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RESUMEN

Se evaluo la presencia de proteinas enlazadoras de cadmio en tejidos del tunicado
Ascidia nigra. Los organismos fueron colectados en la localidad de Guayacan, Edo.
Sucre y llevados al Centro de Investigaciones Ecologicas de Guayacan (CIEG) para
su aclimatacion, posteriormente se determino la presencia de cadmio en 5 ejemplares
de A. nigra para tener una linea basal del metal, para ello se les disecto
hepatopancreas, musculo, sistema digestivo tinica y branquias, para luego ser
tratados con HNO; y ser leidos en absorcion atémica, de igual manera después del
periodo de aclimatacién se determiné el LCs, utilizando el método Probit, del cadmio
para esta especie resultando ser de 0,2 mg/L. Se realizé un bioensayo agudo de 7 dias
para inducir la presencia de proteinas enlazadoras de metal, exponiendo los animales
al LCsy encontrado. Los ejemplares (4 org) a exponer, fueron colocados en acuarios
de 5 1 de capacidad, utilizando el mismo patrén para los ejemplares controles. El agua
y el metal fueron renovados diariamente, la temperatura promedio fue de 30 + 2 °C,
salinidad 36°/o0, fotoperiodo 12/12. Después de haber transcurrido los 7 dias de
exposicion fueron congelados, para posteriormente ser trasladados, al laboratorio de
Ecotoxicologia del Instituto Oceanografico de Venezuela, donde se separaron en
tinica y tejido blando (constituido por hepatopancreas, musculo, sistema digestivo y
branquias), se homogenizaron para la caracterizacion parcial de las proteinas
enlazadoras del metal siguiendo la metodologia propuesta por Wallace y col. (2000).
2 mg de la Fracciéon citoplasmatica (FC) fueron colocadas en una columna G-75
previamente equilibrada y calibrada con masas moleculares conocidas. La columna
fue excluida a una velocidad de 2 ml/60 min y las fracciones fueron analizadas a 280
nm y grupos sulfhidrilos a 412 nm. Las fracciones eluidas se les determin6 el
contenido de cadmio, cobre y zinc por espectrofotometria de absorcién atémica a 361
nm y a las que contenian cadmio, se les estimd el peso molecular. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion demostraron que A. nigra proveniente del
ambiente natural, es capaz de bioacumular Cd en sus tejidos, tal como se observé en
el tejido branquial que present6 la mayor concentracién con un valor promedio de
20,5+ 22,27 mg/L. En cuanto a la incorporacion de cadmio a la fraccién
citoplasmatica (FC) en los organismos expuestos se encontré que la tinica arrojé un
valor de 0,852 pg/g, mientras que en el tejido blando fue de 1,320 pg/g a diferencia
de los controles que presentaron 0,157 pg/g y 0,316 ng/g para tunica y en el tejido
blando respectivamente. Se determiné que el cadmio se enlaza a una proteina con una
masa molecular menor que la del Citocromo C, aproximadamente de 6 a 2 kDa en FC
de tejido blando, por otra parte en la tlinica se reportd una proteina similar,
aproximadamente 14 kDa y otra de alta masa molecular, aproximadamente 74 kDa,
que enlaz6 metal de igual manera. Los resultados demuestran la presencia de una
proteina rica en grupos sulfhidrilos que enlaza metal y se encuentra tanto en tejido
blando como en la tinica y la cual se sugiere que pueda ser una metalotionina,
mientras que la otra no presenta grupos sulfhidrilos y por su alto peso molecular
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podria ser otra clase de ligando. Debido al poco porcentaje de incorporaciéon de Cd en
la FC durante este estudio y la alta mortalidad que presentan los organismos bajo
condiciones controladas, se puede sefialar que la especie Ascidia nigra no es un
organismos ideal para estudios en condiciones de laboratorio
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INTRODUCCION

