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RESUMEN

El problema de la contaminacion es multiple, se presenta en formas diversas y las
principales consecuencias bioldgicas derivan de sus devastadores efectos sobre la
vida. En este sentido, se han dirigido diversas investigaciones a la seleccion de
organismos modelos como biomarcadores, tanto bioquimicos como fisiologicos,
apropiados para evaluar su condiciéon bioldgica en 4reas impactadas por
contaminantes. En el presente trabajo se evaluo la incorporacion de cadmio (Cd) en
diferentes tejidos (hemolinfa, hepatopancreas y manto) y las proteinas enlazadora de
Cd en las fracciones plasmaticas y celular de la hemolinfa, de ejemplares de Perna
viridis recolectados en el corredor comprendido entre Chacopata y Taguapire,
Peninsula de Araya, estado Sucre, Venezuela. Los organismos se expusieron a una
concentracion de Ippm de Cd durante 48 horas (grupos experimentales). En la
hemolinfa, se registraron concentraciones medias en los grupos controles de 0,00 pg
Cd / mL de hemolinfa y para los grupos expuestos de 0,19 pg Cd / mL de hemolinfa,
denotando diferencias significativas (p = 0,027). En el hepatopancreas-gonadas, para
los grupos no expuestos, las concentraciones del metal fueron 0,10 pg Cd / g
hepatopancreas y para los grupos expuestos 18,20 pg Cd / g hepatopancreas, también
significativamente diferentes (p = 0,002). En el manto, igualmente se observaron
diferencias significativas (p = 0,002) en cuanto al contenido de cadmio entre los
organismos controles (0,069 pg Cd / g manto) y los organismos expuestos (10,77 pg
Cd / g manto). La acumulacion de cadmio es menor y temporal en la hemolinfa,
concentrandose los mayores niveles del metal en el manto y en el hepatopancreas-
gonadas, para su quelacion y posterior eliminacion. Con respecto a las proteinas
evaluadas, en ambas fracciones de la hemolinfa (plasma y células) se observé un
comportamiento similar entre los perfiles cromatograficos, a 280 nm y 245 nm, tanto
en los organismos controles como expuestos, pudiéndose notar dos grupos proteicos
enlazadores del Cd, uno de bajo peso molecular (< 12,4 KDa) y otro de mayor peso
molecular (> 12,4 KDa e incluso mayores a 29 KDa); sin embargo, la fraccion celular
fue la que tuvo mayor capacidad de enlazamiento con el metal (con un méaximo de
25% Cd).

Palabras claves: Cadmio, bioacumulacion, proteinas enlazadoras de metales.
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INTRODUCCION

La contaminacion marina es un hecho bien conocido y uno de los problemas
mas generalizados en el mundo, la cual ha traido como consecuencia la alteracion de
muchos ecosistemas marinos costeros, por lo que en los ultimos afios ha surgido un
creciente interés por estudiar el deterioro de las zonas costeras de las regiones
tropicales. La contaminacion de los ecosistemas acuaticos se ha originado
fundamentalmente por el exacerbado desarrollo industrial y rapido crecimiento de las
regiones aledafias a éstos, trayendo como consecuencia que ciertos productos
quimicos, como hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos policlorados y
metales pesados, resultado de las actividades humanas, sean vertidos diariamente a

los mares (Aratz et al., 2009).

Particularmente los metales pesados, engloban un conjunto de elementos que,
en lineas generales, se caracterizan por no ser degradables, tener una elevada
persistencia en el medio, capaces de ser incorporados y acumulados por los
organismos, por lo que las constantes emisiones de éstos al medio pueden causar
abruptas modificaciones en los ecosistemas, poniendo en peligro cualquier forma de
vida. Uno de los contaminantes que frecuentemente se encuentra en los espacios
acuaticos es el Cadmio (Cd). Este metal se localiza en mayores concentraciones en
las aguas costeras, producto de la interaccion océano-continente (Valdés et al., 2006).
El Cd presenta gran interés desde el punto de vista toxicoldgico, debido a su gran
versatilidad de usos en la fabricacién de pigmentos, pinturas y colorantes, en procesos
de galvanizado, fundicion, produccion de fertilizantes, produccion de hierro y zinc,
refinacion de aceites, manufactura de baterias y en la industria petroquimica (Forero y
Sierra, 2004). Sus efectos biologicos en organismos expuestos incluyen alteraciones
hematologicas, metabolicas e inmunitarias, entre otras (Rodriguez et al., 2005); todo
ello como resultado de su bajo nivel de excrecidon y su poder de bioacumulacion

progresivo.



