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RESUMEN

Se evaluaron los parametros citolégicos (contaje y viabilidad celular), las respuestas
inmunoldgicas (fagocitosis y lisozima) en la hemolinfa y glandula digestiva de Lima
scabra, actividades maximas de las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) glutationa peroxidasa (GPx), glutationa reductasa (GR), glutationa-S-
transferasa (GST) y niveles de malondialdehido (MDA) como indicador de dafio
oxidativo en glandula digestiva, musculo y branquia de Lima scabra, después de ser
expuestos a concentraciones subletales (0,01; 0,1 y 1 %) de una fraccion acuosa de
usado de motores de vehiculos (FALUMYV) durante 7 (periodo agudo) y 13 dias
(periodo croénico). Los resultados mostraron diferencias significativas en el contaje
celular, actividad fagocitica y actividad de lisozima en ambos periodos de exposicion
a FALUMV. La actividad de SOD vario significativamente en el masculo y branquia;
la actividad de GPx aumento significativamente en la glandula, muasculo y branquia
en el periodo crénico; la actividad de GR vario significativamente en musculo y
branquia en ambos periodos de exposicion; la actividad se GST vario
significativamente en la branquia en ambos periodos de exposicién y la actividad de
CAT varid significativamente en el musculo. Los niveles de MDA disminuyeron
significativamente en la glandula digestiva y branquia; mientras que en el musculo
incrementaron los niveles en el periodo crénico a la mayor concentracion. EI aumento
en las actividades de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx, GR, GST, CAT) en los
diferentes 6rganos, indica que se desencadenaron mecanismos de respuesta
compensatorios ante el desarrollo de alteraciones en los sistemas en el organismo,
asociado con la produccion de (EROs). El descenso en los niveles de MDA en la
glandula digestiva y branquia indican que la activacion de los mecanismos
antioxidantes fueron suficientes para contrarrestar el efecto del contaminante sobre
las membranas celulares en ambos tejidos; mientras que el incremento en los niveles
de MDA en el musculo indica que los mecanismos activados no fueron suficientes
para contrarrestar el efecto del contaminante sobre las membranas celulares. En
sintesis, los pardmetros inmunoldgicos y bioguimicos determinados en L. scabra
demuestran su sensibilidad como marcadores biologicos en presencia de dosis
subletales de mezclas de xenobiéticos, y sugieren su posible uso para estimar
ambientes impactados por contaminacion quimica.

Palabras o Frases Claves: Biomarcadores, Lima scabra, Inmunotoxicidad, Estrés
Oxidativo, Enzimas Antioxidantes.

Vi



INTRODUCCION

El creciente deterioro de los ecosistemas marino costeros por efecto de la
contaminacion causada por actividades antropogénicas y los posibles efectos sobre la
biota circundante, ha sido el motivo principal de las investigaciones ecotoxicoldgicas.
El ambiente marino es considerado uno de los mayores depdsitos de contaminantes,
los mismos pueden encontrarse biodisponible a la biota. Evaluaciones recientes en
ecosistemas marinos han reportado incrementos en las concentraciones de
hidrocarburos (Ngabe et al., 2000; Cheung et al., 2001), metales pesados (Martinez,
2002), bifenilos clorados (Richarson y Zheng, 1999; Cheung et al., 2002), tanto en
agua, sedimentos y alimentos. Estos compuestos contaminantes con frecuencia tienen
como fuente principal las descargas de lubricantes usados de vehiculos provenientes
de autolavados, bombas de servicios, talleres mecéanicos, etc.

Los lubricantes usados de motores de vehiculos estan constituidos por mezclas
de sustancias potencialmente toxicas que se producen por combustion incompleta en
el automdvil. Esta combustién resulta en una diversidad de compuestos quimicos,
principalmente hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales pesados, detergentes,
solventes clorados y compuestos heteroatomicos polares (Pruell y Quinn, 1988;
GESAMP, 1993; ATSRD, 1997), los mismos han sido vinculados con alteraciones
fisiologicas y bioquimicas en organismos representativos del medio marino (Hellou et
al., 1997; Dyrynda et al., 2000; Nusetti et al., 2004).

Actualmente en los estudios de impacto ambiental se emplean procedimientos
experimentales que permiten estimar la toxicidad potencial de mezclas de
Xenobidticos sobre organismos que habitan un ecosistema determinado (Mozeto y
Zagatto, 2006). Para tales propdsitos se han desarrollado ensayos de toxicidad

subletales basados en la cuantificacion de biomarcadores altamente sensibles;



respuestas que frecuentemente se encuentran conservadas filogenéticamente, las
cuales proporcionan una medida o relacion exposicion-efecto de xenobioticos
especificos 0 mezclas de estos (Rand, 1995; Brousseau et al., 2000; Cajaraville et al.,
2000; Marigomez et al., 2004; Sarkar et al., 2006). La determinacion de un
biomarcador, bioquimico y/o celular, no siempre puede indicar el grado de
contaminacion en el medio, ya que estas respuestas pueden ser alteradas por factores
ambientales (temperatura, salinidad, disponibilidad de oxigeno) y endogenos
(metabolismo oxidativo, fagocitosis), siendo imprescindible implementar la
integracion de baterias de respuestas bioldgicas con la finalidad de obtener examen
preciso del posible riesgo de contaminacion (Anderson et al., 1999; Cheung et al.,
2001; Marigomez et al., 2004).

Las respuestas inmunolégicas se han hecho de uso frecuente en las
evaluaciones de ambientes impactados utilizando moluscos bivalvos, por considerarse
un sistema altamente sensible a los efectos de xenobioticos (Anderson et al., 1999;
Sauve et al., 2002; Nicholson, 2003). Al igual que en organismos superiores, los
bivalvos poseen un sistema inmunoldgico que reside en la hemolinfa, constituido de
un componente celular (inmunocitos o hemocitos), los cuales desempefian un papel
clave durante los procesos de inflamacion y fagocitosis de patdgenos. Ademas consta
de un componente humoral que comprende la actividad bacteriolitica de lisozimas,
factores aglutinantes y hemolisinas (Fisher et al., 1999; 2000; Fournier et al., 2000;
Nicholson, 2003). Se ha comprobado que los hemocitos ejecutan distintas funciones
dentro del sistema inmune, incluyendo fagocitosis (Cheng, 1988; Adema et al., 1991,

Lopez et al., 1997; Beaven y Paynter, 1999).

Es bien conocido que la estabilidad, viabilidad y el nimero total de hemocitos
puede ser afectada por factores ambientales como el estrés (Rewrantz, 1990),
patogenos (Oliver y Fisher, 1999) y contaminantes ambientales (Coles et al., 1994;

1995; Pipe et al., 1999). La exposicion in situ de moluscos como Muytilus



galloprovincialis a hidrocarburos clorados, metales pesados u otros xenobidticos
produce alteracion en el contaje diferencial de hemocitos (Fisher et al., 1999; Sauvé
et al., 2002). Se han descrito alteraciones inmunologicas en diversas especies de
bivalvos expuestos a una variedad de xenobioticos (Pipe et al., 1999; Nusetti et al.,
2004). Sin embargo, estos aspectos no han sido suficientemente documentados en
especies caribefias, especialmente impactadas por mezclas de xenobi6ticos.

Un aspecto importante en los organismos marinos de vida aerobica es el
marcado dafio que puede ser causado cuando las defensas antioxidantes son
sobrepasadas por la accién de radicales libres. Este fendmeno es comunmente
denominado “estrés oxidativo” (Sies, 1988; 1993), y actualmente parece ser la base
de diversas anomalias fisiologicas tales como alteraciones metabolicas por
inactivacion enzimatica, dafios a macromoléculas celulares como ADN, oxidacion de
proteinas, peroxidacién de lipidos, entre otros (Doyotte et al., 1997; Cheung et al.,
2001); inmunosupresion, incapacidad de cicatrizacion, crecimiento celular retardado,
incluso carcinogenesis (Klein et al., 1991; Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2004;
Nusetti et al., 2004; Zapata-Vivenes et al., 2005). En los ultimos afios, se ha
observado un creciente interés por examinar la influencia de las especies reactivas del
oxigeno (EROs) u oxiradicales bajo condiciones exacerbadas de perturbacién por
xenobidticos (Di Giulio et al., 1995; Livingstone, 2001).

La biotransformacion intracelular de algunos contaminantes (metales pesados,
hidrocarburos, compuestos polihalogenados) constituye una fuente generadora de
EROs para la célula. Estos mecanismos han sido ampliamente estudiados en
invertebrados marinos, en especial moluscos bivalvos. El metabolismo ciclico-redox
de una gama de xenobidticos organicos en bivalvos involucra una variedad de
enzimas biotransformadoras, existiendo una fase inicial de funcionalizacion (fase I),
en la cual actdan las enzimas que catalizan las reacciones donde un grupo funcional

polar, tal como el grupo hidroxilo, es introducido dentro del contaminante lipofilico,



haciéndose este hidrofilico. Dentro de este grupo de enzimas se encuentran el sistema
de monoxigenasas de funcion mixta (MFO), flavoproteinas, epdxidos hidratasas,
esterasas, sulfatasas, fosfatasas, diacetilasas y otras oxidasas. Seguidamente
intervienen las enzimas de la fase de conjugacion (fase Il), las cuales catalizan
reacciones de conjugacion del producto de la fase I, con una variedad de moléculas
enddgenas (GSH, derivados de azucares,entre otros), resultando en productos
hidrosolubles, no téxicos, ionizables y de facil excrecion para el organismo. Entre las
enzimas de la fase Il se encuentran glutationa-S-transferasa y UDP-
glucoronosiltransferasa (Di Giulio et al., 1995; Cadenas y Davies, 2000; Nascimento,
2006).

