraron diferencias
altamente significativas en el tejido branquial entre los grupos experimentales y el grupo control (Fs
=35,61; p <0,05), presentando para los organismos expuestos a la dosis de 0,01 pg/l de Hg un valor de
0,314 + 0,067 pg/g.m.s, descendiendo en las dosis 0,05 ug/l de Hg y 0,10 ug/l de Hg con valores de
0,102 + 0,044 pg/g.m.s 'y 0,026 £ 0,005 pg/g.m.s respectivamente, evidenciando una disminucion en la
incorporacion del Hg cuando la dosis supera la concentracion de 0,01 pg/l de exposicion, sin embargo,
a la dosis de 0, 4 ug/l de Hg este se incrementd con un valor de 0,169 + 0,068, pero sin alcanzar el
méaximo valor de Hg acumulado por los expuestos a 0,01 ug/l de Hg (Fig. 1).
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Figura 1. Contenido de mercurio (p1g/g m.s) en branquias de los mejillones verdes Perna viridis
expuestos a dosis subletales de mercurio durante 21 dias.

Las branquias son estructuras que estdn en contacto directo con el medio acuoso donde se
encuentra disuelto el metal y a la vez representan la principal via por la cual el metal ingresa al interior
del organismo (Sze y Lee, 1995; Laporte et al., 2002). Estudios realizados con bivalvos en condiciones
de laboratorio expuestos a diferentes metales y concentraciones, mostraron un patron definido de
incorporacion del respectivo metal, en donde las concentraciones eran proporcionales al tiempo de
exposicion, llevando a concluir que, las branquias son una eficaz barrera capaz de llegar a retener mas
del 50% del metal que ingresa al interior del organismo (Andersen y Baatrup, 1988; Prakash y
Jagannathan, 1995; Joiris et al., 2000; Anandraj et al., 2002; Laporte et al., 2002; Znidaric et al., 2006).



Estos resultados evidentemente sugieren que concentraciones elevadas de Hg no son incorporadas
en la misma proporcion que lo hacen cuando estan expuestos a bajas dosis. Esto puede ser explicado
mediante la funcién que desempefia este tejido. Las branquias son las responsables del flujo de agua que
ingresa al interior de estos organismos filtradores (Krishnakumar et al., 1990; Swaileh y Adelung,
1994), por lo tanto estan expuestas constantemente a todo agente toxico que se encuentre disuelto en el
agua, en este caso el Hg. Los elevados niveles de mercurio en las branquias esta asociado a dos aspectos
relevantes, el primero de ellos es que constituye la principal via de entrada del toxico y su posterior
acumulacién en otros compartimientos u 6rganos de estos organismos, por ello es considerada la ruta de
incorporacion del metal por excelencia (Laporte et al., 2002). La segunda se refiere a la gran capacidad
de biotransformacion del metal (Moore, 1985) lo cual es influenciado por la alta relacion
superficie/volumen que esta presenta. Otro aspecto que probablemente influyé en las altas
concentraciones de Hg en branquias fue el cierre mecanico de las valvas de los organismos P.viridis en
las dosis mas altas, 0,10 y 0,40 pg de Hg/l. Este mecanismo ha sido reportado para la especie P.viridis
(Chan, 1988; Yap et al., 2004) y P. perna (Anandraj et al., 2002). Estos bivalvos optan por utilizar una
via de respiracion anaerdbica ante el estrés presente en el medio provocado por el metal, lo que trae
consigo una disminucion del metabolismo, asi como en la tasa de filtracion y la tasa de incorporacion de
oxigeno (Yap et al., 2004). Por todos estos aspectos, el tejido branquial es considerado muy sensible a la
accion toxica del metal (Laporte et al.,2002)