La Ascidia nigra es un tunicado, solitario, sésil y filtrador, que se alimenta del
plancton, perteneciente a la familia Ascidiidae, clase Ascidiaceae, es un organismo
que se localiza ampliamente en el Mar Caribe (Fernandez, 2007, Van Name, 1945),
en Venezuela, particularmente en el Golfo de Cariaco (Arredondo, 2002). El tunicado
solitario negro, A. nigra es una especie notable que se distingue de otros organismos
incrustantes, como las esponjas porque su cuerpo es de color negro azulado marrén-
negro con textura de cuero (Goodbody, 1962; Voss, 1980; Kaplan, 1988; Da Rocha y
col., 1999). Ademas este grupo de organismos presentan una importancia filogenética
en comparacion con otros invertebrados, ya que se ubican en un grupo aparte llamado
urochordata, por compartir caracteristicas filogenéticas con los vertebrados, por otro
lado, en algunas partes del mundo, como en China resulta ser de importancia
alimenticia (Hickman y col., 1995).

Se ha demostrado que algunos miembros de la familia Ascidiidae son
organismos de facil manejo bajo condiciones de confinamiento por su capacidad de
adaptacion, tal es el caso de Ciona intestinalis que ha sido utilizada para llevar a cabo
bioensayos de toxicidad bajo condiciones de controladas con bastante éxito (Bellas y
col., 2001; Bellas y col., 2004). Estos autores evaluaron el efecto de diversos metales
sobre el desarrollo de diferentes etapas de la especie. Erk y col. (2005), estudiaron la
acumulacion de cadmio en C. intestinales sometiendo al organismo a dosis subletales
de dicho metal, obteniendo que la mayor acumulacion se encontr6 en la tunica.

Pyura vittata también es otra especie que ha sido exitosa en ensayos de
toxicidad. Arredondo (2002) determin6 que la bioacumulacién de cobre trae como
consecuencia alteraciones celulares sugiriendo que las células hialinas presentan la
mayor defensa contra la toxicidad de dicho metal. para esta misma especie también se
encontraron influencias significativas en la poblacion celular celémica al exponer

dicho organismo a metales como el zinc y el cadmio, presentando cierta variacién en



la proporcion celular por la exposicion a dichos metales (Benitez, 2007;
Rodriguez, 2007).

Rodriguez (2007) estudio la bioacumulacion del zinc en tdnica,
hepatopancreas, musculo y branquias de P. vittata a una dosis subletal y demostro
que la tnica presenté mayor acumulacién, mientras que Benitez (2007) demostr6 que
a diferencia del trabajo realizado por Rodriguez (2007) este metal se acumula
principalmente en el tejido hepatopancreas.

Otros miembros de esta familia no han sido utilizados para llevar a cabo
ensayos de toxicidad, tal es el caso de Ascidia nigra, que a pesar de que se tienen
amplios conocimientos sobre su biologia (Bermudez y Grimaldi, 1975; Noriega,
1982), morfologia y distribucion (Bermtdez y Grimaldi, 1975) y su posicién
filogenética, no son abundantes la investigaciones en el uso de esta especie en el area
de toxicologia.

Las alteraciones causadas por los metales pesados en organismos marinos
dependen de la biodisponibilidad de estos elementos y la capacidad de ser
incorporados en los diferentes compartimientos de los mismos. La incorporacién de
metales tiene como primera linea de defensa una respuesta celular, sin embargo una
vez superada esta barrera es capaz de ser incorporado en los diferentes tejidos y
enlazarse a proteinas de varios pesos moleculares alterando su funcién (Arredondo,
2002; Lemus, 2004).