En los moluscos bivalvos existen evidencias de estos sistemas enzimaticos
involucrados en los mecanismos de defensa celular antioxidante lo que permite al
organismo protegerse contra xenobiolticos pro-oxidantes, capaces de producir
toxicidad por aumento de EROs y otras especies de radicales libres. La acumulacion
de productos derivados de la fase | de biotransformacién puede promover efectos
toxicos a nivel molecular y celular, que incluye desde peroxidacion de lipidos, dafios
en los acidos nucleicos, apoptosis y hasta lisis celular (Di Giulio et al., 1995;
Fridovich, 1998; Anderson et al., 1999; Pipe et al., 1999; Livingstone et al., 2001).

El sistema de defensa antioxidante que protege a las células de la accidn
perjudicial de EROs, estd constituido por un nimero de compuestos y enzimas
especificas capaces de barrer oxiradicales originados por distintos factores. Las
enzimas antioxidantes, tales como superoxido dismutasa (SOD, EC 1.1.15.1), catalasa
(CAT, EC 1.11.1.6), glutationa peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y la glutationa
reductasa (GR, EC 1.6.4.2) estan encargadas de controlar y llevar a concentraciones
fisiolégicamente estables a los oxiradicales, constituyendo un mecanismo
esencialmente inducible en organismos que habitan en ambientes impactados (Canesi

et al., 1999; Porte et al., 2001; De Almeida et al., 2007). Estas enzimas juegan un



papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis celular, reflejando una induccion
especifica de respuestas a contaminantes. Un particular interés, posee la
determinacion de la actividad de la enzima glutationa-S-transferasa (GST, EC
2.5.1.18), la cual cataliza reacciones de conjugacion con el tripeptido glutationa y
cuantitativamente es la enzima mas importante de la fase 11, también juega un papel

importante en la proteccion del estrés oxidativo (Manduzio et al., 2004).

Cuando se sobrepasa el potencial de defensa antioxidante celular, pueden
desencadenarse patologias oxidativas por una produccién incrementada de EROs.
Los lipidos de membrana por ejemplo constituyen un blanco de accion de
oxiradicales, siendo oxidados a lipidos radicales y lipidos peroxidados. La
peroxidacion de lipidos es conocida como la descomposicion y produccion de una
variedad de sustancias, incluyendo etano, pentano y aldehidos (Sukhotin et al., 2002).
La formacion excesiva de lipidos oxidados ha sido reconocida como buen marcador
de estrés oxidativo (Ribera et al., 1991; Sukhotin et al., 2002; Torres et al., 2002; De
Almeida et al., 2007).

Los bivalvos han sido ampliamente utilizados en estudios de impacto
ambiental. Los mismos poseen amplia distribucion geografica, son facilmente
manipulables, sésiles, se alimentan por filtracion y son susceptibles a contaminacién
en zonas marino costeras, siendo considerados organismos centinelas de
contaminacion quimica (Lodeiros et al., 1999; Niyogi et al., 2001; Torres et al.,
2002; Orbea et al., 2002). En la region oriental de nuestro pais existen pocos trabajos
ecotoxicoldgicos en bivalvos, asociados a arrecifes de corales escleractineos. Un
organismo representante de estos sensibles ecosistemas es el pecten Lima scabra
(Born, 1778), del cual se conoce parte de su biologia y proteinas inducibles en
presencias de metales pesados (Gomez, 1998 y Martins, 2004), quienes siguieren su

papel como indicador de aguas contaminadas, por estas especies quimicas. No



obstante, los efectos de mezclas complejas de xenobiGticos organicos sobre

marcadores bioldgicos permanecen aun sin ser dilucidados.

La asociacion de las poblaciones naturales de Lima scabra a areas arrecifales,
siguieren a esta especie como posible organismo centinela frente a una situacion de
contaminacion del medio ambiente. En tal contexto, el propdsito de esta
investigacion fue evaluar los efectos causados por fracciones acuosas de lubricantes
usados de motores de vehiculos sobre algunas respuestas del sistema de defensa
inmunoldgico y antioxidante-enzimatico en el pecten Lima scabra (Born, 1778); asi
como los niveles tisulares de malondialdehido (MDA); pardmetros que podrian ser

alterados en organismos que habitan ecosistemas impactados por xenobidticos.



METODOLOGIA

Ejemplares y sitio de colecta

Los ejemplares de Lima scabra (Born, 1778), con tallas comprendidas entre 5,5
y 6,5 cm, fueron colectados en zonas coralinas de la Bahia de Mochima, (Cumana,
estado Sucre). La colecta de los organismos se realizd de forma manual por buceo
libre, a profundidades comprendidas entre los 2 y 5 metros. Los bivalvos fueron
transportados en cavas de aislamiento térmico hasta el laboratorio, donde fueron
aclimatados por un lapso de una semana, en acuarios contentivos de agua de mar

(salinidad 36, pH 7,7 £ 0,2, temperatura 25 + 1 °C y aireacion constante.

Preparacion del contaminante

La fuente de xenobioticos que se utilizé en los bioensayos estaticos estuvo
constituida por una mezcla de aceite lubricante usado de motores y de agua de mar
filtrada en una relacion 1:9 V/V. Para la realizacion de esta mezcla se tomd un
volumen de 200 ml de la mezcla y se diluyé en un volumen 1 800 ml de agua de mar
filtrada (Miliporo), se colocd en un recipiente de vidrio de 3 000 ml de capacidad. La
mezcla fue agitada continuamente (con magnetos sobre planchas de agitacién) por 24
horas a temperatura ambiente. Posterior a este periodo se pasé la mezcla a través de
un sistema de vacio y se filtré6 en papel Whatman N° 1 para eliminar cualquier
remanente de la fase organica. Se colectd la fraccion acuosa y se utilizd como

solucidn patrén (100%).



Bioensayos de exposicion

Se realizaron experimentos preliminares para determinar concentraciones de la
mezcla del contaminante, la cual garantizaria a los organismos condiciones
fisioldgicas aparentemente estables durante un periodo agudo (7 dias) y un periodo
cronico (13 dias) de exposicion. Se seleccionaron tres concentraciones subletales
(0,01; 0,1 y 1%), a las cuales fueron expuestos 6 organismos por acuario de 3 000 ml
de capacidad a las distintas concentraciones durante un periodo de 7 y 13 dias;
periodo adecuado para mantener el 100% de sobre vivencia. Los animales fueron
alimentados con 100 ml de Tetraselmis chuii a una proporcion de 16 000 cél/ml de
concentracion. Se realizaron recambios del agua de mar diariamente, para mantener
disponible la concentracion del contaminante y remover las pseudoheces y/o

productos de desecho provenientes del metabolismo de los organismos.

Transcurrido cada periodo de exposicion al contaminante, seis bivalvos por
cada tratamiento fueron sometidos a un procedimiento de extraccion de hemolinfa
para determinar los pardmetros citologicos e inmunoldgicos. Ademas, se disecto la
glandula digestiva para cuantificar los niveles de lisozima; las branquia, musculo y
gldndula digestiva fueron almacenados a -40 °C, hasta su uso (7 dias) en la
cuantificacion de los parametros bioquimicos (enzimas, lipidos peroxidados, y

proteinas).

Extraccion de hemolinfa

Para la extraccion de la hemolinfa se realizé una puncion directa del seno
venoso, ubicado cerca de la porcion fasica del mdsculo abductor, con la ayuda de una
jeringa hipodérmica de 1 ml de capacidad. Se extrajo cuidadosamente el fluido (0,1

ml), el cual se colocé en tubos eppendorf (1,5 ml), mantenidos a una temperatura de



aproximadamente de 4°C. Luego la muestra se resuspendié en 1 ml de agua de mar-
EDTA 0,01 mmol/l apH 7,8 y se conservo a 4°C.

Parametros citoldgicos

Numero total de hemocitos y viabilidad celular

El numero total de células por ml y la viabilidad celular se determinaron por
tincion diferencial con el colorante azul tripano (sigma) al 0,4 % siguiendo la
metodologia indicada en el catdlogo Sigma Chemical Co. Un volumen de 3 ml del
colorante se coloco en agitacion constante por 1 hora, se centrifug6 a 1 250 x g por 10
minutos y luego se filtré en papel Whatman N° 1 para eliminar resto de material no
solubilizado. Para contar el nimero total y viabilidad de las células por ml se
mezclaron 20 pl de la suspension final de hemocitos con un volumen igual de azul
tripano, se resuspendié y se realizd un contaje de 100 células en una camara de
Neubauer por microscopia de luz, a una magnificacion de 400X. Las células vivas se
diferenciaron de las muertas porque estas ultimas tomaron una coloraciéon azul,
expresandose la viabilidad como el porcentaje (%) de células vivas contadas. El
namero total de hemocitos por ml se determind contando el nimero total de células
viables en los cuatro cuadrantes externos de la cdmara y aplicando posteriormente la

siguiente férmula propuesta por Goven y Kennedy (1996): Numero de hemocitos/ml

_ % x10*



Parametros inmunoldgicos

Fagocitosis

Para evaluar la actividad fagocitica de los hemocitos se ajustd el nimero total
de células a una concentracion de 2 x 10° hemocitos/ml. Se empleo como antigeno la
levadura comercial inactivada por calor (stock 5 mg/ml de agua de mar), se filtrd en
papel Whatman N° 1, aplicando vacio con la finalidad de eliminar los aglomerados y
disponer de levaduras separadas. Del filtrado de levaduras se tomaron 200 pl y se
diluy6 en 3 000 ul de agua de mar filtrada (Miliporo) para preparar la solucién de
levaduras a una concentracién de 0,3 mg/ml como fuente de antigeno. En un tubo de
centrifuga eppendorf de 1,5 ml de capacidad se afiadieron 100 pl de la suspension de
hemocitos y 100 pl de la solucién final de levaduras, se resuspendio suavemente la

mezcla y luego se centrifugd brevemente a 1 000 x g por 5 minutos.