En el tejido hepético la incorporacion del Hg estuvo marcada en un inicio por un patrén progresivo
de acumulacién, encontrandose diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo
control (Fs =8,19; p > 0,05) presentando en la dosis de 0,01 ug de Hg/l un valor de 0,040 + 0,007
Hg/g.m.s, en la dosis de 0,05 pg de Hg/l incorpora una mayor cantidad del metal alcanzado un valor de
0,064 £+ 0,030 pg/g.m.s, disminuyendo para la dosis de 0,10 ug/l a 0,029 + 0,014 pg/g.m.s para
finalmente aumentar nuevamente en 0,40 ug/l a 0,047 £ 0,023 pg/g.m.s. (Fig. 2).
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Figura 2. Contenido de mercurio (ug/g m.s.) en hepatopancreas de los mejillones verdes Perna viridis
expuestos a dosis subletales de mercurio durante 21 dias.

El hepatopancreas de los moluscos bivalvos es de especial interés debido a la importancia de su
funcion como principal érgano de actividad metabdlica, y por ser el tejido de mayor afinidad hacia los
iones metalicos, esto explica el hecho de que acumule elevadas concentraciones del metal (Rodriguez et
al., 2005). Las células del hepatopancreas son ricas en lisosomas y estos organelos conjuntamente con
proteinas enlazadoras de metales son los involucrados en los procesos de detoxificacion, bien sea, por su
acumulacion en cuerpos residuales o a manera de excrecion como materia fecal (Viarengo, 1985; Chan,
1988).

Posiblemente la acumulacién del metal en el hepatopancreas mantiene en el organismo una tasa de
incorporacion por debajo de la encontrada con exposicion a 0,05 pg de Hg/l, lo que plantea la activacion
de un mecanismo de regulacion del metal, que esta siendo modulado por la tasa de incorporacion a
través de las branquias dado que las mismas presentan un patron similar al observado en el

hepatopancreas.

Estos resultados evidencian respuestas fisiologicas ante el estrés generado en los mejillones por
la presencia del Hg, donde la incorporacion del metal estd determinando la adicion del metal en
branquias y hepatopancreas evidenciado por el patron de acumulacion de Hg. Esto se explica debido que
la cantidad de metal acumulado en las branquias se distribuye luego hacia los tejidos y 6rganos mas
sensibles a la accién de xenobidticos, particularmente el hepatopancreas, el cual a parte de tener un gran
tamafo en estos organismos, presenta gran afinidad hacia los iones metélicos debido a que contiene
organelos y moléculas relacionadas con los procesos de detoxificacion (Roesijadi, 1992; Aleman, 2007).

En un estudio realizado por Chan (1988) en la especie Perna viridis en condiciones de laboratorio
sometida a Cu, Zn, Pb y Cd, estos organismos presentaron un patron lineal de acumulacion para los
metales Cu, Pb y Cd, con respecto al Zn el autor sefiala un mecanismo de regulacion de los niveles de
este metal, por ser considerado esencial para el funcionamiento de muchas enzimas presentes en el

organismo de estos bivalvos. Con respecto a los metales restantes no esenciales, reporta para esta

11



especie un mecanismo de detoxificacion llevado a cabo en la glandula digestiva, lugar donde se
concentra el metal para su posterior depuracion a manera de granulos o vesiculas que son excretadas
fuera del organismo.

Lo sefialado anteriormente demuestra que la bioconcentracion de Hg para branquias vy
hepatopancreas disminuye al incrementarse las concentraciones del metal, esto es contrastado con el
factor de bioconcentracion (FBC), el cual determina la relacion entre la concentracion del metal dentro
de los compartimientos en el organismo (tejido blando) y la concentracion del metal del medio acuoso
que lo circunda (Tabla 1). Esto sugiere que cuando los organismos presentaban mayor concentracion del
metal biodisponible, es decir, cuando las dosis son significativamente mas altas, estos incorporaban
menor cantidad de Hg, lo cual se pudo observar claramente a partir de la dosis de 0,05 pg de Hg/l en

ambos tejidos analizados. Esto coincide con los resultados antes expresados en las figuras 1 y 2.

