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RESUMEN

Se evalud el potencial impacto por metales pesados en la localidad de playa
Caicara, estado Anzoategui (Venezuela). Para ello se procedio a determinar la
carga corporal de metales pesados (Cu, Zn, Al, Cd y Pb) y marcadores
moleculares relacionados, tales como metalotioneinas (MT), grupos sulfhidrilos
(-SH) y proteinas totales (PT) presentes en el guacuco Tivela mactroides. Se
compararon estos parametros en organismos colectados en los meses de
agosto y diciembre del 2007, abril y julio del 2008. Los organismos fueron
colectados manualmente a profundidades de 0 a 2 m, sexualmente maduros sin
distincién de sexo, con tallas que oscilaron entre 30 y 35 mm de longitud. El
tejido blando de cada ejemplar fue extraido de su concha y almacenado a —
20°C. Los niveles de metales pesados fueron cuantificados en todo el tejido
blando usando el método desarrollado por Rojas et al. (2002). Para la
valoracion del contenido de MT, -SH y PT en la glandula digestiva fueron
utilizadas las metodologias propuestas por Viarengo et al. (1997), Sedlak y
Lindsay (1968) y Lowry et al. (1951), respectivamente. Se detectaron altas
concentraciones para el mes de julio en la mayoria de los metales pesados
analizados, coincidiendo con la temporada de maximos indices de pluviosidad
en la zona, a excepcion del Zn y Cd con concentraciones en los meses de
diciembre y agosto respectivamente. Los promedios obtenidos de metales
pesados son considerados elevados si se contrastan con los datos reportados
por otras investigaciones, donde se us6 como modelo biolégico almejas
provenientes de zonas costeras de distintas localidades del oriente venezolano.
Los niveles de Cu y Zn se encontraron por encima de los valores establecidos
por organizaciones internacionales tales como FAO, FDA y BFL. Las
concentraciones de MT, -SH y PT no mostraron variacion significativa entre los
meses de colecta. De igual manera, no se evidencio correlacion ni asociacién
estadistica entre los niveles de metales pesados y los marcadores moleculares
determinados. Los resultados no muestran indicios de alteraciones moleculares
relacionadas con contaminacién por metales pesados, sin embargo los niveles
de Cu y Zn detectados en el tejido blando de T. mactroides reflejan una sefial
de alarma de ingreso de xenobidticos via antropogénica en la zona.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, uno de los problemas mas graves que confronta la
humanidad es la contaminacion ambiental, en especial la de los cuerpos
de agua. Las costas con influencia de los rios constituyen unos de los
ecosistemas mas proclives a ser impactados, debido a que la mayor parte de
los contaminantes, en especial los metales pesados, cuando son descargados
desde asentamientos urbanos, pueden permanecer biodisponibles y
acumularse de forma continua en los sedimentos y, en los organismos que
los habitan. El aspecto mas importante que distingue a los metales de
otros contaminantes toxicos es el hecho de ser no biodegradables, una vez en
el ambiente pueden permanecer durante cientos de afos, siendo facilmente

incorporados y acumulados por organismos filtradores (Allen—Gil et al., 1997).

Los organismos que acumulan metales pueden experimentar
modificaciones bioquimicas y fisioldégicas que indican un estado de estrés
quimico (Acosta y Lodeiros, 2004; Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007). Uno de los
efectos toéxicos, producto de la acumulacion de metales, es la alteracion de la
conformacién y actividad funcional de macromoléculas biolégicamente
importantes, tales como los grupos prostéticos de enzimas o metaloproteinas
(Gutiérrez et al., 1999).

La caracteristica que tienen los organismos de absorber un metal pesado
puede estar reflejada en la habilidad de captacion, metabolizacion,
almacenamiento y excrecion del mismo. La capacidad de metabolizacion de
algunos metales pesados puede ser similar a la de los metales esenciales,
debido a que compiten por los sistemas de transporte disminuyendo la
concentracion efectiva del metal esencial, siendo ésta una de las razones de su

caracter toéxico (Mas y Arola, 1993).



Entre los metales pesados presentes en la naturaleza, se pueden
mencionar al plomo (Pb), cadmio (Cd), aluminio (Al), zinc (Zn) y cobre (Cu). El
plomo es un metal carente de valor bioldgico que, debido a su tamafio y carga,
puede competir con el calcio, principal componente del tejido éseo de
vertebrados. Las principales aplicaciones de este metal son la fabricacion de
acumuladores, pinturas y aditivo antidetonante en la gasolina (tetraetilo de
plomo). Aunque en Venezuela el plomo dejo de usarse en 1999 como aditivo de
octanaje para la gasolina, de acuerdo a la norma venezolana COVENIN N° 764
— 2002, los niveles de Pb en sedimentos son significativos (Martinez y Senior,
2002; Acosta et al., 2002).

El cadmio es un subproducto de la mineria, fundicién y refinacion del zinc
y, en menor grado, del plomo y cobre. Es uno de los contaminantes de mayor
importancia toxicolégica debido a su persistencia, toxicidad y potencial de
bioacumulacion. Ha sido detectado en mas de 1 000 especies de flora y fauna,
tanto acuaticas como terrestres. No existe evidencia de que sea un metal
biolégicamente esencial y, por el contrario, se ha comprobado que a
concentraciones relativamente bajas es toxico para todas las formas de vida
(Pasquali, 2003). Los principales efectos toxicos del Cd estan relacionados con
la competencia con otros iones metalicos esenciales, especialmente con zinc,
hierro, cobre y calcio, produciendo alteraciones en diversos procesos
metabdlicos (Sadiq, 2002). Debido a su toxicidad, el Cd se encuentra sujeto a
una de las legislaciones mas severas en términos ambientales y de salud
humana (Peakall, 1994; Olivier et al., 2002; Patrick, 2003).