Las muestras centrifugadas se incubaron por un periodo de 20 a 24 horas a 8°C,
para que ocurra la fagocitosis. Luego de este periodo se descartaron 100 ul del
sobrenadante y al precipitado celular se le afiadié 100 ul de azul tripano 0,4%. Se
resuspendid con una pipeta Pasteur y finalmente se tomé una alicuota de 10 pl para
hacer el contaje en un hemocitdmetro por microscopio de luz a una magnificacion de
400X. Para determinar el numero de fagocitos se contaron 100 células viables por
cada muestra y se establecié una relacion porcentual de fagocitos en la muestra
analizada. Se consideraron fagocitos, los hemocitos que contenian en el interior de su

citoplasma al menos una levadura visible.

Lisozima

El protocolo empleado para evaluar la actividad de lisozima en la glandula

digestiva de Lima scabra fue propuesto inicialmente por Mc Henery et al. (1979),
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modificado para la especie en estudio, el cual se basa en la lisis de la pared celular de
Micrococcus lysodeikticus (sustrato de lisozima), empleando lisoplacas de agarosa.
Para la preparacion de los geles se utilizd: buffer fosfato de potasio (KH,PO,) 67
mmol/l pH 6,0; agarosa Sigma (tipo I1) al 1%, cloruro de sodio (NaCl) 0,1% y
Micrococcus lysodeikticus a 0,4 mg/ml; todos los reactivos de Sigma Chemical Co.
Se afadieron los reactivos en el buffer fosfato pH 6,0 y bajo agitacién constante se
disolvieron por calentamiento hasta que la mezcla se hizo homogénea y comenzé a
ebullir. Se dejé enfriar la mezcla hasta 45°C aproximadamente, se colocaron
volimenes de 8 ml en placas de Petri plasticas (5 cm de diametro), se dej6 solidificar
y se guardaron a 4°C hasta su posterior uso. Cada placa se perford simétricamente en
cuatro puntos diferentes, y cada orificio fue de aproximadamente de 5 mm de

diametro.

A un grupo de 6 bivalvos por cada tratamiento se le extrajo la glandula
digestiva para los ensayos de lisozima, seguidamente se pesé y homogenizo en buffer
fosfato 100 mmol/l pH 6,24 a 4°C, en una relacion 1:8 masa de tejido/volumen de
buffer extraccion. EI homogenizado resultante se centrifugd a 1 250 x g por 10
minutos y el sobrenadante obtenido fue empleado como fuente inmediata de
lisozimas. Un volumen equivalente a 40 ul del extracto de lisozima se colocé en cada
orificio de la placa, por réplica. Las lisoplacas fueron incubadas a temperatura
ambiente por 48 horas, periodo en el cual se hicieron claramente visibles los halos de
inhibicidn correspondientes a la lisis de la pared bacterial por accién de la lisozima.
Los diametros de los halos de inhibicion de la lisis fueron medidos con una regla (con
divisiones en mm) y se compararon con los producidos por la lisozima estandar de
clara de huevo de gallina (HEL), utilizando un analisis de regresion lineal propuesto
por Goven et al. (1994), segln la siguiente ecuacion: HEL pg/ml = Antilogyp [a+b

(diametro en mm) x 1 000.
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Parametros bioquimicos

Preparacion de los extractos enzimaticos

La glandula digestiva, branquia y musculo del organismo experimental Lima
scabra se homogenizaron de 0-4 °C, a una relacion 1:4 masa de tejido/volumen de
buffer extraccion. El buffer de extraccion para las preparaciones enzimaticas estuvo
compuesto de Tris-HCI 20 mmol/I (hidroxymetilamina) a pH 7,6 conteniendo: EDTA
(&cido etilendiamino-tetracetato) 1 mmol/l, DDT (ditiotreitol) 1 mmol/l, sucrosa 500
mmol/l, KCI (cloruro de potasio) 150 mmol/l, justo antes de la homogenizacion se le
afiadieron 10 pl de PMSF (acido metil-fenil sulfoxido) 100 mmol/I diluido en alcohol
isopropilico). EI homogenizado resultante fue centrifugado inicialmente a 1 100 x ¢
por 10 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada. El sobrenadante obtenido fue
nuevamente centrifugado a 2 200 x g durante 20 minutos. Del sobrenadante final se

tomaron 2 ml que se utilizaron como fuente de enzimas.

Andlisis enzimaticos

Las actividades méaximas de las enzimas antioxidantes se determinaron en un
espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de
temperatura controlada a 25 £ 1 °C. Los ensayos enzimaticos se realizaron por
triplicado en un volimen final de la mezcla de 1 ml. Los resultados fueron expresados
en actividad especifica (U/g.m.h.), donde U es la cantidad de enzima necesaria para

catalizar 1 micromol de sustrato en un minuto.
Superoxido dismutasa (SOD, EC 1.1.15.1). La actividad enzimética se

determind mediante la utilizacion de un Kit Bioxytech SOD-525; el cual esta basado

en la medicién del incremento de la tasa de autooxidacion de 5,5,6% 11b- tetrahidro-
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3,9,10-trihidrobenzol[c] fluoreno (TTF), mediado por la SOD en solucién acuosa
alcalina para producir un cromégeno con un maximo de absorbancia de 525 nm. Para
medir la actividad se le afiadio a la cubeta experimental 900 ul de buffer, 40 pl de
extracto enzimatico, 30 pl de 1-metil-2-vinilpiridinium trifluorometanosulfonato en
HCI, mezclado e incubado a 37 °C por 1 minuto. Luego se agregd 30 ul TTF y se
agitd nuevamente. Posteriormente se midio en el cambio absorbancia 525 nm por 2
minutos. La actividad de SOD es definida como la actividad que dobla la tasa de
autoxidacion del blanco control (Vs/VVc=2). La relacion entre el cociente Vs/Vc y la
actividad de SOD es descrita por la siguiente ecuacion:  Vs/Ve= 1 + [SOD]/ a x
[SOD] + B. Donde: Vs= tasa del contenido de SOD en la muestra; Vc= promedio de
las muestras blancos (SOD=0); o= coeficiente experimental y B = coeficiente de

unidades en SOD-525.

Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6). La actividad fue determinada por el descenso de
la concentracion de perdxido de hidrogeno (H,0>) a una longitud de onda de 240 nm
(Coeficiente de extincién 40 mmol I cm™). Mezcla de incubacion: buffer fosfato
KH;PO4/K,HPO,4 50 mmol/l pH 7,5 y H,0, 500 mmol/l. A la cubeta experimental
(de cuarzo) se le agreg6 970 ul de buffer fosfato y 20 ul del extracto enzimatico, se
mezcld rapidamente y se midio la absorbancia por 90 segundos para establecer una

linea base. Para dar inicio a la reaccion se afiadié 10 pl de H,O».

Glutationa peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9). La actividad se determind siguiendo
el cambio de extincion a una longitud de onda de 340 nm (Coeficiente de extincion
6,2 mmol I cm™), acoplando la produccién de glutationa oxidada a la actividad de
glutationa reductasa comercial. Mezcla de incubacién: KH,PO,/K,HPO, a 100
mmol/l pH 7,5; glutationa reducida (GSH) 67 mmol/l; azida de sodio (NaN3) 2
mmo/l; glutationa reductasa (GR) comercial 1U; nicotinamida adenina dinucleotido
fosfato reducido (NADPH) 1,6 mmol/l; peroxido de hidrogeno (H,O3) 30 mmol/l. A
la cubeta experimental se le agreg6: 800 pl de buffer fosfato, 25 ul de NaN3, 10 ul de
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GR, 50 pl de NADPH y 20 ul de H,0, Se mezclé rapidamente y se midid la
absorbancia de la actividad enddgena durante 90 segundos para establecer la linea

base. Para dar inicio a la reaccion se afiadieron 50 pl del extracto y 50 pl de GSH.

Glutationa reductasa (GR, EC 1.6.4.2). La actividad fue medida siguiendo el
descenso de la absorbancia de la oxidacién del NADPH a una longitud de onda de
340 nm (Coeficiente de extincion 6,2 mmol I* cm™). Mezcla de incubacion:
KH,PO4/K;HPO,4 a 100 mmol/l pH 7,5; nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) 1,6 mmol/l; glutationa oxidada (GSSG) 34 mmol/l. A la cubeta
experimental se le afiadio: 790 pl de buffer fosfato, 60 pl de NADPH y 50 pul del
extracto enzimatico. Se mezclo rapidamente y se cuantificé la absorbancia por 90
segundos para establecer la linea base. Para dar inicio a la reaccion se le agregd 100
pl de GSSG.

Glutationa-S-Transferasa (GST, EC 2.5.1.18). La actividad enzimatica se
determind siguiendo el descenso de la concentracion del complejo formado entre
GSH y -1-cloro- 2,4- dinitrobenceno (CDNB), a una longitud de onda de 340 nm
(Coeficiente de extincion 9,6 mmol 1! cm™). La mezcla de incubacién consistié de
890ul de Na,PHO, buffer fosfato de sodio (Na,PHO,4) 100 mmol/l pH 6,5; 10 pl
CDNB 25 mmol/l diluido en etanol y 50 pl del extracto enzimatico. Se mezclo
rdpidamente para establecer la linea base. La reaccién se inicié por la adicion de 50 pl
de GSH.

Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos fue estimada por el método de analisis de sustancias
reactivas del 4acido tiobarbitirico (TBARS), el cual se fundamenta en la
cuantificacion colorimétrica de uno de los principales productos de la peroxidacion de
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lipidos, el malondialdehido (MDA), siguiendo el protocolo estandarizado para
bivalvos propuesto por Livingstone et al. (1990). Para ello 0,2 g de cada uno de los
tejidos (glandula digestiva, muasculo y branquias), se homogenizaron en 2 ml de
buffer fosfato de potasio 100 mmol/l pH 7,5, y fueron centrifugados a 2 200 x g por
15 minutos. Del sobrenadante resultante fueron tomadas 250 ul y se colocaron en
bafio de agua a 37°C por 15 minutos, al terminar el tiempo los mismos fueron
retirados del bafio de agua y fueron colocados en bafio de hielo, adicionando a cada
tubo 250 pl de solucion cromdgena contentiva de acido tricloroacético 12,5%, acido
clorhidrico 1 mol/l para detener la reaccién , luego a cada tubo se le afiadié 500 pl
acido tiobarbiturico al 1%, se agitaron los tubos y se colocaron en bafio de agua a
90°C con agitacion constante por 10 minutos. Posteriormente fueron retirados del
bafio de agua y colocados nuevamente en bafio de hielo para ser enfriados y luego ser
centrifugados a 1 500 x g por 10 minutos a 4°C; el sobrenadante final se transfiri6 a la
celda del espectrofotdmetro para su medicion a 532 nm, con un blanco constituido
por todos los reactivos a excepcion del extracto. La concentracié de MDA se calculo
usando un coeficiente de extincion de 1,56 x 10° mmol I* cm™. Los resultados son

expresados en nmol de MDA por mg de proteinas.