Diversos estudios sobre enlazamiento de metales pesados a proteinas
demuestran que existen gran variedad de ellas que enlazan de manera especifica o de
forma inespecifica a los metales, por lo que se han encontrado proteinas de varios
masas moleculares (Marcano y col., 1996) (Bustamante y col., 2006). Existen
diferentes proteinas inducidas por metales pesados en organismos acudticos, entre
ellas se encuentra la sintesis de polipéptidos de alto peso molecular. A estas proteinas
se les han denominado “proteinas enlazadoras de metales” entre las cuales se
incluyen las proteinas reportadas en Mytilus edulis (> 20-25 kDa; Roesjadi, 1986),
Saccostrea cuccullata (> 60 kDa; Web y col., 1985), Crassostrea virginica y C. gigas



(20-70 kDa; Siewicki y col., 1983), Carcinus maenas (27 kDa; Rainbow y Scott,
1979), Eurythoe complanata (60kDa; Marcano y col., 1996), y las mas estudiadas son
las llamadas metalotioninas proteinas de bajo peso molecular enlazadoras de metal
(Reyes, 1999).-

Entre las proteinas que enlazan metal las que presentan mayor descripcion en la
literatura son las metalotioninas y se han considerado como un excelente biomarcador
de toxicidad, particularmente a lo que se refiere a metales pesados como cadmio,
cobre y mercurio. Un biomarcador no es mas que respuestas biolégicas a un quimico
0 quimicos que dan una medida cuantificable o no de la exposicién y en algunos
casos también el efecto toxico (Walkers y col., 1996). Otra definiciéon mas reciente, es
que los biomarcadores son una medida a nivel molecular, bioquimico o celular, tanto
en poblaciones naturales provenientes de habitats contaminados, como en organismos
expuestos experimentalmente a contaminantes, indicando que el organismo ha estado
expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta del organismo al
contaminante (Cajaraville, 2003).

El término “Metalotioneina” fue introducido por Margoshes y Vallee (1957)
por primera vez, para designar a proteinas ricas en azufre que contenian Cd, Zn, Cu, y
provenian del cortex renal del caballo, dichas proteinas estan presentes en todos los
organismos vivos y constituyen una superfamilia de proteinas intracelulares capaces
de unir metales de transicion y metales pesados (Lopez, 2007). La induccion de esta
proteina en el organismo, es debido, a una activacion trasncripcional de los genes por
iones metalicos los cuales se unen a un receptor y este a su vez estimula la
transcripcion de las metalotioninas por interaccion directa con las secuencias de
control contenido en el ADN nuclear (Brambila y Gonzélez, 1993).

Las metalotioninas se caracterizan por tener bajo peso molecular (6 - 12 kDa),
alto contenido metalico, composicion caracteristica de aminoacidos (alto contenido
de cisteina, ausencia de histidina y de aminoacidos aromaticos), secuencia unica de

aminoacidos, con una distribucion caracteristica de los residuos de cisteina en la



forma Cys - X - Cys, y caracteristicas espectroscOpicas propias de uniones
mercaptido (azufre - metal).

En un principio se consider6 que la presencia de estas proteinas estaba
relacionada con un mecanismo de destoxificacion del cadmio acumulado en el tejido
renal de estos animales, sin embargo mads tarde se demostr6 su papel en la
homeostasis de los metales bioesenciales (Antén, 2002; Kang, 2006). Las
metalotioninas han recibido este nombre debido a su capacidad de union de metales y
su abundancia de grupos sulfidrilos provenientes de los aminoacidos cisteina
(Brambila y Lozano, 2000).

En mamiferos, se han descrito cuatro isoformas de las MTs (numeradas del I al
IV). La MT-I y la MT-II se expresan en casi todos los tejidos del organismo siendo
particularmente importante su presencia en érganos parenquimatosos como el higado,
rifién, intestino, testiculos, pulmén, corazén y cerebro. Estudios in vitro han mostrado
que estas proteinas son sintetizadas en respuesta a una gran variedad de estimulos
fisiol6gicos y quimicos, tales como: hormonas, citocinas, especies reactivas de
oxigeno, metales y de manera importante por estrés. Recientemente se han
relacionado con procesos de estrés inflamatorio, especialmente durante una respuesta
de fase aguda, aunque su funcién en estos procesos atin esta por definir (Lopez,
2007).