Tabla 1.- Factor de Bioconcentracion para los tejidos de branquias y hepatopancreas del mejillon Perna
viridis sometidos a dosis subletales de mercurio.

Dosis Branquias Hepatopancreas
0,01 pg/l 31,391 + 0,066 3,942 + 0,007
0,05 pg/l 2,038 + 0,044 1,277 + 0,030
0,10 pg/l 0,263 + 0,005 0,285+ 0,014
0,40 pg/l 0,421 + 0,06 0,118 + 0,023

N=5, FBC= Concentracion de Hg en tejido/Concentracion Hg en agua

Con todo lo expuesto anteriormente encontramos que el mejillon P. viridis logro incorporar el Hg
en sus tejidos pero siguiendo un patrén bifasico en donde inicialmente se da una rapida acumulacion del
metal seguido por un progresivo declive en las concentraciones del metal al incrementarse las dosis de
Hg, algo muy similar fue reportado por Prakash y Jagannatha (1995) para esta especie pero sometida a

concentraciones subletales de los metales aluminio, plomo y cadmio.

HISTOLOGIA BRANQUIAL

Las branquias actlan a manera de barrera biolégica debido a que esta localizada en una posicion
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fisioldgica estratégica, ya que representan el limite existente entre el medio contaminado y el resto del
interior del organismo (Laporte et al., 2002). La estructura branquial del mejillon P. viridis consta de
numerosos filamentos branquiales que en su base se revisten de epitelio conectivo y se constituyen de un
par de lamelas branquiales, estos en su extremo apical y a los laterales presentan numerosas células
ciliadas. En su interior presenta un espacio hemoceélico y una capa de células epiteliales que le dan
soporte a toda la estructura del filamento (Figs. 3y 6) (Gregory et al., 1999, Rodriguez et al., 2005, Li et
al., 2007).

En los organismos del grupo control las lamelas branquiales presentan en la region apical y en los
laterales un gran numero de células ciliadas que se proyectan desde las llamadas células epiteliales (Figs.
3d y 3e). Este tipo de célula cumple la funcidn de oxigenar el epitelio lamelar de las branquias (Gregory
etal., 1999).

A los 21 dias de exposicion, los organismos sometidos a la dosis 0,10 pug de Hg/l presentaron una
evidente disminucion en el nimero de cilios que constituyen la superficie externa del filamento, (Figs. 4
y 7) se observa detalle de un filamento branquial de P. viridis donde, se muestra, una disminucion en la
cantidad de cilios en la region apical y en los laterales del mismo, asi como desorganizacion del epitelio
del filamento. Estos resultados concuerdan con los encontrados en Rodriguez et al., (2005) quienes
reportan a nivel branquial para la especie Crassostrea angulata sometida a dosis subletales de cobre
(200 y 600 pg/l Cu®*) desorganizacion del tejido epitelial, alteracién en la porcion apical de las células

ciliadas, hiperplasia y fusion de laminillas.

Los organismos sometidos a la dosis de 0,40 ug de Hg/l presentaron una ligera inflamacién o
hinchazén del tejido branquial durante los 21 dias de exposicién. Esta patologia es denominada
hiperplasia y es una de las alteraciones histoldgicas especifica que se evidencia en presencia de agentes
contaminantes. Esta lesion fue reportada por Bowmer et al., (1994) en el bivalvo Cerestodema edule
expuesto a hidrocarburos, Heerden et al., (2004) en el pez Oncorhynchus mykiss expuesto a cobre y por
Li et al., (2007) en el camaron Macrobrachium rosenbergii expuesto a cobre. Esta alteracion se
caracteriza por una inflamacion de las células epiteliales del filamento branquial a consecuencia de la

accion toxica del metal presente.
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En las figuras 5 y 8 se evidencia la inflamacion de la zona apical del filamento branquial de los
organismos expuestos a la dosis 0,40 ug de Hg/l. También se observo, en la misma zona, la disminucion
de células ciliadas. Estos resultados aun cuando no muestran histoldgicamente alteraciones especificas
para este metal en particular, evidencian dafios titulares frecuentes en organismos marinos expuestos a

metales pesados o algun otro tipo de xenobidtico.