Como consecuencia de la presencia de contaminantes en las zonas costeras,
particularmente de elementos inorganicos, muchos organismos se han visto afectados
fisiologica y bioquimicamente. En este sentido, se han dirigido diversas
investigaciones a la seleccion de organismos modelos y biomarcadores, tanto
bioquimicos como fisiologicos, apropiados para evaluar su condicion bioldgica en
areas impactadas por contaminantes (Zapata-Vivenes et al., 2005). Siendo los
biomarcadores una herramienta valiosa para estudios y programas de manejo

preventivo en los ecosistemas (Narvaez et al., 2005).

Entre los organismos utilizados en estudios de monitoreo de contaminacion se
pueden mencionar los poliquetos: Arenicola marina (L.), que tiene la capacidad de
desintoxicacion del sulfuro a distintas presiones parciales de oxigeno (Hauschild y
Grieshaber, 1997); al igual que Eurythoe complanata, que metaboliza y acumula
hidrocarburos y metales pesados durante periodos moderados o intensos de
exposicion a dichos contaminantes (Nusetti et al., 2005; Zapata-Vivenes et al., 2005,
Marcano et al., 2006;). Aunque los mas ampliamente usados como biomonitores son
los moluscos bivalvos como, por ejemplo, Crassostrea angulata, Mytilus sp. y Perna
viridis (Rojas et al., 2002, Rojas et al., 2009, Lemus et al., 2010).

Perna viridis es una especie nativa del Indo-Pacifico, que logré colonizar
exitosamente las costas orientales de Venezuela (Prieto et al., 2009) pudiendo ser
utilizada como biomonitor en contaminaciéon ambiental in Situ en ecosistemas
marinos y en areas intervenidas (Villamar y Cruz, 2007) por su naturaleza sedentaria
y filtradora (Pichaud et al., 2008), capacidad de bioacumulacion, abundancia, vida
media larga, también porque son manejables y facilmente aclimatables a condiciones

experimentales (Rodriguez et al., 2005).

Los metales que se encuentran biodisponibles en el entorno de los organismos
acuaticos pueden ser incorporados facilmente mediante mecanismos de difusion

pasiva, a través del epitelio branquial y subsecuentemente son transportados a través
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de la hemolinfa a los diferentes compartimientos tisulares, siendo el hepatopancrea, el
manto y otros tejidos, los que generalmente incorporan mayor concentracion de

metales (Lemus et al., 2010).

Todos los organismos disponen de un sistema de defensa que los protege,
pudiendo asi diferenciar y eliminar todo material extrafio de sus tejidos (Costa, 2008).
En el caso de los moluscos, dicho sistema de defensa estd presente principalmente en
la hemolinfa, constituida por células circulantes o hemocitos, proteinas plasmaticas y
reacciones integradas en sistemas multiméricos que involucran ambos tipos de
componentes, celular y humoral (Vargas y Barracco, 2001). Sin embargo, existen
diferentes opiniones relacionadas con el numero y tipo de hemocitos en los bivalvos,
especificamente en los mejillones, asi como en lo que se refiere a la clasificacion
celular (Soares et al., 2002). Los bivalvos, han podido desarrollar distintos
mecanismos de tolerancia para enfrentar el exceso de metales pesados en sus células,
entre estos se pueden mencionar: union del metal a la membrana celular impidiendo
su entrada al interior de la célula, sintesis de proteinas o metabolitos de estrés que
actiian como protectores o reparadores de los dafios celulares producidos por el metal
y formacion de complejos con proteinas como metalotioneinas, las cuales son
proteinas enlazadoras de metales cuya sintesis es inducida ante perturbaciones
ambientales, de manera de atrapar el metal disminuyendo su concentracion de forma

libre en la célula (Reyes, 1999).