El aluminio es uno de los elementos mas abundantes de la corteza
terrestre, de la cual forma mas del 7%. Es un excelente conductor de calor y de
electricidad. Su mayor ventaja es su ligereza, pues pesa casi tres veces menos
que el acero ordinario. Casi todo el aluminio se obtiene de un mineral

denominado bauxita, producido por la meteorizacion de las rocas igneas. El



aluminio es empleado para construir utensilios de uso doméstico, y en aleacion
con el hierro y otros metales, se utiliza en la construccion de vehiculos de
transporte (aviones, trenes, automoviles) y en la edificacion de puentes y
edificios (Ramirez, 1997).

El zinc y el cobre son elementos esenciales que sirven como cofactores
de numerosas enzimas, aunque también son téxicos a altas concentraciones. El
zinc es un metal maleable, ductil, resistente a los agentes atmosféricos y de
color gris. La ingestion de cantidades excesivas de zinc pueden perjudicar la
salud de los seres vivos, por encima de 15 mg resulta ser toxico (Gutiérrez-
Galindo et al., 1990). Es utilizado en numerosas industrias para la elaboracion
de productos farmacéuticos, colorantes y formulacién de fungicidas. El cobre es
un metal de color rojizo, ductil, maleable, excelente conductor del calor y de la
electricidad, se disuelve en acido nitrico formando 6xido cuprico y no desplaza
el hidrégeno de los acidos. Se presenta en la corteza terrestre como metal libre
o en forma de compuestos (sulfuros, oxidos). Este metal es usado en la
industria metalurgica, eléctrica y electronica (Forstner y Prosi, 1978; Ramirez,
1997).

En los estudios de monitoreo y deteccion temprana de efectos toxicos de
contaminantes se han desarrollado bioensayos que utilizan como modelo a los
moluscos bivalvos, por su extensa distribucién en ambientes marino — costeros,
tanto bajo condiciones experimentales controladas en laboratorio como en
evaluaciones de campo, debido a su alta tasa de incorporacion de distintos
xenobidticos u otros componentes quimicos, los cuales suministran una
cantidad promedio de la abundancia de contaminantes en habitats locales
acuaticos (Krishnakumar et al., 1994; Weeks et al., 1997; Lowe et al., 1999;
Garcia et al., 2002; Rojas et al., 2009).

Los metales pesados llegan a los tejidos de los invertebrados marinos,



incluyendo a los bivalvos, a través de las superficies expuestas al medio y del
alimento. Las branquias y el tracto digestivo son las principales superficies que
permiten el paso de los metales. El transporte desde la superficie permeable
hasta los distintos 6rganos tiene lugar por medio del liquido circulante (sangre o
hemolinfa). Los metales se unen de forma inespecifica a las proteinas
presentes en este liquido y son transportados a todos los tejidos. Los érganos
en los que se suele producir una mayor acumulacion son la glandula digestiva,
hepatopancreas, las branquias y el tejido muscular (Méndez et al., 2009). Los
principales factores que afectan la entrada del metal son su forma quimica, la
presencia de otros metales, el pH, la salinidad, la especie animal y la fase del
ciclo de vida (Diaz-Mayans et al., 1993). Ademas, los bivalvos manifiestan
diversas respuestas bioquimicas inducibles o inhibitorias bajo estrés,
provocadas por metales pesados, las cuales son consideradas como
marcadores bioldgicos importantes y altamente sensibles que permiten predecir
riesgos de impactos negativos de xenobidticos sobre la salud del ambiente y la
biota residente (Sanchez y Vera, 2001).

Una de las principales respuestas moleculares inducidas por metales
pesados en invertebrados marinos, es el incremento en la sintesis de las
metalotioneinas (MT), proteinas ricas en azufre que enlazan con facilidad
metales pesados. Estas moléculas representan una familia de proteinas
termoestables de baja masa molar (6 000 - 12 000 g/mol), que se combinan
avidamente con metales de transicion de los grupos IB y IIB (Cu, Zn, Cd, Hg), a
través de enlaces trimercaptidos (Kojima, 1991). Su composicion esta
caracterizada por la presencia de un alto contenido de cisteina y ausencia de

histidina y aminoacidos aromaticos.

Las MT han sido aisladas y caracterizadas a partir de numerosos tejidos
de animales, plantas y en varios procariotas. Estas proteinas usualmente

contienen 61 aminoacidos (Searle et al., 1984; Kagi y Kojima 1987); aunque en



ciertos invertebrados y hongos se han encontrado formas mas pequefias de
metalotioneinas (Butt et al., 1986). Las MT generalmente enlazan atomos de
cadmio, zinc, mercurio o cobre (Hamer, 1986). Experimentos de reconstitucion
con metalotioneinas aisladas de humanos y metales puros muestran que por
cada molécula de proteina se unen 7 atomos de Zn, Cd o Hg 6 12 atomos de
Cu (Kojima, 1991).

En diversos grupos taxondmicos se ha evidenciado la funcion de las MT
en el metabolismo de los metales esenciales y en el control de la toxicidad de
los metales pesados, en parte asociado a la inducciéon de la sintesis de
proteinas (Karin, 1998). Aunque las metalotioneinas no estan confinadas
solamente al metabolismo de metales, dado que éstas pueden ser inducidas
por otros factores bioldgicos internos y/o ambientales, tales como el cortisol,
glucorticoides, anoxia, congelamiento y modulacién del estrés oxidativo (Muto et
al., 1999; Dang et al., 2001; Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007).