Proteinas totales

La cuantificacion de proteinas se realizo siguiendo la metodologia propuesta

por Lowry et al. (1951), usando como estandar albumina de suero bovino.

Andlisis estadisticos

Los parametros citologicos e inmunoldgicos (contaje, viabilidad celular,

actividad de lisozimas y fagocitosis,) y parametros bioquimicos (enzimas y lipidos
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peroxidados), fueron analizados por un ANOVA de dos vias con una prueba a
posteriori de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1982).
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RESULTADOS

Parametros citoldgicos

Contaje celular y viabilidad celular

El ndmero total de hemocitos vario significativamente en los organismos
expuestos a las diferentes concentraciones a la fraccion acuosa de lubricantes usados
de motores de vehiculos (FALUMV) y dias de exposicion (Fs.= 3,11y Fsq= 15,51;
p<0,05 para ambos). La figura 1 refleja un aumento en el nimero total de células
sanguineas en los organismos expuestos a la concentracion de 0,01% y 0,1% en
contraste a los organismos no tratados durante la primera semana de exposicion;
contrariamente fue observado un descenso en el nimero total de células a la mayor
concentracion de exposicion. Los organismos expuestos a FALUMV durante 13 dias
mostraron una reduccion evidente en el nimero de células totales a todas las

concentraciones de exposicion.

El porcentaje de viabilidad de hemocitos en los organismos expuestos a
FALUMYV en comparacion a sus respectivos controles no presentaron diferencias
significativas entre las concentraciones y los periodos de exposicion (Fs.=0,64 y
Fsq=1,31; p>0,05 para ambos factores), observandose un rango de 88-97% de células
viables (Fig. 2). A pesar, de no encontrarse diferencias, los menores valores fueron
presentados a la concentracion més alta durante los 7 dias de exposicion, y en las

concentraciones media y alta durante los 13 dias de exposicion.
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Figura 1. Contaje total de células en la hemolinfa de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01,
0,1y 1% de FALUMV durante 7 y 13 dias. Las barras representan las medias y la
tendencia de la desviacion estandar.
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Figura 2. Viabilidad celular en la hemolinfa de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1y
1% de FALUMYV durante 7 y 13 dias. Las barras representan las medias y la
tendencia de la desviacion estandar.
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Parametros inmunoldgicos

Fagocitosis y actividad de lisozima

El porcentaje de fagocitosis en organismos no expuestos y expuestos a
FALUMYV se muestra en la figura 3. EI nimero total de fagocitos en los organismos
expuestos presentaré diferencias significativas a las crecientes concentraciones de
FALUMYV (Fs.=2,66; p<0,05). Se observé un incremento de celulas fagociticas con
respecto sus controles, tanto entre concentraciones como entre los dias de exposicion
(Fsc= 6,61; p<0,05 y Fsq=9,22; p<0,05 para ambos factores). La figura 4 durante los
7 dias a la concentracion de 0,01%, con una considerable disminucion a la
concentracion mas alta durante los 13 dias de exposicidn. No se evidencio interaccion
entre los tratamientos. En contraste, la actividad de lisozima en la glandula digestiva
mostré diferencias significativas entre los organismos sometidos a la mezcla de
xenobidticos muestra un aumento en la actividad de lisozima en los organismos
expuestos a las concentraciones de 0,1 y 1% en el periodo agudo (7 dias). Sin
embargo, se encontraron valores similares a los basales en organismos expuestos

durante el periodo mas largo de exposicion.

Actividad enzimatica

Superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD en la glandula digestiva no mostr6 diferencias
significativas entre las concentraciones a las cuales fueron expuestos los organismos
(Fs=1,62; p>0,05) y los periodos de exposicion (Fs= 0,51; p>0,05) (Fig. 5A). La
actividad de SOD en el musculo aductor mostro diferencias significativas entre las

concentraciones a las cuales fueron expuestos los organismos (Fs= 2,94; p<0,05), sin

19



O7 dias M13 dias
250 ~

200 +

150 +

100 +

% de Fagocitosis

50 ~

control 0,01 0,1 1

Concentracion (%)

Figura 3. Porcentaje de fagocitos (%) en la hemolinfa de L. scabra (n=6) expuesto a
0,01, 0,1y 1% de FALUMYV durante 7 y 13 dias. Las barras representan las medias y
la tendencia de la desviacion estandar.

O7dias m13dias

1008 -
1007 -
1006 -
1005 -
1004 -
1003 -
1002 -
1001 -
1000 -
999 -

ug/mi

control 0,01 0,1 1

Concentracion (%)

Figura 4. Actividad de lisozima (ug/ml) en la glandula digestiva de L. scabra (n=6)
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de FALUMYV durante 7 y 13 dias. Las barras representan
las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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embargo no se evidenciaron diferencias entre los dias de exposicion a FALUMV (Fs=
2,1; p>0,05), presentando un patron similar de incremento de su actividad durante los
dos periodos. Las actividades mas altas fueron registradas en los organismos
expuestos a los 7 y 13 dias a la concentracion de 0,01% y 0,1 %, con una evidente
disminucion, hasta niveles similares a los basales, a la concentracion de 1%, en

ambos periodos de exposicion (Fig. 5B).

La actividad de SOD en las branquias vario significativamente por efecto de
las concentraciones (Fs=11,71; p<0,05). Sin embargo, su actividad present6 similitud
entre los dias de exposicién a FALUMV (Fs=0,08; p>0,05). La actividad de SOD en
este organo exhibio incrementos proporcionales en relacion a las dosis, similarmente
en los dos periodos de exposicion, encontrandose los valores mas altos en los

organismos expuestos a la concentracion de 1% (Fig. 5C).

Catalasa (CAT)

En la glandula digestiva, la actividad de CAT no mostré diferencias
significativas entre las concentraciones (Fs= 0,53; p>0,05) ni en el periodo de
exposicion a FALUMYV (Fs= 0,56; p>0,05) (Fig. 6A).

En el masculo aductor, la CAT mostrd un ligero incremento en su actividad en
los organismos expuestos a 0,01 % (145,93 + 65,52 umoles/g.m.h), presentado una
reduccidn significativa a las concentraciones de 0,1 y 1 % durante la primera semana
de exposicién a FALUMV, siendo el efecto mayormente marcado a la concentracion
de 1%. En contraste, los organismos expuestos durante 13 dias mostraron una
recuperacion de la actividad a la mediana y alta concentracion subletal,
evidencidndose actividades mas elevadas en contraste al periodo corto de exposicion
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Figura 5. Actividad maxima de superoxido dismutasa en la glandula digestiva,
musculo y branquia de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de FALUMV
durante 7 y 13 ias. (A) glandula, (B), musculo, (C) branquia.

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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Figura 6. Actividad maxima de catalasa en la glandula digestiva (A), muasculo (B) y
branquia (C) de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de FALUMV durante 7 y
13 dias. (A) glandula, (B) masculo, (C) branquia

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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(Fig. 6B). La actividad de CAT en branquias (Fig. 6C) no mostrd diferencias
significativas entre las concentraciones a las cuales fueron expuestas los organismos
(Fs=1,52; p>0,05) y de los periodos de exposicion a FALUMYV (Fs= 2,93; p>0,05).

A pesar de los resultados es notable un ligero incremento en la actividad

promedio de CAT a la concentracién mas elevada del periodo corto de exposicion.

Glutationa peroxidasa (GPx).

La actividad de GPx en la glandula digestiva mostr6 una variacién en relacion a
las dosis (Fs= 4,72; p<0,05) y del tiempo de exposicibn a FALUMV (Fs=
159,85; p<0,05). Durante la primera semana de exposicion no se evidenciaron
modificaciones en actividad de esta enzima, sin embargo en los organismos expuestos
a los 13 dias fue visualizada una elevada actividad de GPx en todos los grupos

experimentales (Fig. 7A).

En el muasculo, la actividad de GPx no fue afectada por las concentraciones
utilizadas en el bioensayo (Fs= 2,52; p>0,05). Sin embargo, cuando se compara
individualmente por tratamientos, se puede observadar un aumento sustancial de la
actividad a la concentracion de 1% de FALUMYV en el periodo de exposicion mas
largo (Fs= 31,90; p<0,05) (Fig. 7B).

En las branquias, la actividad de GPx mostrd diferencias significativas entre los
organismos expuestos a las concentraciones experimentales (Fs= 4,28; p<0,05) y
entre los dos periodos de exposicion a FALUMYV (Fs= 24,61; p<0,05). Un incremento
exacerbado de su actividad fue registrada a la concentracion intermedia de 0,1 %
durante los 13 dias de exposicién (497,35 + 331,19 umoles/g.m.h) (Fig. 7C).
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Glutationa reductasa (GR)

La actividad de GR de la glandula digestiva en los organismos expuestos no
mostrd diferencias significativas entre las concentraciones de FALUMV (Fs= 0,82;
p> p>0,05; dias y Fs= 0,55; p>0,05). Sin embargo, el efecto de interaccion entre los
tratamientos fue observado a la mayor concentracion de 1% (907,34 + 298,79

umoles/g.m.h) durante los 13 dias de exposicion (Fig. 8A).

En el mdsculo, la actividad de GR manifestd diferencias entre las
concentraciones (Fs= 58,60; p<0,05), pero no entre los dias de exposicion a
FALUMV (Fs= 0,07; p>0,05). Se observo incrementos de la actividad a las
concentraciones de 0,1% y 1 %, respectivamente con respecto al control, durante los

dos periodos de exposicion (Fig. 8B).