HISTOLOGIA DEL HEPATOPANCREAS

Histoldgicamente el hepatopéancreas del mejillon Perna viridis se constituye de un epitelio
conectivo de soporte, en este se encuentran inmersos una gran cantidad de tabulos o conductos
digestivos, estos en su interior se conforman de una hilera de células piramidales que a su vez también
se rodean de tejido conectivo (Figs. 9 y 12) (Li et al., 2007; Rodriguez et al., 2005). En los organismos
expuestos a 0,10 pg de Hg/l se encontraron anomalias en el tejido entre las que se encuentran una
disminucion en la superficie del tejido conectivo, oclusion de la luz en algunos conductos digestivos y

reduccion del epitelio que rodea los conductos digestivos (Figs. 10y 13).

Estos resultados anteriores concuerdan con lo encontrado por otros autores como el caso de
Bowmer et al. (1994) quienes observaron en la glandula digestiva del bivalvo Cerestodema edule
degeneracion de los tdbulos digestivos, mientras que Rodriguez et al. (2005) encontraron en el
hepatopancreas del bivalvo Crassostrea angulata adelgazamiento del epitelio que rodea los conductos
digestivos y pérdida del tejido conectivo que los circunda.

Los organismos sometidos a la dosis de 0,40 ug de Hg/l, a nivel del hepatopancreas presentaron,
de igual manera que los de la dosis de 0,10 ug de Hg/l, reduccion del lumen de algunos conductos
digestivos asi como también pérdida de gran parte del tejido conectivo que rodea dichas estructuras, con
la diferencia que en presencia de esta dosis méas elevada las lesiones se hicieron més evidentes que las

encontradas en dosis anteriores (Figs. 11y 14).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran alteraciones histoldgicas tanto
en branquias como en hepatopancreas, sin embargo, estas alteraciones han sido reportadas por
exposiciones a diferentes xenobidticos, no solamente metales pesados (Gregory et al., 1999, Laporte et
al., 2002, Rodriguez et al., 2005, Li et al., 2007) por lo que no seria una respuesta especifica ante la

presencia del Hg como elemento sino mas bien de las dosis del mismo empleadas en esta experiencia.
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Por ello, es necesario realizar estudios mas detallados para determinar el sitio de la célula donde se
encuentra el metal, su movilizacion y nivel de donde pudiera estar actuando, ademas de corroborarlos
con determinaciones bioquimicas bien detalladas en trabajos con biomarcadores de toxicidad por
metales pesados. En este sentido, Newton y Cope (2006), sefialan que son necesarios mayores estudios

de histologia, que permitan asociar la relacion entre el toxico y las alteraciones histopatoldgicas.

Figura 3. Tejido branquial de P. viridis en condiciones normales de laboratorio. Inclusion en Parafina.
Coloracion H & E. a: filamento branquial, b y c: lamelas branquiales, d y e: células ciliadas.

C 4000 pm

Figura 4. Tejido branquial de P. viridis expuesto a dosis 0,10 pg/l de Hg durante 21 dias. Inclusién en
parafina. Coloracion H & E. a: zona apical del filamento con pérdida de cilios, b: zona lateral del
filamento con pérdida de cilios, c: fusion de las lamelas branquiales.




Figura 5. Tejido branquial de P. viridis expuesto a dosis 0,40 pg /I de Hg durante 21 dias. Inclusion en
Parafina. Coloracion H & E. a: hiperplasia (engrosamiento) de la region apical del filamento, b: pérdida
de células ciliadas de la zona apical.

Figura 6. Tejido o branquial de P. viridis en condiciones
m - s .
normales de F laboratorio. Inclusién en Resina.
Coloracién Azul de Toluidina. a: filamento branquial, b y c: lamelas branquiales.