Es importante mencionar que el proceso de acumulacion de un
xenobidtico, ya sea metalico o no, en un organismo esta mediado por una serie
de variables bioldgicas, tales como talla, sexo, posicion del organismo en la
cadena tréfica, y relaciones genéticas entre poblaciones; y las condiciones del
habitat, entre ellas el periodo estacional, la calidad del agua y la cantidad de
alimento (Borchardt et al., 1998).

Una de las especies representativas de las costas venezolanas usadas
en estudios ecotoxicologicos recientes es el guacuco Tivela mactroides, con
una amplia distribucion en playas de alta energia del Caribe (Garcia et al.,
2002). T. mactroides es un bivalvo de importancia economica en la region,
con una produccion entre 50 a 100 toneladas/afio exclusivamente para
la elaboracion de conservas de tipo artesanal e industrial. Resiste amplios

intervalos de temperatura y de salinidad, es facilmente colectable, y



temporalmente disponible por su reproduccion continua, caracteristicas
que destacan su potencial como modelo biolégico, para ser empleado en
programas de biomonitoreo ambiental (Jaffé et al., 1995; Acosta, 2001). En
Venezuela se han realizado diferentes estudios relacionados con los aspectos
ecoldgicos y poblacionales, reproductivos y fisioldgicos de T. mactroides (Prieto,
1977; Ruiz, 1983; Ramirez, 1993; Godoy et al.,, 1997; Mendoza y Marcano,
2000), los cuales han establecido una informacion importante sobre esta

especie.

Debido al acelerado aumento de la actividad industrial y el desarrollo
urbanistico presente en la region nororiental del pais se ha incrementado la
contaminacién en el ambiente marino, por lo que surge la necesidad de buscar
organismos que permitan evaluar la calidad de ese ambiente. Sin embargo,
como las aguas residuales caen en rios y mares sin ser tratadas, es necesario
realizar un eficiente biomonitorero para detectar posibles focos de
contaminacion. El litoral costero del estado Anzoategui es base del
asentamiento petrolero y petroquimico de la regién nororiental, y sus costas
mantienen una intensa actividad pesquera. Esta zona es un punto interesante
de estudio debido al gran potencial productivo biolégico y organico de sus
aguas y sedimentos, y su posible contaminacion originada por escorrentias
limnicas del rio Neveri, industrial y agricola hacia las costas anzoatiguenses
(Rivera, 2004).

En esta investigacion se evalué el contenido de metalotioneinas y
metales pesados en el bivalvo T. mactroides proveniente de playa Caicara, una
zona costera probablemente impactada por su cercania a la planta de
fraccionamiento del Complejo Criogénico de Oriente (Anzoategui, Venezuela).
Se discute sobre la posible variacién del contenido de metales pesados en
esta especie colectada durante distintas temporadas del afio 2007 y 2008, y su

relacion con las respuestas moleculares afines, tales como metalotioneinas,



grupos sulfhidrilos y proteinas totales, con el fin de detectar alteraciones
bioquimicas en el organismo en estudio e inferir sobre la asociacion con las

condiciones del ambiente marino-costero.



METODOLOGIA

Area de colecta de Tivela mactroides

Playa Caicara se encuentra entre el area costera cercana a la Planta de
Fraccionamiento del Complejo Criogénico de Oriente (10° 09’ 06”- 10° 09’ 00”
N), y la desembocadura del rio Neveri (64° 43’ 06”- 64° 55’ 00” O) (Figura. 1).
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Figura 1. Area de colecta de Tivela mactroides

La coleccion de ejemplares de T. mactroides fue realizada en los meses
de agosto y diciembre del 2007, coincidiendo con la época de lluvias
moderadas y de mayor intensidad, respectivamente. Y en los meses de abril y
julio del 2008 correspondiendo a las épocas de sequia y maximos indices de
pluviosidad registrados en el afo, respectivamente (Apéndice 1). Se
seleccionaron por cada muestreo entre 40 a 60 ejemplares, sexualmente
maduros, sin distincion de sexo, con tallas entre 30 y 35 mm. Los guacucos
colectados fueron transportados al laboratorio de quimica de suelos, en cavas
con agua suficientemente aireada, y colocados en acuarios contentivos de agua

de mar, arena y con aireacion constante, a temperatura del ambiente de colecta



(27-28°C). El tejido blando fue separado de la concha y las glandulas digestivas
fueron separadas para analisis de biomarcadores moleculares especificos, y

almacenadas a -20°C, por un periodo no mayor a una semana.
Metales pesados

Los tejidos blandos fueron colocados en fiolas de 50 ml y secados en un
horno a 60°C durante 3 dias o hasta obtener una masa constante.
Subsecuentemente, el tejido fue predigerido en 10 ml de &cido nitrico
concentrado durante 24 horas. La digestion total fue realizada por 3 horas a
80°C, seguida por 2 horas a 120°C. A las soluciones digeridas y posteriormente
enfriadas se les agregaron 5 ml de agua desionizada y se procedi6 a filtrar la
muestra usando un papel Whatman N° 42. El filtrado fue aforado con agua
desionizada hasta 25 ml. Las soluciones fueron analizadas en un espectrometro
de emision Optica inductivamente acoplado a un plasma (ICP-OES), marca
Perkin Elmer, modelo Optima 5300 DV. Los metales cuantificados fueron Cu,
Zn, Cd, Al y Pb. Las concentraciones de cada metal fueron expresadas como
ng g— de tejido seco (Rojas et al., 2002). De manera similar fueron tratados
materiales certificados de referencia de ostras (Oyster 1566a) y determinados
los limites de deteccion del ICP-OES (Apéndice 2) y dos soluciones blancos

para evaluar la calidad del método de analisis.
Cuantificacion de proteinas

La determinacion de proteinas fue realizada por el método Lowry et al.
(1951), usando como cromogeno al reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu. El
método es adecuado para la determinacion de proteinas en el rango de
concentracion de 5 a 200 pug ml™". Para tal fin se procedid a preparar dos
soluciones, A y B. La solucién A contentiva de 10 g de carbonato de sodio