Existen pocos reportes de proteinas que enlazan metales de manera especifica
en la hemolinfa, sin embargo, se han registrado proteinas enlazadoras de zinc en
Mytilus edulis, las cuales enlazaron el 80% del zinc total en la hemolinfa (George y
Pirie, 1980). Para esta misma especie, también ha sido reportada una glicoproteina
con alto contenido de histidina (13,7%) llamada glicoproteina rica en histidina (HRG)
(Nair y Robinson, 1999). Por otro lado, Granadillo (2007) sugiere que la captacion de
cadmio en la hemolinfa de P. viridis se debe a que este fluido actia como un

compartimiento temporal para acumular dicho metal, encontrandose en mayor
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concentracion en el plasma que en hemocitos, probablemente debido a que el plasma
tiene proteinas con mayor afinidad por el metal; en este mismo sentido, sefiala, que
en P. viridis una molécula de baja masa molecular capaz de enlazar metales, la cual
presumiblemente tiene la capacidad de incorporar el cadmio durante la acumulacion y
depuracion; sin embargo, este péptido no ha sido sefialado por otros autores. En vista
de lo anteriormente planteado, este trabajo pretende determinar proteinas que enlazan
metales en la hemolinfa de ejemplares de P. viridis, en presencia de cadmio durante

exposiciones subletales.

Aunque no existen trabajos que sefialen de forma categoérica la participacion de
proteinas enlazadoras de cadmio en la hemolinfa de P. viridis, se han realizado
algunos estudios importantes que indican la participacion de diversas proteinas que se
unen al cadmio en organismos marinos (Granadillo, 2007), sugiriendo que existe un
mayor enlazamiento de cadmio a proteinas de la fraccion de plasma durante
exposiciones subletales, y aunque no se logré determinar proteinas enlazadoras de
este metal en hemocitos, el metal fue detectado. Por consiguiente, en el presente
trabajo se plantea realizar bioensayos de corta duracidon con exposiciones subletales a
Cd en Perna viridis, con el objeto de identificar y caracterizar parcialmente proteinas

enlazadoras de este metal en plasma y hemocitos.



METODOLOGIA

Obtencidn de los organismos

Ejemplares adultos de Perna viridis se colectaron durante el mes de agosto
mediante buceo libre, a profundidades entre 2 y 7m, entre las localidades de

Chacopata y Taguapire, Peninsula de Araya.

Los organismos se transportaron en contenedores de anime, al Centro de
Investigaciones Ecologicas de Guayacan (UDO), donde fueron aclimatados por un
periodo 24 h en acuarios previamente preparados con arena, piedras y agua de mar
provenientes del sitio de captura (salinidad: 36%o, pH: 7,8; temperatura: 25 £+ 1° C),
con aireacion constante. Terminado dicho periodo, se escogieron animales con tallas
y pesos promedios aproximados de 7,0 x 3,2 cm (largo x ancho) y 134 g

respectivamente, para realizar los andlisis.
Bioensayo de exposicion subletal

Los organismos se colocaron en acuarios de 3 litros de capacidad, que
contenian agua de mar filtrada, 1 mg/L de cadmio (en forma de CdCl, SIGMA),
aireacion constante y fueron cubiertos para evitar evaporacion (grupos expuestos A,
B y C). Los individuos permanecieron durante 48 h de exposicion. Los grupos
controles (a, b y c) estuvieron en acuarios con agua de mar sin metal. En todos los
acuarios, una vez transcurridas 24 h de exposicion, se realizdo recambio de agua y
metal (este ultimo solo en los grupos expuestos), también se hizo un registro de la
temperatura, salinidad y pH del agua. Los acuarios se monitorearon a objeto de

determinar mortalidad en alguno de ellos.
Extraccion de hemolinfa

Después del periodo de exposicion, los ejemplares fueron limpiados y lavados



cuidadosamente eliminando adherencias en la concha, evitando asi posibles

contaminantes externos.