En las branquias, la actividad de GR mostrd los mayores promedios a las
concentraciones de 0,1 y 1 % durante el periodo corto de exposicion (Fs= 3,20;
p<0,05). Mientras que a los 13 dias, solo a la concentracion de 0,1 % mostro
incremento en su actividad, observandose valores similares a los controles en las
concentraciones de 0,01 y 1 % (Fs= 2,45; p>0,05) (Fig. 8C).

Glutationa-S-transferasa (GST)

En la glandula digestiva y musculo aductor, la actividad de GST no presento
diferencias significativas entre las concentraciones a las cuales fueron expuestos los
representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar. organismos (Fsgd=
1,74; p>0,05/ Fsm= 0,07; p>0,05) ni en los periodos de exposiciébn a FALUMV
(Fsgd= 1,96; p>0,05/ Fsm= 2,25; p>0,05) (Fig. 9A y 9B).

Sin embargo, la actividad de GST en la branquia mostré un incremento en la

concentraciones de 0,01 y 0,1 % de la mezcla de xenobioticos (Fs= 29,09; p<0,05).
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Figura 7. Actividad méaxima de glutationa peroxidasa en la glandula digestiva,
musculo y branquias de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de FALUMV
durante 7 y 13 dias. (A) glandula, (B), masculo, (C) branquia.

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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Figura 8. Actividad méaxima de glutationa reductasa en la gldndula digestiva, musculo
y branquia de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1y 1% de FALUMYV durante 7y 13
dias.(A) glandula, (B) masculo, (C) branquia.

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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Figura 9. Actividad méxima de glutationa-S- transferasa en la glandula digestiva, muasculo y branquia de
L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de FALUMYV durante 7 y 13 dias. (A) glandula, (B) musculo,

(C) branquia.

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.
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Por el contrario, los valores en la concentracion de FALUMYV mas alta se mantuvieron similares al
control. La actividad de esta enzima presenté el mismo patron en los dos periodos de exposicion
(Fs=0,02; p>0,05) (Fig.9C).

Peroxidacion de lipidos (MDA)

En la glandula digestiva, los niveles de MDA en los organismos expuestos a las distintas dosis no
mostraron variaciones significativas con respecto a los organismos no expuestos (Fs=1,93; p>0,05) y se
observaron comportamientos similares en ambos periodos de exposicion (Fs= 9,04; p<0,05) (Fig. 10A).

Los niveles de MDA en el musculo mostraron un incremento significativo en organismos
expuestos a la concentracion mas alta (1%) en el periodo més largo de

exposicion (Fs= 2,62; p<0,05) (Fig. 10B). En branquias, los niveles de MDA mostraron
diferencias significativas entre las concentraciones a las cuales fueron expuestos los organismos (Fs=
7,16; p<0,05) y del periodo de exposicion a FALUMYV (Fs= 12,27; p<0,05). Se observé una disminucion

de los niveles de MDA en los organismos expuestos a los 7 y 13 dias.
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Figura 10. Niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/mg de proteina) en la glandula, musculo y
branquia de L. scabra (n=6) expuesto a 0,01, 0,1y 1% de FALUMYV durante 7 y 13 dias. (A) glandula,
(B) musculo (C) branquia

Las barras representan las medias y la tendencia de la desviacion estandar.

DISCUSION

Los ensayos citoldgicos e inmunoldgicos revelaron alteraciones en las principales lineas de
defensa innatas de L. scabra expuesto a distintas concentraciones de una fraccion acuosa de lubricantes
usados de motores de vehiculos (FALUMYV). El aumento en el nimero total de células mostrado a las
concentraciones mas bajas, en el periodo agudo de exposicién, pudiera sugerir la activacion de

mecanismos de respuesta celular a nivel sanguineo, los mismos preparan fisiolégicamente al organismos
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para contrarrestar una posible situacion de estrés quimico. De forma indirecta, esta condicidén podria
estimular a drganos hematopoyéticos para incrementar la produccion de células sanguineas. En
contraste, la posterior disminucion en el namero total de hemocitos, a concentraciones elevadas de
FALUMV, deja mostrar la concentracion minima y necesaria para inducir un efecto inmunosupresor

durante el periodo de exposicion cronico, haciéndose mas pronunciado a largo plazo.

La presencia de xenobioticos altamente tdxicos en la FALUMYV, en especial hidrocarburos
aromaticos y metales pesados, podria estar vinculada con la reduccion drastica de la cantidad de
hemocitos en organismos expuestos a 13 dias, trayendo como consecuencia efectos negativos en las
funciones del sistema inmunoldgico, incluyendo fagocitosis. La FALUMYV, utilizada en este
experimento, contiene una mezcla de xenobidticos organicos e inorganicos potencialmente tdxicos
(ATSRD, 1997; Nusetti et al., 2005), los cuales pueden ser metabolizados mediante el ciclo redox
celular, resultando en un incremento de las especies reactivas del oxigeno (EROSs) u otros radicales
libres (Di Giulio et al., 1995; Zapata, 2001; Nusetti et al., 2004).

La reducida viabilidad celular y actividad fagocitica mostrada en organismos expuestos a las
concentraciones elevadas, durante el periodo crénico, puede indicar el inicio de la toxicidad a largo
plazo, relacionado por la toxicidad directa de los xenobidticos que ingresan o su posterior metabolismo.
En adiccion, suponemos que la reduccién en las defensas inmunoldgicas en organismos tratados podria
estar asociada con cambios en la composicion relativa hemocitos y/o fagocitos o a modificaciones
moleculares en la capacidad de reconocer materiales extrafios a traves de mecanismos inmunes
mediados por células (Zapata-Vivenes et al., 2005). Resultados similares han sido reportados en el
mejillén azul Mytilus galloprovincialis colectado en ambientes contaminados por hidrocarburos clorados
y metales pesados (Pipe et al., 1992).

La fagocitosis es normalmente activada por estimulos antigénicos tales como bacterias y otros
agentes opsonisados, siendo un proceso sensible a metales pesados y otros contaminantes en organismos
de distintas taxas (Goven et al., 1994; Nusetti et al., 1998; Fournier et al., 2002; Sauvé et al., 2002). Sin
embargo, se ha conocido que la exposicion aguda y/o cronica a sustancias organicas (PAHSs, bifeniles
policlorados, metales pesados, entre otros), ejercen efectos detrimentales sobre la capacidad fagocitica

(Fournier et al., 2002; Sauvé et al., 2002) y el numero total de hemocitos (Sami et al., 1992).. Algunos
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trabajos como los realizados por Goven et al., 1994, han reportados alteraciones en la capacidad
fagocitica de los hemocitos expuestos a bifeniles clorados en Lumbricus terrestris. Adicionalmente,
Marcano et al., 1997 y Zapata-Vivenes et al., 2005 reportaron una disminucién de la actividad fagocitica
de E. complanata expuesto a cobre.

El incremento de la actividad de lisozima en la glandula digestiva de L. scabra expuesta a corto
plazo a FALUMYV deja mostrar un mecanismo de compensacion humoral que permite incrementar las
defensas bioquimicas frente antigenos externos. Esté mecanismo de proteccion, cuando algunos
parametros inmune-celulares se encuentra suprimidos, ha sido descrito otros invertebrados marinos, tal
es el caso del poliqueto Eurythoe complanata (Marcano et al., 1997; Zapata-Vivenes et al., 2005). Es
conocido que lisozima es una enzima antimicrobiana la cual actGa sobre las uniones de los
peptidoglicanos de la pared de ciertas bacterias y hongos, funcionando asi como un componente innato
que protege al organismo de bacterias en el ambiente y controla la flora simbidtica natural (Mc Henery
etal., 1979; Goven et al., 1994).

El incremento de la actividad de las enzimas SOD y CAT en masculo y branquias de L. scabra
expuesta a FALUMYV sugiere una situacion de incremento en la produccion de oxiradicales,
presumiblemente con aniones superoxidos y perdxidos, asociados con el metabolismo oxidativo y
biotransformacién de sustancias xenobidticas contentiva en FALUMYV. Estas respuestas a nivel
enzimatico refleja la capacidad de defensa que poseen SOD y CAT frente a la presencia de EROs. Se
conoce que estas dos enzimas actuando sinérgicamente remueven con gran eficacia a oxiradicales; SOD
dismuta a el anion superdxido (O27) a peroxido de hidrogeno (H,O,) y a su vez, CAT descompone al
H,0, en agua y oxigeno. Tales enzimas estan localizadas en todos los compartimientos celulares
susceptibles a estrés oxidativo (Wiston y Di Giulio, 1991; Fridovish, 1998).

Numerosas investigaciones han demostrado la activacion del sistema de defensa antioxidante,
especialmente SOD y CAT, en organismos contaminados con distintos xenobidticos organicos e
inorgénicos. En tal contexto, Cheung et al. (2001) reportaron la induccion de las enzimas SOD y CAT
en la branquias y glandula digestiva de Perna viridis expuesto a hidrocarburos aromaticos policiclicos
durante 30 dias. Manduzio et al. (2004) reportaron el incremento de la actividad de SOD en la branquia

del mejillén Mytilus edulis colectado en &reas contaminadas por xenobidticos. Porte et al. (1991) y
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Niyogi et al. (2001) reportaron la induccién de la actividad de CAT en la glandula digestiva de Mytilus

galloprovincialis y en la ostra Saccostrea cuculata, respectivamente.

La sobreproduccion de peroxidos, a nivel celular, en organismos expuestos a la FALUMV es
comprobada por la actividad incrementada de GPx en los distintos 6rganos evaluados. Tal sintesis se
encuentra directamente relacionada con el metabolismo y biotransformacion de xenobidticos. GPx es
una Se-enzima localizada en el citosol y en la membrana mitocondrial interna, la misma reduce
eficientemente a los perdxidos de lipidos a expensas de glutationa reducida como sustrato reductor (Di
Giulio et al., 1995; Nusetti y Zapata, 2005). El incremento de la actividad de GPx viene dada para llevar
los niveles de perdxidos hasta concentraciones fisiologicamente aceptables y asi evitar dafios oxidativos
en los tejidos. Su actividad es influenciada por los niveles de GSH vy la actividad de GR (Manduzio et
al., 2004).