(Na,CO3) disueltos en 500 ml de hidréxido de sodio al 0,1 mol I"' en agua



destilada; la solucion B compuesta de 0,5 g de tartrato de sodio-potasio
(C4H4KNaOg.4H,0) disueltos en 30 ml de agua destilada en una matraz aforado
de 50 ml de capacidad. Adicionalmente, se anadié 0,25 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H,0) y posteriormente fue enrasado con agua
destilada. La solucién alcalina de cobre (reactivo 1) consistié en mezclar 50 ml
del reactivo A con 1 ml de reactivo B, y el reactivo Folin (reactivo 2) fue
preparado diluyendo 50 ml de reactivo Folin-Ciocalteu fenol (densidad de 1,22
g I'"). Se usé albtmina sérica bovina (BSA) en una concentracién de 1 mg ml™
como estandar. Esta solucion es estable durante 3 dias a 5°C. La absorbancia
fue medida a 750 nm (BioLab Applic21, alta densidad).

Determinacion de grupos sulfhidrilos

De la glandula digestiva fue tomado 0,5 g y se homogeneizé en 8 ml de
un buffer de extraccion, Tris-Na;EDTA a 0,02 mol I, a pH 8,2. El
homogeneizado se dejé por 5 horas a temperatura ambiente y luego, se le
adicionaron 0,5 ml acido ditionitrobenzoico (DTNB) 0,016 mol I' y 3,1 ml de
metanol absoluto. La mezcla fue dejada a temperatura ambiente por 15 minutos
y filtrada con papel de Whatman N° 4. La absorbancia se midi6 a 415 nm y los
valores obtenidos fueron expresados en milimoles de sulfihidrilos por gramo de
masa humeda (mMoles de —SH/gmh) (Sedlak y Lindsay, 1968).

Metalotioneinas

El contenido de las metalotioneinas (MT) fue determinado usando el
método espectrofotométrico, planteado por Viarengo et al. (1997) con pequenas
modificaciones técnicas. Un gramo de masa humeda de la glandula digestiva
del guacuco T. mactroides fue homogeneizado en 4 ml de un buffer de
extraccion Tris-HCI 20 mol ' a pH 8,6 que contenia 0,5 mol I' de sacarosa, 6

umol I de leupeptina, 0,5 mol I' de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 2 mol
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I de ditiotreitol (DTT) y B-mercaptoetanol 0,01%. Las MT estuvieron protegidas
de oxidacion y de proteasas bajo estas condiciones, durante el proceso de
homogeneizacion. El homogeneizado fue centrifugado a 4 400 rpm por 1 hora a
0-4°C, para separar el sobrenadante, en una centrifuga Eppendorf modelo

5702R.

A cada mililitro de sobrenadante le fue afiadido 1,05 ml de etanol mas 80
Ml de cloroformo en frio (-20°C). Luego fue centrifugado a 4 000 rpm por 10
minutos, a 0-4°C. El sobrenadante fue combinado con 1 mg de ARN, 40 pl de
HCI 37% y 3 ml de etanol absoluto frio. La soluciéon extraida fue mantenida a —
20°C por dos horas y centrifugadas nuevamente a 4 000 rpm por 10 minutos. El
precipitado contentivo de la fraccion de MT fue lavado con etanol 87% vy
cloroformo 1% en un buffer de homogeneizaciéon y, posteriormente, fue
centrifugado a 4 000 rpm por 10 minutos. El precipitado fue secado bajo una
atmosfera de nitrégeno y luego resuspendido en 150 ul de NaCl a 0,25 mol I,
150 pl de HCI 1 mol I" y EDTA 4 mol I, Luego se le afiadidé una solucién
preparada con 4,2 ml de NaCl 2 mol I, 4cido ditionitrobenzoico (DTNB) 0,43
mol I' en buffer Na-fosfato 0,2 mol I a pH 8, a temperatura ambiente.
Finalmente, la mezcla fue centrifugada por 5 minutos a 3 000 rpm. El
sobrenadante fue utilizado para determinar la absorbancia a 412 nm, usando

glutationa reducida como estandar.
La cantidad de MT fue definida con base en un contenido de cisteina del
29% por cada mol de MT (tomando arbitrariamente los valores de MT

correspondiente a especies afines). Los resultados fueron expresados en ug de
MT/gmh.

Tratamiento estadistico de datos

Para establecer diferencias entre los niveles de metales pesados y
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biomarcadores moleculares en el tejido de T. mactroides en los distintos meses
muestreados se aplicé un analisis de varianza (ANOVA 1), previo cumplimiento
de todos los supuestos. En los casos donde existieron diferencias significativas
(p<0,05) se aplico la prueba a posteriori de Duncan (Sokal y Rohlf, 1979). De
igual forma se aplicé un analisis de correlacién entre el contenido de MT, -SH,
PT totales versus las concentraciones de cada metal. Para tal fin se us6 como
herramienta estadistica el programa STATGRAPHICS Plus 5.1.



RESULTADOS

Concentracion de metales pesados

En la figura 2 se muestra la concentracion de cobre en el tejido blando de
T. mactroides. Existen diferencias altamente significativas en el contenido de
este metal entre los meses (Fs=7,19; p<0,001) (Apéndice 3). El analisis a
posteriori (Apéndice 4) demostré que hay similitud sélo entre los meses de
agosto y diciembre (a), siendo julio el mes con el mayor promedio (29,44 +

21,68 ug g') (b) y abril con el menor promedio (12,39 + 9,89 ug g™) (c).
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Figura 2. Concentracion de cobre (Cu) en el tejido blando del guacuco T.
mactroides de playa Caicara. Las letras (a,b,c) resefian las comparaciones de
acuerdo al analisis de Duncan.