Posteriormente, los mejillones se disectaron extrayendo la mayor cantidad
posible de fluido celomico del musculo aductor y del sistema circulatorio, utilizando
jeringas de 5 mL de capacidad. Dicho fluido se coloco en viales debidamente
rotulados y el 70% de estas muestras se centrifugaron a 4 000 g durante 20 min.
Seguidamente, se separaron las fracciones de sobrenadante y precipitado resultantes
(plasma y células, respectivamente) colocando la primera de ellas en otro vial
previamente rotulado, finalmente se procedid a congelar hasta su uso tanto las
fracciones resultantes luego de la centrifugacion como las muestras de hemolinfa que

no fueron separadas.
Determinacion de la incorporacion de cadmio en los tejidos

Se utilizé ImL de hemolinfa completa y en cuanto a las fracciones de plasma y
células se tomaron las porciones resultantes luego de la centrifugacion de 1 mL de
hemolinfa. También se tomaron aproximadamente 1 g (peso huimedo) de manto y de
hepatopancreas junto con las gonadas. Se escogieron manto y hepatopancreas como
tejidos de referencia puesto que, de acuerdo a investigaciones previas (Lemus et al.,
2010; Franchi et al., 2011 y Vasanthi et al., 2012) estos son los tejidos que por
excelencia acumulan metales pesados. Las muestras obtenidas se colocaron en la
estufa a 60° C durante 24 h. Luego, se someti6 cada muestra a digestion dcida durante
24 h colocéandoles 2 mL de HNO; concentrado. Seguidamente, se agregaron 25 mL de
agua desionizada y se filtraron usando papel de filtro Whatman 42. Finalmente, se
determind la incorporacion de cadmio en cada tejido, cuantificando el metal mediante
un espectrofotometro de emision Optica inductivamente acoplado a plasma Perkin

Elmer 5300®.



Cuantificacidn de proteinas en plasma y células de la hemolinfa

Para la cuantificacion de proteinas de los ejemplares de grupos expuestos y
controles, el precipitado (células) de cada grupo fue resuspendido en 100 pL de
buffer lisis que contenia: 2 mM EDTA, 250 Mm Sacarosa, 10 mM B-mercaptoetanol,
10% de Glicerol y 1% de Tritén X-100. Una vez resuspendidos, se les afiadié DTT y
luego se centrifugd a 4 400 g durante 20 min y 4° C. Posteriormente, se tomaron 20
uL de las fracciones resultantes de esta centrifugacion (el resto se congeld hasta su
uso) y 20 pL plasma, para la cuantificacion de proteinas totales mediante el método

Bradford (1976).
Separacion de proteinas del plasmay células de la hemolinfa

La separacion de proteinas de plasma y células de la hemolinfa se hizo
mediante una cromatografia de exclusion molecular Sephadex G50 (25 x 1,5 cm), que
se estabilizo con buffer de elucion Tris- HCl 20 mM/L, y que contenia 10 mM NaCl,
2 mM DTT y 0,5 mM PMSF, pH 8,6. La columna se calibré6 con: Anhidrasa
carbonica (29 KDa) y citocromo C (12,4 KDa). La velocidad de flujo fue de 1,8

mL/min.

Posteriormente, las fracciones de plasma y células (con concentraciones de
proteinas totales conocidas) fueron colocadas por separado en la columna y se
procedid con la corrida. Finalmente, se leyo la absorbancia de los eluatos a una

longitud de onda de 245 y 280 nm en el espectro de luz UV.
Determinacion del contenido de cadmio en plasma y células de la hemolinfa

Se tomaron las fracciones elui{ldas (correspondientes a los grupos expuestos)
de la columna de Sephadex G-50, se colocaron en capsulas de petri y se secaron en la
estufa a 65 °C durante 24 h. Posteriormente, se colocaron en un portamuestras de
aluminio, utilizando una cinta conductora de doble adhesion, para luego cubrir dicha

cinta con pintura de carbon. Una vez que la pintura secO, las muestras fueron
7



colocadas en un evaporador de alto vacio (Hitachi, modelo HUS-5 GB) durante
aproximadamente 1 min. Finalmente, las mismas se analizaron empleando un
microscopio electronico de barrido (Phillips,modelo XL 30) con microanalisis
acoplado de espectrometria de energia dispersiva de rayos X (EDX), operando a 25

kiloelectrovoltios durante ciclos de 2 min.
Masa molecular aparente de las proteinas enlazadoras de cadmio

La estimacion de la masa molecular aparente de las fracciones proteicas del
plasma y células de la hemolinfa, en las que se determin6 presencia de cadmio, se
realiz6 mediante la comparacion con los marcadores de peso molecular anhidrasa
carbonica (29 KDa) y citocromo C (12,4 KDa), los cuales eluyeron en las fracciones

7y 10 respectivamente.
Analisis estadisticos

Debido al no cumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de
las varianzas, se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis utilizando el
programa estadistico SPSS, version 11, con el objeto de determinar si existen
diferencias respecto a las concentraciones de cadmio entre los grupos controles y

expuestos para cada tejido (hemolinfa, hepatopancreas-gonadas y manto).