La induccién de metalotioninas en condiciones de laboratorio esta bien
documentada (Lemus, 2004; Amiard y col., 2005; Benedicto, 2005, Erk y col., 2005;
Hardiviller y col., 2006), sin embargo el incremento de esta proteina esta sujeta a
variaciones fisiologicas y ambientales que deben ser consideradas para que pueda
representar un biomarcador (Amiard y col., 2005). Los estudios ecotoxicologicos
ameritan realizar evaluaciones basales de los niveles de esta proteina en campo para
de esta manera poder establecer si la misma puede alterar su concentracion durante la
exposicién a un toxico.

En la mayoria de los trabajos conocidos para inducir respuestas, ya sean

celulares o bioquimicas, en las ascidias se han utilizado metales como cobre y



cadmio, este ultimo se ha caracterizado por su alta toxicidad a dosis muy bajas
(Benitez, 2007).

El cadmio (Cd), es un metal no esencial y es uno de los mayores agentes
toxicos asociado a contaminacion ambiental e industrial, pues posee las
caracteristicas mas temidas de un téxico, como los efectos adversos para el hombre y
el medio que lo rodea: bioacumulacion, persistencia en el ambiente, “viaja” a grandes
distancias con el viento y en los cursos de agua. El cadmio se obtiene como
subproducto del tratamiento metaldrgico del zinc y del plomo, a partir de sulfuro de
cadmio; en el proceso hay formacion de 6xido de cadmio, compuesto muy téxico.
Usos en la metalurgia y su larga vida media no permiten el reciclaje, por lo que se
acumula progresivamente en el ambiente. El cadmio es un elemento relativamente
raro en la litosfera. Por afinidad quimica, se encuentra junto al zinc, en proporcion
muy variable (Ramirez, 2002).

El cadmio se utiliza para evitar la corrosion, como pigmento, constituyente de
baterias, y en la fabricacién de algunos pléasticos. El cadmio se encuentra
directamente debajo del zinc en la tabla periddica y se comporta quimicamente como
este. El zinc es un oligoelemento esencial, el cadmio puede sustituir al zinc y causar
procesos metabdlicos que acarrean enfermedades y pueden causar hasta la muerte
(Manahan, 2002).

El cadmio, al igual que los otros metales pesados, induce estrés oxidativo, su
efecto estd relacionado con la inhibicién parcial de la cadena transportadora de
electrones, especificamente a nivel del complejo III en el sitio de uniéon de la
semiubiquinona, afectando la transferencia de electrones; la semiubiquinona, es
conocida porque transfiere un electréon al oxigeno molecular para formar el anién
superoxido, esto explica el efecto oxidativo inducido por este metal en las células
(Salazar-Lugo, 2009). El cadmio es mas toxico que el cobre, ya que el valor limite
legal en organismos acuaticos es 1 ppm, valores superiores son considerados
altamente toxicos (Viarengo y Nott, 1992), y en agua el valor para los compuestos

que lo contienen es de 0,02 mg/l como promedio mensual (Lu, 2000). Ademas, la



concentracion de cadmio en el agua varia ampliamente, las mas altas se han
observado en rios y zonas costeras, que reciben aguas contaminadas por industrias
electronicas y metaltdrgicas (Lopez, 1994; Rand y col., 1995).

El cadmio es absorbido por el tracto gastrointestinal. Uno de los mecanismos
que existe para su absorcién activa en el intestino delgado es a través de la accién de
proteinas de de calcio baja masa molecular, designadas como CaBP. El cadmio se
excreta del cuerpo tanto por la orina como por las heces. Los mecanismos de
excresion de cadmio no son muy conocidos. El cadmio es un veneno acumulativo
biolégico con una vida media estimada en cerca de 20 a 30 afios en los seres
humanos. Alrededor de la mitad de la carga corporal de cadmio se encuentra en el
higado y los rifiones (Manahan, 2002).