En la figura 3 se muestra la concentracién de zinc en el tejido blando de
T. mactroides, durante los meses de colecta. El Zn fue uno de los metales que
presentd las mayores concentraciones durante el periodo estudiado, con
diferencias mensuales altamente significativas (Fs= 10,29; p< 0,001) (Apéndice
5). La prueba a posteriori de Duncan muestra la formaciéon de dos grupos, uno

formado por agosto y diciembre con promedios elevados de Zn (a) y el otro



12

conformado por los meses de abril y julio, con los niveles mas bajos del metal

(b) (Apéndice 6). Los mayores registros de concentracion fueron observados
durante el mes de diciembre (145,86 + 65,43 ug g™).
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Figura 3. Concentracién de zinc (Zn) en el tejido blando del guacuco T.
mactroides de playa Caicara. Las letras (a,b) resefian las comparaciones
mensuales de acuerdo al analisis de Duncan.

En la figura 4 se muestra la concentracién de cadmio en T. mactroides,
durante los distintos meses. Para este metal se encontraron diferencias
altamente significativas entre los meses (Fs= 25,24; p<0,001) (Apéndice 7). Los
niveles de Cd presentaron una distribucién estadisticamente similar para los
meses de agosto y diciembre (a) y otra para los meses de julio y abril (b),

registrandose en el mes de agosto la mas alta concentracién promedio de 2,9 +
0,9 ug g (Apéndice 8).
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Figura 4. Concentracion de cadmio (Cd) en el tejido blando del guacuco T.
mactroides de playa Caicara. Las letras (a,b) resefian las comparaciones
mensuales de acuerdo al analisis de Duncan.

En la figura 5 se muestran las concentraciones de aluminio, donde no se

encontraron diferencias significativas (Fs=0,75; p>0,05) (Apéndice 9).

ug/gms de Al
T
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Figura 5. Concentracion de aluminio (Al) en el tejido blando del guacuco T.
mactroides de playa Caicara

En la figura 6 se muestran las concentraciones de plomo, donde no se

encontraron diferencias significativas (Fs=2,34; p>0,05) (Apéndice 10).
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Figura 6. Concentracion de plomo (Pb) en el tejido blando del guacuco T.
mactroides de playa Caicara.

Proteinas totales y grupos sulfhidrilos (-SH):

Las proteinas totales contenidas en Ila glandula digestiva de
T. mactroides no mostraron diferencias significativas durante los distintos
meses de muestreo (Fs= 0,39; p>0,05) (Apéndice 11). El menor y mayor
promedio de estas proteinas fueron encontrados en diciembre (214,7 ug gmh™)

y agosto (252,3 ug gmh™), respectivamente (Fig. 7).
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Figura 7. Cuantificacién de proteinas en T. mactroides de playa Caicara.

Los grupos —SH contenidos en la glandula digestiva de T. mactroides no

mostraron diferencias significativas durante los distintos meses de muestreos
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(Fs=0,75; p> 0,05) (Fig. 8) (Apéndice 12).
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Figura 8. Concentracion de grupos sulfhidrilos (-SH) en T. mactroides de playa
Caicara

Metalotioneinas

Aunque los niveles de MT contenidos en la glandula digestiva de T.
mactroides presentan variacion, no mostraron diferencias significativas durante
los distintos meses de muestreo (Fs= 1,96; p>0,05) (Apéndice 13). EI menor y
mayor valor de concentracion estas proteinas de bajas masas moleculares

fueron encontrados en agosto (40,36 pg gmh™ y julio 64,47 pg gmh™,
respectivamente.

B

Jste 1

agosto diciembre
meses

ug de MT/gmh

abril julio

Figura 9. Concentracion de metalotioneinas (MT) en la glandula digestiva de T.
mactroides de playa Caicara.



En la tabla 1

concentraciones de metales y los biomarcadores moleculares asociados en la
glandula digestiva del guacuco T. mactroides. En la misma se puede apreciar

que no se encontré ninguna relacién entre los parametros en estudio.

Tabla 1. Analisis de correlacién entre la concentracion de metales pesados y el
contenido de metalotioneinas, grupos sulfhidrilos y proteinas totales en el
guacuco T. mactroides de playa Caicara, estado Anzoategui, Venezuela

(Coeficiente y r?)

se muestra el

analisis de correlacion entre

Metales Cu Zn Cd Pb Al
MT 0,31 0,19 0,28 0,41 0,27
(0,37) (0,28) (0,60) (0,68) (0,51)
-SH -0,13 - 0,05 0,13 0,15 0,21
(0,46) (0,75) (0,71) (0,69) (0,30)
Proteinas 0,10 0,05 0,38 0,01 0,01
(0,57) (0,77) (0,77) (0,91) (0,91)




DISCUSION

El presente estudio muestra que el guacuco T. mactroides de playa
Caicara se encuentra en un ambiente que le permite acumular significativas
concentraciones de metales pesados, particularmente Cu, Zn, Pb y Cd, los
cuales en el tejido blando de T. mactroides presentaron valores por encima a lo
establecido por la Organizacion de las Naciones Unidas para la agricultura y la
alimentacion (FAQO), administracion de drogas y farmacos (FDA) y legislacion
brasilefia de alimentacion (BFL) (Apéndice 14) (Méndez et al., 2009). Estas
concentraciones indican la biodisponibilidad de tales elementos quimicos en el
ambiente y la capacidad de acumulacién de los mismos por parte de los

organismos que habitan tales ecosistemas.