RESULTADOS Y DISCUSION

Incorporacion de cadmio en los tejidos analizados

Respecto a las concentraciones de cadmio (Cd) encontradas en la hemolinfa de
P. viridis, se observaron diferencias significativas entre los ejemplares expuestos a 1
mg/L de Cd durante 48 horas y los organismos no expuestos (p = 0,027; Tabla 1). En
dicho tejido se registraron concentraciones medias en los grupos controles de 0,00 y
de 0,19 pg Cd / mL para los grupos expuestos (Figura 1). La incorporacion de Cd en
la hemolinfa se debe a que no soélo estd constituida por células circulantes o
hemocitos sino también posee proteinas plasmaticas, muchas de ellas con capacidad
de enlazamiento de metales (Vargas y Barracco, 2001); lo cual permite trasportar el
metal hacia otros tejidos encargados de acumularlos, funcionando asi como un
reservorio temporal de dicho contaminante y otros metales pesados (Granadillo,
2007). Lo antes sefialado se ratifica en el hecho de que en organismos previamente
expuestos, sometidos a un periodo de depuracion, las concentraciones del metal han

sido significativamente menores (Lemus et al., 2010).

Tabla 1. Resultados de las pruebas Mann-Whitney (Wilcoxon) para evaluar
diferencias entre grupos controles y expuestos (a 1 mg/L de Cd x 48 h) para cada
tejido de Perna viridis estudiado.

Hepatopancreas-
Hemolinfa gbénadas Manto

Control Expuesto Control Expuesto  Control Expuesto

Mediana 0,000 0,188 0,036 17,989 0,000 10,721
Valor P 0,027%* 0,002%* 0,002*
Estadigrafo W 0,0 0,0 0,0

*Diferencia significativa p < 0,05
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Figura 1. Concentraciones medias de cadmio registradas en la hemolinfa (A),
hepatopancreas-gonadas (B) y manto (C) del mejillon verde P. viridis después de 48
horas de exposicion a 1 mg/L de cadmio.

Se ha demostrado que en la hemolinfa no permanecen este tipo de

contaminantes por tiempo prolongado, por ejemplo, en organismos expuestos a Cd,
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como el crustaceo decapodo Carcinus maeans, la presion osmética de los hemocitos
se eleva significativamente, lo cual conlleva a una alteracion en los procesos

relacionados con la osmorregulacion (Livingstone et al., 2001).

Por otra parte, en el hepatopancreas-gonadas también se observd un incremento
significativo (p = 0,002, Tabla 1) en las concentraciones de Cd registradas para los
grupos expuestos (18,20 ug Cd / g tejido) respecto a la de grupos no expuestos (0,10
ng Cd / g tejido) (Figura 1). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Franchi et al. (2011) quienes, luego de someter a ejemplares del cangrejo de rio
Trichodactylus fluviatilis a 200 ug Cd / L, por 7 dias de exposicion, encontraron
diferencias significativas entre los grupos expuestos y los no expuestos, observando

una concentracion de cadmio de 10,52 pg Cd / g tejido.