Una de las vias principales por las cuales entra este metal al organismo en los
mamiferos es por la inhalaciéon. En Venezuela se cuenta actualmente con empresas
tales como talleres de mecanica, latoneria y pintura, recuperacion de chatarras, entre
otras. Estas generalmente se encuentran en zonas con alta densidad poblacional y sin
ningtin control de higiene y seguridad laboral, siendo esto un peligro de
contaminacion. En Maracaibo estado Zulia se conoce de un caso de contaminacion
por cadmio en madres y nifios recién nacidos en el 2005, en donde los niveles estaban
por encima de los legales y sugerian regular la exposicién a fuentes antropogénicas
por este metal (Marcano y col., 2005), ya que el riesgo de que estas personas
presentaran enfermedades graves es muy grande.

Los estudios de las proteinas enlazadoras de metal en invertebrados son muy
numerosos y se han asociado a una gran cantidad de funciones fisiolégicas, como
barredores de radicales libres (Kang, 2006) y enlazamiento de metales toxicos en
ambientes contaminados. Sin embargo, la caracterizacién total de estas proteinas esta
restringida a un menor numero de organismos. En el caso de la especie A. nigra los
estudios sobre estas proteinas son pocos o nulos. Por lo que es necesario el
conocimiento sobre proteinas enlazadoras de cadmio en el tunicado A. nigra y si estas

pertenecen al grupo de las metalotioninas o si existen otras proteinas que enlazan el



metal. Para ello se realizaron ensayos agudos con A. nigra en condiciones de
laboratorio, asi como también se estudio su capacidad de acumular el Cd, ademas de

darle respaldo a su importancia como bioindicador.



METODOLOGIA

Material Biologico

Los ejemplares de A. nigra se colectaron en la localidad de Guayacan,
Peninsula de Araya, Estado, Sucre, Venezuela (Fig. 1), por buceo autébnomo a una
profundidad comprendida entre 4 y 8 metros. Luego los ejemplares fueron
trasladados al laboratorio del Centro de Investigacion Ecoldgicas de Guayacan
(CIEG) en cavas de anime con agua de mar y aireacion; se aclimataron por una
semana en acuarios de 30 L de capacidad debidamente aireados, y una vez culminado
este periodo, fueron llevados al laboratorio de Ecotoxicologia del Instituto
Oceanografico de Venezuela para la realizacion de los analisis de toxicidad y

caracterizacion de proteinas.
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Figura. 1. Ubicacioén de la zona de colecta del tunicado Ascidia nigra



Determinacion de cadmio en tejidos blandos A. nigra en ambiente natural

Para determinar la distribucion de cadmio en los tejidos de A. nigra obtenidos
del ambiente natural, se tomaron 5 organismos, a los cuales se les disect6 tdnica,
hepatopancreas, musculo, sistema digestivo y branquias.

Los tejidos fueron colocados en envases plasticos con HNO; al 30% marca
Merck por 24 h, a temperatura ambiente durante la noche, posteriormente se
colocaron a 60°C durante 3 h la ttnica y el resto de las muestras en 40 min para
completar la digestion. Posteriormente las muestras fueron filtradas con papel
Wharman No 42 hasta un volumen total de 25 ml con agua deshionizada con 10-18
mQ.cm. y seguidamente fue determinada la concentracién de cadmio como se
describe posteriormente.

Todas las muestras organicas fueron tratadas de acuerdo al procedimiento EPA
(1976). El cadmio fue cuantificado en un espectrofotometro de absorcion atémica
Perkin Elmer Optima (modelo 5300 DV) a 351 nm, con una sensibilidad de 165-782
nm, con un limite de deteccion para Cd entre 0,1 a 1 ppb, que va desde luz UV hasta
luz visible, calibrado con estandares marca Accustandard del metal con rango desde
0,25 a 4,00 ppm. La concentracion fue referida en base al peso hiimedo y cada

muestra fue leida por duplicado.