1700 um

Figura 7. Tejido branquial de P. viridis expuesto a dosis de mercurio de 0,10 pg de Hg/l durante 21 dias.
Inclusion Resina. Coloracion Azul de Toluidina. a: zona lateral con pérdida de células ciliadas, b:
desorganizacién del epitelio del filamento branquial.

Figura 8. Tejido branquial de P. viridis expuesto a dosis de mercurio de 0,40 pug de Hg/l durante 21 dias.
Inclusion Resina. Coloracion Azul de Toluidina. a: zona apical con pérdida de células ciliadas, b:
hiperplasia (inflamacion) de la lamela branquial.
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b




Figura 9. Hepatopancreas de P. viridis en condiciones normales de laboratorio. Inclusién Parafina.
Coloracién H & E. a: epitelio conectivo de soporte, b: tdbulos digestivos, c: células piramidales que
rodea el tubulo digestivo.

a

a 1700 pm

Figura 10. Hepatopancreas de P. viridis expuesto a 0,10 pug de Hg/l durante 21 dias. Inclusion Parafina.
Coloracion H & E. a: pérdida del tejido conectivo, b: oclusion del lumen de los tubulos conectivos.

Figura 11. Hepatopancreas de P. viridis expuesto a 0,40 pug de Hg/l durante 21 dias. Inclusion Parafina.
Coloracién H & E. a: pérdida del tejido conectivo, b: oclusion del lumen de los tabulos conectivos, c:




Figura 12. Hepatopéancreas de P. viridis en condiciones normales de laboratorio. Inclusion Resina
Epdxica. Coloracion Azul de Toluidina. a: epitelio conectivo de soporte, b: tibulo digestivo.

Figura 13. Hepatopancreas de P. viridis. expuesto a 0,10 pg de Hg/l durante 21 dias. Inclusion Resina
Epdxica. Coloracion Azul de Toluidina. a: pérdida del tejido conectivo, b: oclusion del lumen de los
tabulos conectivos.

1700 pm

Figura 14. Hepatopancreas de P. viridis expuesto a 0,40 pug de Hg/l durante 21 dias. Inclusion Resina.
Coloracién Azul de Toluidina. a: pérdida del tejido conectivo, b: oclusion del lumen de los tabulos
conectivos, c: adelgazamiento del epitelio que rodea el tbulo digestivo.

CONCLUSIONES
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La incorporacion de Hg en las branquias y hepatopancreas del mejillon P. viridis
experimento un comportamiento dosis-respuesta hasta la concentracion de 0,05 ug/l, a partir de 0,10
pg/l disminuyo la entrada del toxico sefialando que existe un mecanismo para la incorporacion del

mismo.

El factor de bioconcentracion para los tejidos branquias y hepatopancreas aumenta en funcion
del incremento en la concentracion de Hg debido a un cierre valvar evidente en los dosis de 0,10 y
0,40 pg/l.

Al analizar correlativamente los tejidos branquias y hepatopancreas en parafina y resina por
accion toxica del Hg las alteraciones histoldgicas se dilucidaron mejor con la técnica de inclusion en

resina epoxica.

Las branquias presentaron pérdida de cilios en los extremos de los filamentos branquiales en
los organismos sometidos a las dosis de 0,10 pg/l y una inflamacién (hiperplasia) en la zona apical

del filamento en los organismos sometidos a 0,40 pg/l.
El hepatopancreas presentd oclusion del lumen de algunos conductos digestivos en los

organismos sometidos a la dosis de 0,10 pg/l y reduccion del epitelio que rodea los conductos

digestivos en los organismos sometidos a la dosis de 0,40 pg/l.
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RECOMENDACIONES

Para obtener resultados mas confiables en estudios realizados a nivel histologico por la accion
toxica de metales pesados, se hace indispensable el empleo de técnicas mas especificas para la
determinacion de las lesiones presentes en algun tejido en particular. Por tal motivo se recomienda la
aplicacién de técnicas histoquimicas que estén enfocadas a detectar la deposicion del metal en el tejido

como la microscopia electrénica de transmision/energia dispersiva de rayos X.
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APENDICES

Apéndice 1.- Analisis de varianza (95 % de confiabilidad) para el contenido de mercurio en branquias
del mejillon P. viridis expuesto a dosis subletales de mercurio durante 21 dias.