De los tejidos evaluados en la presente investigacion el hepatopancreas-gonadas
fue el que acumuld mayor concentracion de Cd. Esto corresponde con lo encontrado
por Vasanthi et al. (2012) también en P. viridis, quienes registraron una de las
mayores concentraciones del metal en el hepatopancreas de esta especie Dicho
organo posee una maquinaria para la sintesis de metabolitos de estrés y proteinas
enlzadoras de metales. La incorporacién del metal en el hepatopancreas se debe
principalmente a que su presencia induce un incremento de poros en la membrana
subcelular del hepatopancreas, con la finalidad de permitir la entrada de dicho metal,
puesto que en el interior de este drgano se encuentran enzimas capaces de quelar una
porcidn del cadmio total enlazado para que pueda ser incorporado a los productos de
desecho y posteriormente excretado, reduciéndose su bioacumulacion (Knigge et al.,
2002). Dichos agentes quelantes han sido descritos como proteinas de elevado peso
molecular con afinidad por iones metalicos. En el bivalvo Macoma balthica se ha

demostrado que la quelacion del cadmio reduce su bioacumulacion hasta en un 45%.

Al evaluar las concentraciones de Cd en el manto, se obtuvieron diferencias

significativas (p = 0,002; Tabla 1) entre los organismos expuestos (10,77 ng Cd / g
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manto) y los organismos controles (0,069 ug Cd / g manto) (Figura 1). La
acumulacion del metal en este tejido ha sido reportada por otros autores (Lemus et
al., 2010), quienes sefialan que cuando los organismos se encuentran en condiciones
en las que existe biodisponibilidad de metales pesados, estos pueden ser incorporados
facilmente mediante mecanismos de difusion pasiva a través del epitelio branquial y
subsecuentemente ser transportados en la hemolinfa a diferentes compartimientos
tisulares, entre ellos el manto (uno de los tejidos que generalmente incorpora mayor
concentracion de metales). Esto se debe a que, al igual que el hepatopancreas-
gbénadas, el manto posee agentes quelantes capaces de disminuir la concentracion y

toxicidad de metales pesados en estos invertebrados marinos.

De esta manera, los resultados confirman que los tejidos evaluados juegan un
importante rol en la incorporaciéon y posterior acumulacién de contaminantes
inorganicos como el cadmio, lo cual es esencial para el mantenimiento del equilibrio
fisiolégico de los organismos expuestos a este tipo de contaminantes. Tal
acumulacion es menor y temporal en la hemolinfa, concentrandose los mayores
niveles del metal en el manto y en el hepatopancreas-gonadas, para su quelacion y

posterior eliminacion.

Proteinas enlazadoras de cadmio en la fraccion plasmatica y celular de la

hemolinfa

En la cromatografia de exclusion molecular Sephadex-G50, realizada a la
fraccion plasmatica de la hemolinfa, se observaron perfiles cromatograficos similares
a 245 nm y 280 nm, tanto en los organismos controles como expuestos. En ambos
casos, tal como se muestra en los cromatogramas, se detectaron dos grupos proteicos
claramente distinguibles, uno con proteinas de elevado peso molecular y otro con
proteinas de bajo peso molecular (Figura 2. A). Para los controles, los maximos picos
de absorcion correspondientes a  proteinas de elevado peso  molecular

estuvieron comprendidos en la fraccion eluida 6, a 280 nm y 245 nm (> 29 KDa), y

12



en la fraccion 9 a 245 nm (12,4 KDa y 29 KDa), mientras que los correspondientes
a proteinas de bajo peso molecular se ubicaron entre las fracciones 16-18, a 245 nm y,
en menor grado, a 280 nm (12,4 KDa). En el caso de los grupos expuestos (Figura 2.
B), los mayores valores de absorbancia se registraron en la fraccion 6, a ambas
longitudes de onda, para proteinas de elevado peso molecular (> 29 KDa) y en las
fracciones 16-18, también en las dos longitudes de onda medidas, para proteinas de
bajo peso molecular (< 12,4 KDa). Asi mismo, tanto en los grupos controles como en
los expuestos, también se evidenci6 la presencia de pequenas proteinas en la fraccion
20, a 245 nm. En cuanto al % de cadmio en la porcion plasmatica de la hemolinfa de
los organismos expuestos, la presencia del metal se detectod entre las fracciones 7-9

(7,9%), 19-21 (18,4%) y 26-28 (18,3%) (Figura 2. C).