La incrementada actividad de GR en organismos expuestos refleja el papel crucial de esta enzima
en la proteccion celular antioxidante, y su rol en el manteniendo los niveles de glutationa reducida
(GSH) a concentraciones adecuadas para actuar como barredor de EROs (Di Giulio et al., 1995; Doyotte
et al., 1997). GR contribuye al mantenimiento del balance GSSG-GSH (Doyotte et al., 1997), jugando
un papel importante junto a GPx, en la proteccion contra dafios oxidativos (Sies, 1999). Diversas
publicaciones sugieren su utilizacion de GPx y GR como marcadores de estrés oxidativo: Gomez (1998)
reportdé el aumento de la actividad de estas enzimas en la glandula digestiva del bivalvo L. scabra
expuesto a cobre; metal de transicion asociado con la induccion de estrés oxidativo mediante reaccion de
Fenton (Fridovick, 2001). Cheung et al.(2001) y Cheung et al. (2004) han reportado variaciones en la
actividad de GPx en distintos 6rganos de P. viridis expuesto a benzo[a]pireno y aroclor 1254. Torres et
al. (2002), mostraron un incremento en la actividad de GR en la glandula digestiva de Mytela

guayanensis provenientes de mangles contaminados.

La elevada actividad GST encontrada en las branquias de organismos expuestos a las
concentraciones de 0,01 y 0,1 % de FALUMYV confirma la captacion y subsiguiente eliminacion de los
compuestos xenobidticos presentes en la mezcla. GST estd encargada de controlar la toxicidad de
metabolitos electrofilicos derivados de la biotransformacion de xenobidticos organicos y sustancias de

desechos fisioldgicos, los cuales son conjugados a GSH (Di Giulio et al., 1995). Estos complejos
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organicos se hacen mas solubles y facilmente excretables. La actividad de GST mayormente es
detectada en el citosol y en la fraccion microsomal y son susceptibles a ser inducidas por exposicion a
sustancias prooxidantes ( Damien et al., 2004; Manduzio et al., 2004). El incremento de la actividad de
esta enzima en presencia de contaminantes, en especial hidrocarburos, bifeniles clorados y pesticidas
clorados, ha sido comdnmente reportado en mitilidos (Cheung et al. 2001; Cheung et al. 2002;
Manduzio et al. 2004).

El aumento de los niveles de malondialdehido (MDA) en el muasculo aductor registrado en
organismos expuestos a FALUMV, a pesar de las actividades de GPX y GR, puede estar relacionado
con la sobreproduccion de EROs que podria estar desbalanciando al sistema de enzimas antioxidantes,
especificamente CAT. Cuando se contrasta las magnitudes de las actividades maximas de todas las
enzimas en el musculo se observan gque son relativamente baja en comparacion a la glandula digestiva y
branquias. Posiblemente su trabajo netamente anaerdbico, motivan respuestas antioxidantes menos
eficientes bajo condiciones aerdbicas. Contrariamente, los niveles de MDA en las branquias de L.
scabra expuesto a FALUMYV fue bajo, indicando que a pesar de que la mezcla contaminante esta
constituida de sustancias altamente oxidantes, el sistema de defensa antioxidante fue altamente efectivo
contra la produccion de oxiradicales, inducidos o0 no por xenobidticos, evitando asi niveles elevados de
peroxidacion de los lipidos de membrana. Los niveles de MDA van a depender de las enzimas

antioxidantes, las mismas pueden variar entre érganos, concentracion y tiempo de exposicion.

En este trabajo se evidencia la sensibilidad de los respuestas inmunoldgicas y antioxidantes-
enzimaticas como marcadores ideales para determinar niveles de toxicidad de contaminantes usando a L.
scabra. En sintesis, los parametros determinados tanto en hemolinfa como en los distintos érganos del
bivalvo L. scabra demuestran su sensibilidad como biomarcadores en presencia de dosis subletales de
mezclas de xenobioticos, y sugieren su posible uso para estimar ambientes impactados por

contaminacion quimica.
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CONCLUSION

La exposicion del bivalvo L. scabra a concentraciones subletales de FALUMV reflejé alteraciones
en las respuestas inmunolégicas y bioquimicas, inducidas por accion directa de la mezcla de

xenobi6ticos o los posibles agentes prooxidantes que resultan de su metabolizacion de los contaminante.
El sistema de defensa antioxidante fue altamente efectivo en la glandula digestiva y branquias de
L. scabra, mecanismos de defensa inducibles en presencia de altas concentraciones de EROs; mientras
que en el musculo, los niveles de MDA reflejaron una condicion de dafio oxidativo.
La sensibilidad de los biomarcadores, tanto inmunoldgicos como sistema de defensa antioxidantes

evaluados, en L. scabra siguieren ser eficaces sefiales en presencia de mezclas de xenobidticos,

marcando diferencias significativas en el tiempo de exposicion y dosis de los contaminantes.
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APENDICES

Apéndice 1. Andlisis de varianza para el ndmero total de células (NUmerocél/ml) en la hemolinfa del bivalvo L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas

cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 9,4392 3 3,1464 3,11 0,0373
Dias 1,56986 1 1,56986 15,51 0,0003

Interacciones

Concentracion-dias 2,24837 3 7,49457 7,40 0,0005

Residuos 3,94761 39 1,01221

Total (corregido) 9,24279 46

Apéndice 2. Andlisis de varianza para la viabilidad celular (%) en la hemolinfa del bivalvo L. scabra expuesto a 0,01, 0,1 y
1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas cuadraticas, Gl:
grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 80,5452 3 26,8484 0,64 0,5960
Dias 55,0711 1 55,0711 1,31 0,2601
Interacciones

Concentracién-dias 101,464 3 33,8213 0,80 0,5004
Residuos 164491 39 42,1771

Total (corregido) 1903,28 46

Apéndice 3. Analisis de varianza para la actividad fagocitica en la hemolinfa de L. scabra expuesto a 0,01, 0,1y 1% de la
fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de
libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales
Concentracion 7726,93 3 2575,64 2,66 0,0474

Dias 1467,74 1 1467,74 152 0,3060
Interacciones
Concentracion-dias

Residuos 2905,53 3 968,51

Total (corregido) 12100,2 7

Apéndice 4. Analisis de varianza para la actividad de lisozima (Ug/ml) en la glandula del bivalvo L. scabra expuesto a 0,01,
0,1y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas cuadraticas, Gl:
grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 0,004734 3 0,001578 6,61 0,0010
Dias 0,00220142 1 0,00220142 9,22 0,0043
Interacciones

Concentracién-dias 0,00202078 3 0,000673593 2,82 0,0514
Residuos 0,00931256 39 0,000238783

Total (corregido) 0,0183361 46

Apéndice 5. Analisis de varianza de la actividad maxima de superéxido dismutasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:
sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 11,6272 3 3,87573 1,62 0,2007
Dias 1,22415 1 1,22415 0,51 0,4786
Interacciones

Concentracién-dias 4,96856 3 1,65619 0,69 0,5620
Residuos 88,386 37 2,38881

Total (corregido) 106,996 44

Apéndice 6. Analisis de varianza de la actividad maxima de superoxido dismutasa (U/g.m.h) en el masculo de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, GI: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 14,346 3 4,78202 2,94 0,0458
Dias 12,008 1 3,18561 2,01 0,9963
Interacciones

Concentracion-dias 0,110144 3 0,0367146 0,09 0,9953
Residuos 60,2088 37 1,62705

Total (corregido) 74,9688 44

Apéndice 7. Analisis de varianza de la actividad maxima de superdxido dismutasa (U/g.m.h) en la branquia de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, GI: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 189,561 3 63,187 17,71 10,0001
Dias 0,0294294 1 0,0294294 0,08 0,9415
Interacciones

Concentracion-dias 0,148891 3 0,0496302 0,01 0,9988
Residuos 199,674 37 5,39659

Total (corregido) 393,011 44

Apéndice 8. Andlisis de varianza de la actividad maxima de glutationa peroxidasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:
sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales
Concentracion 168440,0 3 56146,8 4,72 0,0069

Dias 1,90063 1 1,90063 159,85 0,0000

Interacciones
Concentracién-dias 105390,0 3 35130,2 2,95 0,0450

Residuos 439946,0 37 11890,4

Total (corregido) 2,500626 44

Apéndice 9. Andlisis de varianza de la actividad maxima de glutationa peroxidasa (U/g.m.h) en el mdsculo de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, GI: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

47



Efectos principales

Concentracion 30495,4 3 10165,1 2,52 0,0732
Dias 128907,0 1 128907,0 31,90 0,0000
Interacciones

Concentracion-dias 23488,9 3 7829,63 1,94 0,1404
Residuos 149513,0 37 4040,89

Total (corregido) 314623,0 44

Apéndice 10. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa peroxidasa (U/g.m.h) en la branquia de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas

cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 2524240 3 84141,3 4,28 0,0109
Dias 484210,0 1 484210,0 24,61 0,0000
Interacciones

Concentracion-dias 2501070,0 3 83369,0 4,24 0,0114
Residuos 727947,0 37 19674,2

Total (corregido) 1,757266 44

Apéndice 11. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:

sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 36695,1 1 36695,1 0,82 0,3713
Dias 74137,4 3 247125 0,55 0,6502
Interacciones

Concentracion-dias ~ 6847510,0 3 228250,0 510 0,0047
Residuos 1,65746 37 44796,3

Total (corregido) 2,413086 44

Apéndice 12. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en el masculo de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

Concentracion 2,939996 3 979995,0 58,60 0,0000
Dias 1167.,64 1 1167.64 0,07 0,7931
Interacciones