De igual forma, los resultados demuestran que los niveles de metales
pesados en T. mactroides pueden variar dependiendo de la estacionalidad. Por
ejemplo, los mas altos niveles de Cu fueron registrados en el mes de julio; Cd
en agosto y Zn en agosto y diciembre. El maximo valor de Cu encontrado fue
29,44 + 2168 pg g'. El mes de julio fue caracterizado por temperaturas
ligeramente altas ~27 — 28°C y abundantes precipitaciones. Rajkumar et al.
(1992) reportaron que un aumento significativo de la temperatura generalmente
favorece la tasa metabdlica de los organismos, ayudando asi al proceso de
acumulacion de metales como el Cu presente en el medio. Se ha considerado
que los elevados niveles de Cu en T. mactroides pueden ocasionar dafios
fisiolégicos en el organismo, disminuyendo el indice ARN/ADN o inclusive
producir letalidad en presencia de concentraciones en el orden de 1-2 mg I
(Acosta y Lodeiros, 2004). Sin embargo, en la localidad de playa Caicara,
Rivera (2004), reporta valores maximos de Cu de 14,4 + 3,2 ug g en la misma
especie. Acosta y Lodeiros (2004), en las costas de Rio Chico y Boca de

Paparo en el estado Miranda, dos zonas contaminadas biolégica y
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quimicamente, encontraron rangos de Cu que oscilaban entre 71,51 a 189,89
ug g”. Es por esto que los anteriores autores consideran a T. mactroides como

una especie indicadora de contaminacion por Cu.

Los valores corporales de Zn tienden a ser elevados en estos
organismos, encontrandose el valor mas elevado en diciembre (145,86 + 65,43
ug g7). Rivera (2004), en el tejido blando de T. mactroides colectado en la
misma zona estudiada, encontré valores de 1072 + 27,9 ug g'. El Zn en
pequenas cantidades actua como componente catalitico indispensable para el
crecimiento y tiende a incrementarse con el tiempo de exposicion y la talla del
cuerpo (Usero et al., 1996). Por otro lado, metales como el Zn y el Cu juegan un
papel importante a nivel molecular como cofactores enzimaticos, y las
correlaciones significativas entre metales y variables biolégicas pueden ser
debidas a las necesidades bioquimicas y/o al secuestro pasivo de los metales
debido a la union intracelular del elemento (Raimbow et al., 1990). A pesar de
su importancia fisiolégica es bien conocido que a altas concentraciones el Zn

puede ser sumamente téxico (Pasquali, 2003).

Gamboa et al. (1986) y Rivera (2004) comentan que existe una marcada
influencia del Zn por el rio Neveri, la cual parece ser la causa principal de
aporte del metal, ya que por este rio concurren una gama de sustancias
antropogénicas de origen industrial, doméstico y agricola. Esta sugerencia esta
fundamentado por los datos reportados por Bonilla et al. (1998) donde se

muestran altos niveles de Zn en los sedimentos del area en estudio.

Las concentraciones de Cd obtenidas en los tejidos de la poblacion
estudiada variaron entre meses, observandose valores de 2,9 + 0,9 ug g,
comparados con los registrados por Rivera (2004) en la misma especie (0,88 +
0,36 ug g™'). Existen evidencias de que un alto porcentaje de Cd que penetra al

organismo se acumula y sélo una pequefia parte es excretada; lo que
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posiblemente origina una competencia, entre el Cd y metales esenciales como
el Zn y Cu, e inhibir la actividad de enzimas antioxidantes, que incluyen catalasa
y manganeso-superoxido dismutasa. (Onosaka et al., 1984; Gallant y Cherian,
1987; Casalino et al.,, 2002). EI Cd puede inducir dafio molecular al unirse a
grupos sulfhidrilos de proteinas u otros tioles de bajas masas moleculares. Las
moléculas tioladas son compuestos que contiene el grupo funcional formado por
un atomo de azufre y un atomo de hidrogeno. Dado que es el grupo funcional
del aminoacido cisteina, el grupo tiol desempena un papel importante en los
sistemas bioldgicos, por lo tanto, la determinacion de tioles podria considerarse
un importante parametro auxiliar, en el diagndstico y monitoreo de organismos
marinos expuestos a ambientes contaminados por cadmio (Salazar-Lugo et al.,
2009).

Para el aluminio no se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones y los valores encontrados fueron muy bajos en comparacion
con los de Rivera (2004), que encontrd una alta concentracion de 73,3 £ 54,5

Hg g en T. mactroides.

El Pb no presentd diferencias significativas entre las concentraciones de
los metales pesados en el area de estudio. Los valores fueron bajos a lo
reportado por Rivera (2004) que encontrd la concentracidn mas alta de este
metal en 4,12 + 1,91 ug g~ en la misma area de estudio, la presencia de Pb en
el tejido blando del guacuco puede ser debido a que su ingreso esta restringido
por los cambios de factores ambientales, como la salinidad, temperatura,

surgencia, pluviosidad, entre otros (Laurent, 2008).