Por otra parte, en los perfiles cromatograficos correspondientes a la fraccion celular
de la hemolinfa de P. viridis, se detectd que en los grupos controles (Figura 3. A),
tanto a 280 como a 245 nm, estd presente un grupo de proteinas de elevado peso
molecular. Este grupo se encuentra constituido por proteinas con una masa molecular
aparente 29 KDa, detectadas en la fraccion 6 para la longitud de onda 280 nm, en la
fraccion 5 para 245 nm, y también proteinas con una masa molecular aparente 29
KDa y 12,4 KDa en la fraccion 9 a ambas longitudes de onda. Igualmente, se
observaron proteinas de bajo peso molecular 12,4 KDa, a 245 nm, en las fracciones
13-15 y 24. En cuanto a los perfiles cromatograficos de la porcioén celular de la
hemolinfa de los grupos expuestos (Figura 3. B), so6lo se observaron proteinas de
elevado peso molecular (29 KDa) en las fracciones 4-6, a ambas longitudes de onda,
mientras que los maximos picos absorcion que indican la presencia de proteinas de
bajo peso molecular (12,4 KDa) se encontraron en las fracciones 11, 15-17 y 20, a
280 nm, y en las fracciones 14-16, 22 y 29, a 245 nm. Con respecto al contenido de
cadmio en esta porcion (Figura 3. C) las mdximas concentraciones se registraron en

las fracciones 4-6 (25 %), 10-12 (14,87 %),16-18 (13 %) y 25- 27 (14,5 %).
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El mayor porcentaje metal (25 %) en este trabajo, se encontr6 en las fracciones
eluidas 4-5 de la porcion celular de la hemolinfa, a diferencia de lo obtenido por
Granadillo (2007) quien evalu6 proteinas enlazadoras de cadmio en plasma y células
de la hemolinfa de P.viridis, expuesto a dosis subletales de cadmio. Los mencionados
autores obtuvieron mayor capacidad de enlazamiento en el plasma mediante un
péptido que no presentd grupos sulfidrilos, con una masa molecular aparente 13 KDa.
Sin embargo, en la presente investigacion se evidencid la presencia de proteinas
enlazadoras de cadmio de alto y bajo peso molecular en ambas porciones (plasmatica
y celular). Probablemente, la diferencia con lo hallado por Granadillo (2007) se deba
al empleo ejemplares juveniles, mientras que en el presente trabajo se utilizaron s6lo
ejemplares adultos. En los adultos, el sistema inmunologico se encuentra mas
desarrollado y las células que lo componen son mas especializadas. Aparte de ello,
Granadillo (2007) emple6 una mayor dosis y un mayor tiempo de exposicion, un

elemento que también pudiera haber influido en las diferencias planteadas.

En las primeras fracciones eluidas de la porcidon plasmatica de los organismos
controles y expuestos, se observaron proteinas de elevado peso molecular (29 KDa)
tal y como se ha registrado en los bivalvos Mercenaria stimpsoni, Mizuhopecten
yessoensis y Mytilus trossulus (Slobodenyuk et al., 2007), con proteinas de una masa
molecular aparente alcanzando los 60 KDa. En células de la glandula digestiva de
Pecten maximus también se evidenciaron proteinas pesadas (55 KDa) enlazando

aproximadamente el 60 % del cadmio 1citoplasmatico (Stone et al., 1986).

El otro grupo de proteinas de alto peso molecular (12,4 KDa y 29 KDa),
registrado tanto en plasma como en células, también ha sido reportado en M.
trossulus (22 KDa) (Slobodenyuk et al., 2007). Un grupo similar fue observado en
los bivalvos Mytilus edulis (13-21 KDa), asociado aproximadamente al 50 % del
cadmio citoplasmatico (Frazier et al 1985), y en Agropecten irradians (21 KDa)
(Carmichael y Fowler, 1981). Del mismo modo, Castillo y Maita (1991) aislaron

proteinas del higado de calamar Ommastrephes bartrami encontrando unas proteinas
16



de union al Cd (que contenian 21-29 % Cd), de aproximadamente 16 KDa.

Con respecto a las proteinas de bajo peso molecular (12,4 KDa) registradas
entre las fracciones 14-16 tanto en la porcion plasmatica como en la celular (a ambas
longitudes de onda) en grupos controles y expuestos, coinciden con las proteinas
citosolicas de aproximadamente 10 KDa con fuerte afinidad para unirse a cadmio,
mercurio y cobre, reportadas para los gasteropodos Buccinum tenuissimum y Batilus
cornotus, y para el cefalopodo Todarodes pacificus (Dohi et al., 1986) asi como para
el caracol Cepaea hortensis (Dallinger et al., 1989). También en los gasteropodos
Helix pomatia y Arianta arbustorum, en presencia de Cd, se observaron proteinas

enlazadoras del metal con una masa molecular aparente 12 KDa.