Concentracion-dias 5237,37 3 1745,79 0,10 0,9570
Residuos 618764,0 37 16723,3

Total (corregido) 3,573826 44

Apéndice 13. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en la branquia de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién

Sc

Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 2,270096 3 756696,0 3,20 0,0342
Dias 579674,0 1 579674,0 2,45 0,1257
Interacciones

Concentracion-dias ~ 743827,0 3 24792,0 1,05 0,3821
Residuos 8,739376 37 236199,0

Total (corregido) 1,235217 44

Apéndice 14. Analisis de varianza de la actividad méaxima de glutationa-s-transferasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccidn acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:

sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

Concentracion 1,019946 3 339981,0 1,74 0,1762
Dias 382772,0 1 382772,0 1,96 0,1702
Interacciones

Concentraciéon-dias 601013,0 3 200338,0 1,02 0,3932
Residuos 7,239576 37 195664,0

Total (corregido)  9,240866 44

Apéndice 15. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa-S-transferasa (U/g.m.h) en muasculo de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc

Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 145736,0 3 48578,6 2,25 0,0992
Dias 1488,31 1 1488,31 0,07 0,7946
Interacciones

Concentracion-dias 270,546 3 90,182 0,01 0,9996
Residuos 800438,0 37 21633,5

Total (corregido) 948529,0 44

Apéndice 16. Analisis de varianza de la actividad maxima de glutationa-S-transferasa (U/g.m.h) en la branquia de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 2,270976 3 756989,0 29,09 0,0000
Dias 413,731 1 413,731 0,02 0,9003
Interacciones

Concentracion-dias  3448,33 3 1149,44 0,04 0,9875
Residuos 9622904,0 37 26024,4

Total (corregido)  3,25936 44

Apéndice 17. Analisis de varianza de la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas
cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 187550,0 3 62516,7 0,53 0,6677
Dias 67120,4 1 67120,4 0,56 0,4575
Interacciones

Concentracion-dias 1,252426 3 417472,0 3,51  0,0246
Residuos 4,404966 37 119053,0

Total (corregido) 5896526 44

Apéndice 18. Analisis de varianza de la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en el musculo de L. scabra expuesto a 0,01,
0,1y 1% de la fraccidn acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas cuadréticas, Gl:

grados de libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 38159,7 3 12719,9 9,61 0,0001
Dias 143,874 1 143,874 0,11 0,7435
Interacciones

Concentracion-dias ~ 15066,2 3 5022,05 3,79 0,0181
Residuos 48972,8 37 1323,59

Total (corregido) 107388,0 44

Apéndice 19. Analisis de varianza de la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en la branquia de L. scabra expuesto a 0,01,
0,1y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc: sumas cuadraticas, Gl:
grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P
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Efectos principales

Concentracion 7379,38 3 2459,79 1,52 0,2261
Dias 4744,04 1 4744,04 2,93 0,0955
Interacciones

Concentracion-dias 5423,96 3 1807,99 1,12 0,3553
Residuos 59982,2 37 1621,14

Total (corregido) 79177,3 44

Apéndice 20. Analisis de varianza de los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/mg proteina) en la glandula
digestiva de L. scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante
7y 13 dias. Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 0,0462832 3 0,0154277 1,93  0,1419
Dias 0,0723067 1 0,0723067 9,04  0,0047
Interacciones

Concentracion-dias ~ 0,0192831 3 0,00642772 0,80 0,4999
Residuos 0,295992 37 0,00799978

Total (corregido)  0,441366 44

Apéndice 21. Analisis de varianza de los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/mg proteina) en el misculo de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccidn acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:
sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

53



Efectos principales

Concentracion 0,0319438 3 0,0106479 2,62 0,0448
Dias 0,0081923 1 0,0081923 2,02 0,1637
Interacciones

Concentracion-dias 0,0312301 3 0,01041 2,57 0,0692
Residuos 0,150108 37 0,00405697

Total (corregido) 0,215905 44

Apéndice 22. Analisis de varianza de los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/mg proteina) en la branquia de L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccidn acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. Sc:
sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad

Fuente de variacién Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

Concentracion 0,0418468 3 0,0139489 7,16 0,0007
Dias 0,0238907 1 0,0238907 12,27  0,0012
Interacciones

Concentracion-dias 0,00261971 3 0,000873235 0,45 0,7198
Residuos 0,0720399 37 0,00194702

Total (corregido) 0,140744 44

Apéndice 23. Contraste multiple de rango para el nimero total de células (NUmero cél/ml) en la hemolinfa del bivalvo L.
scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccidn acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias.

PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
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1 10 185156,0 32471,3

0,1 12 257083,0 29043,2
0,01 13 278854,0 27986,7
Control 12 315851,0 29455,2

13 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacidn estandar y GH: grupos homogéneos.

Apéndice 24,
Contraste multiple de
rango para la
viabilidad celular (%)
en la hemolinfa del
bivalvo L. scabra
expuesto a 0,01, 0,1 y
1% de la fraccion
acuosa de lubricantes
usados de motores de
vehiculos durante 7 vy

Apéndice 25.

Método PR X DE GH
(Dosis)
1 10 89,2917 2,09606
Control 12 92,2429 1,90136
0,1 12 92,25 1,87477
0,01 13 92,8929 1,80657

Contraste multiple
de rango para la
actividad fagocitica
(%) en la hemolinfa
de L. scabra
expuesto a 0,01,
01 y 1% de la
fracciéon acuosa de
lubricantes usados
de motores de
vehiculos durante 7

porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

y 13 dias. PR:

Método PR X DE GH Apéndice 26
(Dosis) Contraste madltiple
de rango para la

1 2 60,32 22,0058 actividad de
lisozima  (Ug/ml)

0.1 2 995 22.0057 en la gléndula del
' ’ ' bivalvo L. scabra

expuesto a 0,01,

Control 2 100,0 22.0058 01 y 1% de la
fraccion acuosa de

0,01 2 148,0 28,7458 lubricantes usados

de motores de
vehiculos durante 7
y 13 dias PR:

porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 12 10,0229 0,00452406 ‘

0,01 13 10,0274 0,0429852 ‘
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1 10 10,0379 0,00408731

0,1 12 10,0487 0,00446079

Apéndice 217.
Contraste madltiple
de rango de Ila
actividad maxima
de superéxido

dismutasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L. scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes
usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH:

grupos homogeéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 11 1,34997 0,467947

1 10 1,44716 0,498833

0,01 12 2,0445 0,44617

0,1 12 2,61343 0,44617

Apéndice 28.
Contraste  madltiple
de rango de la
actividad maxima

de superoxido
dismutasa
(U/g.m.h) en

muisculo de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes
usados de motores

de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 11 0,763231 0,386194

1 10 0,819797 0,386194

0,1 12 1,8266 0,368222

0,01 12 2,01286 0,368222 \

Apéndice 29.
Contraste multiple
de rango de Ia
actividad maxima
de superoxido

dismutasa
(Ulg.m.h) en la
branquia de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes
usados de motores

de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 11 0,35131 0,70334

0,01 12 0,513331 0,670609
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0,1

12 2,75966 0

10 5,65186 0

,670609

, 149463

Apéndice 30.
Contraste multiple
de rango de Ia
actividad méaxima
de glutationa

peroxidasa

(U/g.m.h) en la glandula digestiva de L. scabra expuesto a 0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos

homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

0,1 12 209,029 31,4781

0,01 12 332,703 31,4781

Control 11 350,412 33,0145

1 10 358,011 35,1936

Apéndice 31.
Contraste  madltiple
de rango de la
actividad maxima
de glutationa

peroxidasa
(U/g.m.h) en el
masculo de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa

de lubricantes
usados de motores
de vehiculos

durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
0,1 12 61,825 18,3505
0,01 12 91,7312 18,3505
Control 11 123,586 19,2462
1 10 125,396 20,5165

Apéndice 32.
Contraste  madltiple
de rango de Ia
actividad maxima
de glutationa

peroxidasa
(Ulg.m.h) en la
branquia de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes
usados de motores

de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

0,01 12 86,5018 40,491

1 10 107,703 45,2703

Control 11 157,679 42,4673 ‘
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0,1 12 275,935 40,491

Apéndice 33.

Contraste madltiple
de rango de la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L. scabra expuesto a 0,01, 0,1
y 1% de la fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x:

media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH Apéndi ”
. péndice .
(Dosis) Contraste multiple
de rango de Ia
0,1 12 566,039 61,0985 actividad maxima
de glutationa
Control 11 630,742 64,0806 reductasa (L/g.m. )
en el masculo de L.
scabra expuesto a
0,01 12 642,93 61,0985 001 01 v 19 de
la fraccion acuosa
1 10 679,386 68,3102 de lubricantes
usados de motores
de vehiculos
durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estdndar y GH: grupos homogéneos.
Método PR X DE GH
(Dosis) Apendice 35.
Contraste multiple
de rango de 1la
0,01 12 157,329 37,3311 actividaélJ maxima
de glutationa
Control 11 199,826 39,1532 reductasa (U/g.m.h)
en la branquia de L.
scabra expuesto a
1 10 673,75 41,7375 0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
0,1 12 703,862 37,3311 de lubricantes
usados de motores
de vehiculos
durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estdndar y GH: grupos homogéneos.
Método PR X DE GH Apéndice 36
(Dosis) Contraste madltiple
de rango de la
Contl’0| 11 396,366 147,145 actividad maxima
de glutationa-S-
0,01 12 473,978 140,297 transferasa
(U/gm.h) en la
glandula digestiva
1 10 606,039 156,857 de L scabra
expuesto a 0,01,
0,1 12 969,659 140,297 01 y 1% de la

fraccién acuosa de

lubricantes usados
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de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos

homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

1 10 984,123 142,764

0,1 12 1205,64 127,692

0,01 12 1221,0 127,692

Control 11 1430,57 133,925

Apéndice 37.
Contraste madltiple
de rango de la
actividad maxima
de glutationa-S-

transferasa
(Ulg.m.h) en el
muisculo de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes
usados de motores

de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

0,1 12 548,958 42,4593

1 10 639,048 47,4709

Control 11 660,124 44,5316

0,01 12 699,499 42,4593

Apéndice 38.
Contraste multiple
de rango de la
actividad maxima
de glutationa-S-

transferasa
(Ulg.m.h) en la
branquia de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa

de lubricantes
usados de motores
de vehiculos

durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
Control 11 682,771 48,8423
1 10 860,839 52,0661
0,1 12 1086,18 46,5693
0,01 12 1274,33 46,5693 \
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Apéndice 39.