Los resultados revelan que los organismos colectados en época de lluvias
(principalmente en julio) presentaron una mayor concentracién de metales
pesados, asociado probablemente a una alta ocurrencia de fendmenos de

escurrimiento y mezcla por resuspension del material del sedimento hacia la



19

columna de agua. Es evidente que la zona de estudio recibe los afluentes del
rio Neveri que se combinan con colectores de aguas residuales y aguas
servidas en la zona baja del rio. De igual forma, también recibe los desechos
industriales provenientes del complejo petrolero-petroquimico, evidenciandose
su impacto por la presencia en el tejido blando de la almeja de metales
pesados, de alta significancia ecotoxicolégica. En los estudios de impacto
ambiental es importante la seleccion del organismo biomonitor y de los
biomarcadores a determinar. Garcia et al. (2009) demostraron, realizando una
evaluacion de riesgo ecoldgico en una area influenciada por hidrocarburos
provenientes del centro refinador de Paraguana en Venezuela, la utilidad de
algunos biomarcadores moleculares en T. mactroides que habitaban en la linea
de costa, usando ensayos de toxicidad, durante la estacion seca (marzo) y
lluviosa (julio). La evaluacién revelé un gradiente de contaminacion en el area,
junto a un incremento concomitante en las enzimas del citocromo P4s0 en los
organismos expuestos a sedimentos con altas concentraciones de
hidrocarburos. De igual manera fueron observados algunos cambios

estacionales en las respuestas enzimaticas.

Queda la expectativa si en T. mactroides existen mecanismos
alternativos suficientemente efectivos para contrarrestar el ingreso y toxicidad
de metales pesados en su cuerpo, permitiendo la adaptabilidad y sobrevivencia
al area estudiada; un area en la cual es conocida la elevada presencia de
metales pesados en el sedimento (Bonilla et al., 1998). Diferencialmente, Sardi
et al. (2009) encontraron significativas respuestas en marcadores enzimaticos
en T. mactroides expuestos a sedimentos con distintos niveles de
contaminacién. Estos autores determinaron las actividades de las enzimas
relacionadas con la Dbiotransformacion de xenobidticos organicos e
hidrocarburos (MFO), y algunas enzimas antioxidantes, encontrando
incrementos de las actividades del P4sp, bs, NADPH c reductasa, glutationa-S-

transferasa y una inhibicion en superéxido dismutasa.
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A pesar de los elevados aportes metalicos de origen antropogénico al
medio, los biomarcadores (metalotioneinas, proteinas totales y grupos
sulfhidrilos) no manifestaron ningun tipo de perturbacion a nivel molecular, lo
que sugiere que T. mactroides posee mecanismos de defensa relevantes ante
la toxicidad de tales concentraciones. No obstante, los niveles en los
biomarcadores moleculares determinados en T. mactroides y la homogeneidad
de los mismos en los meses de colecta revelan, en comparacion con los rangos
reportados en organismos afines que habitan zonas impactadas, que su entorno
presumiblemente no afecta su fisiologia. Se ha demostrado que los valores de
MT por encima de los reportados por estos organismos son considerados como
indicio de contaminacion y de estrés quimico en especies afines, por ejemplo
Petrovich et al. (2001) encontré valores de MT que oscilaban entre 50 -100 ug
g’ en el mejillon Mytilus galloprovincialis en un area con baja concentracion de
metales. Zapata — Vivenes y Nusetti (2007) reportan promedios de MT de 500 —
600 pug/gmh en Perna viridis expuestos a Cd.

En presencia de altas concentraciones de metales pesados (Cu, Zn, Cd,
Pb) en la glandula digestiva son estimulados para incrementar la biosintesis de
compuestos ricos en grupos tioles, tales como metalotioneinas, proteinas
enlazadoras de metales, y tioles de bajas masas molares como la glutationa y
cisteina elementos fundamentales en la defensa molecular-antioxidante en el
organismo. En moluscos bivalvos, los sistemas antioxidantes incluyen
compuestos de bajas masas molares como la glutationa reducida y otras como
acido ascoérbico, vitamina A, E. Adicionalmente existen las enzimas glutationa —
S — transferasa (GST), catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD) (Winston,
1991). Tales compuestos antioxidantes juegan un rol crucial en el
mantenimiento de estado de oxido — reduccién de las células. La actividad del
sistema antioxidante puede aumentar o inhibirse bajo una condicién de estrés
quimico (Winston y Di Giulio, 1991). La induccion de los compuestos

antioxidantes puede aumentar la tolerancia del organismo a un medio
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impactado por agentes prooxidantes, por el contrario la deficiencia en el sistema
antioxidante resulta en un precario estado fisiologico para enfrentar las

variaciones ambientales (Cossu et al., 2000).

Aunque estadisticamente no se encontré relacién directa entre las
concentraciones de los diferentes metales medidos y el contenido de
metalotioneinas, proteinas totales y grupos sulfhidrilos en la glandula digestiva,
se recomienda evaluar en T. mactroides otros biomarcadores, donde se
consideren las influencias de factores abidticos y bidticos, actividad basal

enzimatica y respuesta a contaminantes especificos.

Se podria recomendar el uso de T. mactroides como un organismo ideal
para monitorear ecosistemas contaminados por metales pesados, a pesar de no
encontrar correspondencia con la determinacion de los biomarcadores
moleculares afines a este tipo de contaminacion. Al parecer, este organismo
posee una gran capacidad de acumular metales, aun en mayor concentracion

que el entorno, sin manifestar una respuesta molecular especifica.



CONCLUSIONES

Las altas concentraciones de algunos metales (Zn, Cu) registradas en la
zona pueden ser debido a la contaminacién originada por la planta de

fraccionamiento y por los aportes del rio Neveri.

Se confirma que la variacion en la concentracion de los metales pesados
(Zn, Cu, Al, Cd y Pb) puede ser estacional, influenciado el ingreso de metal

principalmente por periodos de lluvias.

Los niveles de metalotioneinas, grupos sulfhidrilos y proteinas totales no
mostraron indicios de alteraciones moleculares, relacionadas con
contaminacién por metales pesados; sin embargo, las concentraciones
corporales de Cd, Pb, Cu, Zn y Al evaluados dejan ver una sefial de alarma

sobre el ingreso de xenobidticos al area via antropogénica.
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Cantidad de lluvia por mm?®

Meses

Apéndice 1. indice de pluviosidad (mm®) en la zona norte del estado
Anzoategui. Aflos 2007 — 2008. Los meses de colecta se resaltan con circulos

punteados. Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMEH).