En el bivalvo Perondia venulosa se reportaron proteinas de 7-10 KDa que
presumiblemente son metalotioneinas (Slobodenyuk et al 2007). Las metalotioneinas
(MT) son proteinas citosdlicas de bajo peso molecular, con altos porcentajes de
cisteina (-SH). Aunque estan involucradas en la homeostasis y detoxificacion de
metales, pudiendo ser su sintesis inducida por el exceso tanto de metales esenciales
(Zn y Cu) como por metales sin funciones fisiologicas conocidas (Cd y Hg), English
y Storey (2003) reportaron que para el caracol Littorina littorea, su expresion
también puede aumentar bajo condiciones de anoxia y congelacion, logrando
identificar para esta especie una proteina de 100 aminoacidos que da un 56 % de
identidad con una isoforma de MT de unidn al Cd que ya habia sido identificada para

H. pontia y con un 43-47 % de identidad para una MT de otros bivalvos marinos.

En las porciones celulares de la hemolinfa de los ejemplares de P viridis
expuestos, también se observaron proteinas de muy bajo peso molecular entre las
fracciones 21-29 con presencia de cadmio, comportamiento similar al de las
fracciones proteicas de aproximadamente 3 KDa observadas en M. stimpsoni, M.
yessoensis y M. trossulus (Slobodenyuk et al., 2007). Los autores sefialan que

probablemente se trate de glutation, el cual es un péptido que también constituye la
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primera linea de defensa celular contra la toxicidad de xenobioticos. Sus funciones
dentro de la célula van desde captar metales pesados, como por ejemplo el cadmio,

hasta posteriormente ayudar a su detoxificacion (Tausz et al., 2004).

El hallazgo de estas proteinas bajo peso molecular y de pequefios péptidos,
representa un aporte significativo al conocimiento de las rutas de incorporacion,
transporte y detoxificacion de metales pesados en bivalvos. Por mucho tiempo se
tuvo la concepcion de que las metalotioneinas eran las proteinas encargadas del
transporte y la detoxificacion de metales pesados, pero las evidencias recientes, al
igual que lo encontrado en este trabajo, apuntan a la existencia de otras proteinas
(distintas a las metalotioneinas) de bajo peso molecular que también participan en
tales procesos. Seria interesante realizar estudios posteriores que permitan determinar

si estas proteinas son especificas para cadmio o actian en general sobre metales.
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CONCLUSIONES

De los tres tejidos analizados en Perna viridis, el sistema hepatopancreas-
gonadas, fue quien acumulo mayores niveles de cadmio, mientras que los menores

valores fueron obtenidos en la hemolinfa.

Se observo la presencia de dos grupos de proteinas enlazadoras de cadmio en
las fracciones plasmatica y celular de la hemolinfa evaluada, dichos grupos
corresponden a uno de bajo peso molecular (< 12,4 KDa) y otro de mayor peso

molecular (> 12,4 KDa e incluso mayores a 29 KDa).

Entre las fracciones de plasma y células de la hemolinfa, se detectd6 un mayor

porcentaje de enlazamiento del metal en la fraccion celular.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN091S
Cumand, 04 AGD 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarie que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, bsdfasQBy?Qde;qu
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNIVERSChRuREARE S

SISTEMA DE B\BU%TEC_{\
RECIBIDO POR :

C.C:  Rectora, de los MNicleos, Coordinador Geneml de
mmmmdewwawmmanw
Interna, i Direccién de Publicaciones,
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JABC/ YGC/ maruja
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a
partir del 1l Semestre 2009, segin comunicacion CU-034-2009) : “Los Trabajos
de Grado son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y so6lo podran
ser utilizados para otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo
respectivo, quien debera participarlo previamente al Consejo Universitario para su
autorizacion”.

—Br. Ana Fernahdez
AUTOR
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