Contraste multiple de rango de la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva de L. scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de la fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de

recuento, X: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
Control 11 795,266 96,0259
0,01 12 801,35 99,6046
0,1 12 868,4 99,6046
1 10 963,081 111,364
PR: porcentaje de recuento, X:
media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos
Método PR X DE GH
(Dosis)
1 10 47,2398 11,742
0,1 12 77,7856 10,5023
Control 11 90,2842 11,0149
0,01 12 129,781 10,5023 \

PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

0,1 12 28,7611 11,263

0,01 12 36,35 11,623

Control 11 54,325 12,1904

1 10 60,8556 12,995

Apéndice 40.
Contraste maultiple
de rango de la
actividad maxima
de catalasa
(U/g.m.h) en
musculo de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa

de lubricantes
usados de motores
de vehiculos

durante 7 y 13 dias.

Apéndice 41,
Contraste multiple
de rango de la
actividad maxima
de catalasa
(Ulg.m.h) en la
branquia de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa

de lubricantes
usados de motores
de vehiculos

durante 7 y 13 dias.

Apéndice 42.
Contraste  madltiple
de rango para los

niveles de

malondialdehido
(nmoles de
MDA/mg de

proteina) en la
glandula digestiva
de L. scabra
expuesto a 0,01,
01 y 1% de la

fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media,

DE: desviacion estandar y GH: grupos
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homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

0,1 12 0,148456 0,0288671

1 10 0,152909 0,0288671

0,01 12 0,160622 0,0258195

Control 11 0,22303 0,0270798

usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR:

porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogeéneos.
Método PR X DE GH
(Dosis)

0,1 12 0,0774599 0,018387

Control 11 0,128966 0,018387

0,01 12 0,138122 0,0205573

1 10 0,142777 0,018387

Apéndice 43.
Contraste madltiple
de rango para los
niveles de

malondialdehido
(nmoles de MDA/
mg de proteina) en
el masculo de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes

Apéndice 44,
Contraste multiple
de rango para los
niveles de

malondialdehido
(nmoles de MDA/
mg de proteina) en
la branquia de L.
scabra expuesto a
0,01, 0,1 y 1% de
la fraccion acuosa
de lubricantes
usados de motores

de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estdndar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

1 10 0,0466933 0,0142413

0,1 12 0,062714 0,0127378

0,01 12 0,0860714 0,0127378

Control 11 0,130079 0,0133895

Apéndice 45,
Contraste multiple
de rango para el
nimero total de
células  (NUmero
cél/ml) en la

hemolinfa del
bivalvo L. scabra
expuesto a

concentraciones
subletales de una
fraccién acuosa de

lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién

estdndar y GH: grupos homogéneos.

Método
(Dosis)

PR

X

DE

GH
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13 dias 21 200578,0 22261,2 |

7 dias 26 317879,0 19789,6 |

Apéndice 46. Contraste maltiple de rango para la viabilidad celular (%) en la hemolinfa del bivalvo L. scabra expuesto a
concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR:
porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 2 90,5708 1,43698

7 dias 26 92,7679 1,27744

Apéndice 47. Contraste multiple de rango para la actividad fagocitica (%) en la hemolinfa del bivalvo L. scabra expuesto a
concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR:
porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogeéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 4 88,41 15,5604

7 dias 4 115,5 15,5604

Apéndice 48. Contraste multiple de rango para la actividad de lisozima (Ug/ml) en la glandula digestiva del bivalvo L. scabra
expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13
dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 21 10,0273 0,00341913

13 dias 26 10,0412 0,0030395 |

Apéndice 49. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de superdxido dismutasa (U/g.m.h) en la glandula
digestiva del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos
homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
7 dias 24 1,69723 0,31549
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13 dias 21 2,0303 0,341983

Apéndice 50. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de superdxido dismutasa (U/g.m.h) en el masculo del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 1,35472 0,282237

7 dias 24 1,35652 0,260372

Apéndice 51. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de superoxido dismutasa (U/g.m.h) en la branquia del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 2,29319 0,474192

13 dias 21 2,34489 0,514012

Apéndice 52. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de superéxido dismutasa (U/g.m.h) en la glandula
digestiva del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos
homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 105,027 22,2584 |
13 dias 21 520,05 24,1275 |

Apéndice 53. Contraste maltiple de rango para la actividad méaxima de glutationa peroxidasa (U/g.m.h) en el muasculo del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccidon acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 46,5932 12,9758 |
13 dias 21 154,678 14,0654 |
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Apéndice 54. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa peroxidasa (U/g.m.h) en la branquia del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fracciéon acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 52,2151 28,6315 |
13 dias 21 261,694 31,0358 |

Apéndice 55. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en la glandula
digestiva del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos
homogéneos

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 600,941 43,2032

13 dias 21 658,608 46,8311

Apéndice 56. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en el masculo del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 428,548 26,3971

13 dias 21 438,835 28,6138

Apéndice 57. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa reductasa (U/g.m.h) en la branquia del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de

vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 496,91 107,536

7 dias 24 726,111 99,205

Apéndice 58. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa-S-transferasa (U/g.m.h) en la glandula
digestiva del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de
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motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos
homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 1117,21 90,2921

13 dias 21 1303,46 97,8743

Apéndice 59. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa-S-transferasa (U/g.m.h) en el musculo del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 631,1 32,5444

7 dias 24 642,714 30,0232

Apéndice 60. . Contraste multiple de rango para la actividad maxima de glutationa-S-transferasa (U/g.m.h) en la branquia del
bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 972,968 35,6947

7 dias 24 979,091 32,9295

Apéndice 61. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en la glandula digestiva del bivalvo
L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccién acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos
durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 818,028 76,3455

7 dias 24 896,02 70,4311 ‘

Apéndice 62. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de catalasa (U/g.m.ﬂ) en el masculo del bivalvo L. scabra
expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7 y 13
dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)
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7 dias 24 84,4806 7,42628

13 dias 21 88,0915 8,04989

Apéndice 63. Contraste multiple de rango para la actividad maxima de catalasa (U/g.m.h) en la branquia del bivalvo L.
scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos durante 7
y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 34,7056 8,90889

7 dias 24 55,4403 8,21873

Apéndice 64. Contraste multiple de rango para los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/ mg de proteina) en la
glandula digestiva del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados
de motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos
homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 0,132098 0,0197903 |

7 dias 24 0,213047 0,0182526 |

Apéndice 65. Contraste multiple de rango para los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/ mg de proteina) en musculo
del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

7 dias 24 0,108207 0,0130016

13 dias 21 0,135455 0,0140934

Apéndice 66. Contraste multiple de rango para los niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/ mg de proteina) en la
branquia del bivalvo L. scabra expuesto a concentraciones subletales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos durante 7 y 13 dias. PR: porcentaje de recuento, x: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos

homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

13 dias 21 818,028 76,3455 |

7 dias 24 896,02 70,4311 |
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea
BIOLOGIA
CIENCIAS BIOQUIMICA

ECOTOXICOLOGIA

Resumen (abstract):

Se evaluaron los pardmetros citologicos (contaje y viabilidad celular), las respuestas inmunoldgicas
(fagocitosis y lisozima) en la hemolinfa y glandula digestiva de Lima scabra, actividades maximas de
las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) glutationa peroxidasa (GPx), glutationa
reductasa (GR), glutationa-S-transferasa (GST) y niveles de malondialdehido (MDA) como indicador de
dafio oxidativo en glandula digestiva, masculo y branquia de Lima scabra, después de ser expuestos a
concentraciones subletales (0,01; 0,1 y 1 %) de una fraccion acuosa de usado de motores de vehiculos
(FALUMV) durante 7 (periodo agudo) y 13 dias (periodo cronico). Los resultados mostraron diferencias
significativas en el contaje celular, actividad fagocitica y actividad de lisozima en ambos periodos de
exposicion a FALUMV. La actividad de SOD vario significativamente en el musculo y branquia; la
actividad de GPx aument6 significativamente en la glandula, muasculo y branquia en el periodo cronico;
la actividad de GR vario significativamente en musculo y branquia en ambos periodos de exposicion; la
actividad se GST vario significativamente en la branquia en ambos periodos de exposicién y la actividad
de CAT vario significativamente en el musculo. Los niveles de MDA disminuyeron significativamente
en la glandula digestiva y branquia; mientras que en el musculo incrementaron los niveles en el periodo
cronico a la mayor concentracion. EI aumento en las actividades de las enzimas antioxidantes (SOD,
GPx, GR, GST, CAT) en los diferentes érganos, indica que se desencadenaron mecanismos de respuesta
compensatorios ante el desarrollo de alteraciones en los sistemas en el organismo, asociado con la
produccion de (EROs). El descenso en los niveles de MDA en la glandula digestiva y branquia indican
que la activacion de los mecanismos antioxidantes fueron suficientes para contrarrestar el efecto del
contaminante sobre las membranas celulares en ambos tejidos; mientras que el incremento en los niveles
de MDA en el musculo indica que los mecanismos activados no fueron suficientes para contrarrestar el
efecto del contaminante sobre las membranas celulares. En sintesis, los parametros inmunolégicos y
bioquimicos determinados en L. scabra demuestran su sensibilidad como marcadores bioldgicos en
presencia de dosis subletales de mezclas de xenobidticos, y sugieren su posible uso para estimar
ambientes impactados por contaminacién quimica.
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