Apéndice 2. Comparacion de los valores experimentales del material de
referencia (Oyster 1566a) con valores certificados y sus limites de deteccién
(mg I'") para cada metal del espectrémetro de emisién atémica acoplado
inductivamente a un plasma (ICP) marca Perkin Elmer, modelo optima 5300
DV.

Elemento Material de Valores Limite de
referencia experimentales deteccion

(ng.g™) (ng.g™) (1CP)

Cu 66,3 + 4,3 60,05 0,004

Zn 137+ 13 117,95 0,002

Cd 4,15+ 0,38 2,42 0,009

Al 202,5+12,5 186,5 0,005

Pb 38,3 +11,8 25,31 0,007

Apéndice 3. Andlisis de varianza para la concentracién de Cu en T. mactroides

de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razén F P
Variaciéon De Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 5859,24 3 1953,08 7,19 0,0001*
Error 42383,3 156 271,69

Total 48242.6 159

gl: grados de libertad, * significativo p<0,001



Apéndice 4. Comparacion (Duncan) de los parametros mensuales de la

concentracion de Cu (ug.g™”) en T. mactroides de playa Caicara.

Muestreo N Promedio Grupos homogéneos
Abril 40 12,39 X
Agosto 40 20,31 X
Diciembre 40 21,71 X
Julio 40 29,44 X

Apéndice 5. Analisis de varianza para la concentracion de Zn en T. mactroides

de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razon F P
Variaciéon de Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 193897,0 3 64632,4 10,29 0,0001*
Error 979652,0 156 6279,82

Total 1,17 159

gl: grados de libertad, * Significativo p<0,001



Apéndice 6. Comparaciéon (Duncan) de los parametros mensuales de la

concentracion de Zn (ug.g™”') en T. mactroides de playa Caicara.

Muestreo N Promedio Grupos homogéneos
Abril 40 50,11 X
Julio 40 88,33 X
Agosto 40 115,06 X
Diciembre 40 144,68 X

Apéndice 7. Analisis de varianza para la concentracion de Cd en T. mactroides

de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razoén F P
Variacion De Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 102,6 3 34,2 25,2 0,0000*
Error 211,5 156 1,4

Total 314,2 159

gl: grados de libertad, * significativo p<0,001



Apéndice 8. Comparaciéon (Duncan) de los parametros mensuales de la
concentracion de Cd (ug.g”') en T. mactroides de playa Caicara, estado

Anzoategui, Venezuela.

Muestreo N Promedio Grupos homogéneos
Agosto 40 2,4 X
Diciembre 40 2,3 X
Abril 40 0,6 X
Julio 40 1,1 X

Apéndice 9. Analisis de varianza para la concentracion de Al en T. mactroides

de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razon F P
Variaciéon de Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 0,82 3 0,27 0,75 0,52 NS
Error 10,22 28 0,36

Total 11,05 31

gl: grados de libertad, NS: no significativo p>0,05



Apéndice 10. Analisis de varianza para la concentracién de Pb en T. mactroides

de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razoén F P
Variacion de Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 640,74 3 213,6 2,34 0,07NS
Error 14255,1 156 914

Total 14895,9 159

gl: grados de libertad, NS: no significativo p>0,05

Apéndice 11. Analisis de varianza para la cuantificacion de proteinas en

ng gmh™' de T. mactroides de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razén F P
Variaciéon De Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 6375,83 3 2125,28 0,39 0,76 NS
Error 153511,0 28 5482,52

Total 159886,0 31

gl: grados de libertad, NS: no significativo p>0,05



Apéndice 12. Analisis de varianza para la determinacion de grupos —SH gmh™

de T. mactroides de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razoén F P
Variaciéon De Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 0,83 3 0,28 0,75 0,53 NS
Error 10,23 28 0,37

Total 11,05 31

gl: grados de libertad, NS: no significativo p>0,05

Apéndice 13. Andlisis de varianza para la concentracion de MT en pg gmh™ en

la glandula digestiva de T. mactroides de playa Caicara.

Fuente de Suma Gl Media Razoén F P
Variacion de Cuadrados Cuadrada

Entre Meses 9,62 3 3,21 1,96 0,14 NS
Error 45,88 28 1,64

Total 55,50 31

gl: grados de libertad, NS: no significativo p>0,05



Apéndice 14. Valores maximos permitido pug g” por la Organizacion de las

Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacion (FAO), administracién de

drogas y farmacos (FDA) y legislacion brasilefa de alimentacion (BFL).

Cu Zn Cd Pb
FAO 10,00 50 1,00 2,00
FDA e 4,00 1,70
BFL 0,2 1 0,03 0,015

Apéndice 15. Comparacion de las concentraciones de algunos metales pesados

(Mg g™) en el tejido blando del guacuco T. mactroides de diferentes localidades.

Localidad Cu Zn Cd Pb Ref.

Edo. 11-49 55-166 <1-1,9 <1,5-4,9 LaBrecque et al.
Miranda (2004)

Edo. 60,7-152  226-266  2,2-3,3 2-31 Jaffé et al. (1995)
Miranda

Boca de 71-189 210-390 1,23-6,31 nr Acosta y
Paparo Lodeiros, (2004)
Rio 40-20 25-130 2,60- 0,02-1,80 ¢

Chico 5,64

Playa 10-20 50-100 0,7-6,52 nr “

Guiria

Boca de 26,3-1,3 78,1-9,7 3,6-0,1 nr Alfonso et al.
Aroa (2008)
Playa 29,4-12,3 145-60 2,9-1.2 1,2-1,5 Este estudio

Caicara

nr: no reportado
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