Factor Suma de Grados de Media Coeficiente Fs
cuadrados libertad Cuadratica
Entre las dosis 0,317235 4 0,0793088 35,61%+*
de mercurio
Dentro de 0,0445484 20 0,00222742
las dosis
de mercurio
Total 0,361783 24

***= Existen diferencias altamente significativas

Apéndice 2.- Anélisis de varianza (95 % de confiabilidad) para el contenido de mercurio en el
hepatopancreas del mejillon Perna viridis expuesto a dosis subletales de mercurio durante 21 dias.

Factor Suma de Grados de Media Coeficiente Fs
cuadrados libertad Cuadratica
Entre las dosis 0,0113256 4 0,00283139 8,19*
de mercurio
Dentro de 0,00691306 20 0,000345653
las dosis
de mercurio
Total 0,0182386 24

* Existen diferencias significativas
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Resumen (abstract):

En la presente investigacion se analizd la histologia de branquias y hepatopancreas del
mejillébn Perna viridis expuesto a dosis subletales de mercurio. Para ello se realizaron
bioensayos de forma estatica durante 21 dias con renovacion de agua y metal cada 24 horas.
Se utilizaron 4 dosis subletales del metal: 0,01; 0,05; 0,10 y 0,40 pg/l y el control. A los 21
dias de exposicion se disectaron branquias y el hepatopancreas de 6 organismos, para
determinar la incorporacion de mercurio en ambos tejidos mediante la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica. El resto de las muestras de los tejidos fueron
utilizados para realizar las evaluaciones histologicas mediante las técnicas de inclusion en
parafina y resina epodxica, aplicando luego la tincién con Hematoxilina- Eosina y Azul de
Toluidina respectivamente. En esta primera fase experimental se demostré la incorporacion
del mercurio en las branquias, siendo esta mayor cuando los ejemplares son expuestos a 0,01
ng/l, mientras que en dosis superiores no son incorporadas con la misma magnitud. En el caso
del tejido hepatico se observo la mayor concentracion en la dosis de 0,05 pug/l, presentandose
en dosis mayores el mismo comportamiento de las branquias. Estos resultados sefialan que no
existe una relacion dosis-respuesta para estas dosis del metal bajo estas condiciones,
probablemente asociado a diversas razones, entre estas que 10os organismos permanecieron con
sus valvas cerradas durante las dosis 0,10 y 0,40 ug/l de Hg evidenciando que existe un
mecanismo para la incorporacion del mismo. Otra pudiera estar asociada a una activacion del
sistema de defensa de estos organismos que induce a una movilizacion del metal para su
posterior excrecion. Histolégicamente a nivel de branquias se evidenciaron en las dosis de
0,10 pg/l de Hg pérdida de cilios en los extremos del filamento branquial, mientras que en la
dosis de 0,40 pg/l de Hg presentaron hiperplasia o inflamacion de la region apical. A nivel del
hepatopancreas se observo en la dosis de 0,10 pg/l de Hg la pérdida de epitelio conectivo que
rodea los tubulos digestivos. Para los organismos expuestos a 0,40 pg/l de Hg la disminucion
del lumen en algunos de estos conductos digestivos fue la caracteristica mas resaltante. Todo
lo anterior evidencia que existen respuestas fisiologicas ante el estrés generado en los
mejillones por la presencia del Hg, donde la incorporacion del metal pudiera estar
determinando la carga del metal en branquias y hepatopancreas evidenciado por el patrén de
acumulacion de Hg.
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