Bioensayo de toxicidad

Determinacion de la concentracion letal media (L.Csp)
Para llevar a cabo la determinacién del limite de tolerancia media a 96 h, se

siguio la metodologia APHA (1985). Para ello se utilizaron cinco dosis de cadmio
0,075 mg/L. a 750 mg/L. (Reish, 1980), preparadas a partir de cloruro de cadmio
CdCl; en acuarios de 5 L de capacidad y colocando 6 organismos; estos ensayos se
realizaron por duplicado. El metal se mezclé con el agua de mar filtrada durante 20

min, para luego colocar los organismos.



Durante el tiempo de exposicién se evalu6 la conducta y sobrevivencia,
tomandose como muertas aquellas ascidias que no respondian a la estimulacién
mecanica de los sifones.

Para el calculo de la concentracion letal media (LCsy) se emple6 el programa
desarrollado por Stephan (1971) Método Probit. De acuerdo a los resultados
obtenidos de la prueba, se realizé la seleccion de la dosis subletal media,
considerando la maxima concentracion que garantice la sobrevivencia de los
organismos durante el periodo de exposicién y al mismo tiempo garantice la
expresion o induccion de proteinas tal como lo sugiere Lemus (2005) para el
invertebrado Emerita portoricensis.

Ensayo Agudo:
Este bioensayo consisti6 en exponer a los individuos de A. nigra a la dosis

subletal de 0,2 mg/L. de cadmio, en acuarios de 3 L por un periodo de 7 dias, con
renovacion de agua y metal cada 24 horas, periodo en el cual se realizaron los
registros de temperatura, pH, salinidad y el fotoperiodo fue mantenido en 12/12. La
dosis utilizada fue la maxima tolerable por los organismos y garantizd la
sobrevivencia hasta el ultimo dia de exposicion, con minima mortalidad menor que

5%.

Caracterizacion de proteinas enlazadoras de cadmio

Para la caracterizacion de las proteinas enlazadoras de cadmio se seleccion¢ el
tejido blando (constituido por branquias, hepatopancreas, sistema digestivo, musculo)
y la tinica. Una vez separados los tejidos fueron congelados a -8 °C hasta el momento
del analisis.

1.-Extraccion de las proteinas del extracto crudo
La extraccion de las metaloproteinas se llevd a cabo homogenizando los tejidos,

en una proporcion de 1:5 en Tris-HCI 20 mmol, pH 8,6, que contenia 10 mmol/L. de
NaCl (Cloruro de Sodio), 2 mmol/LL de DDT (Dithiothreitol) y 0,5 mmol/L. de PMSF

(Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo) en frio. El homogenizado fue centrifugado a 40 000
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g por una hora a 4°C en una centrifuga refrigerada Chermle 2360K. El sobrenadante
fue transferido a envases de ependorf. Se tomé 50 pl del sobrenadante para la
cuantificacién de las proteinas segin el método de Bradford (1976), usando un kit
sigma 610-A, utilizando un patrén de Albuimina de Suero de Bovino (BSA) de 300
mg/dl. 100 mg de proteinas fueron aplicados a una columna de exclusiéon molecular
que contenia Sephadex G-75 previamente calibrada con marcadores de masas
moleculares.

Otra alicuota del sobrenadante, que en lo sucesivo representara la fraccion
citoplasmatica (FC), fue utilizada para determinar los niveles de cadmio, tomandose
10 ml de cada muestra y mezclandola con 100 pl de HNOg, al 30 % por 10 min., para
luego enrasarlos a 25 ml con agua deshionizada (Lemus, 2005). Los resultados fueron
expresados en pg de Cd enlazado a la FC por gramo de tejido himedo.

2.-Separacion parcial de proteinas
Las alicuotas de la FC de controles y expuestos fueron colocados en la columna

de Sephadex G-75 de tamafio 25 x 1,5 cm, previamente estabilizada con 20 mmol/L,
de Tris-HCI, pH 8,6 y calibrada con marcadores de masas moleculares conocidas
(Sigma MV GF-70) anhidrasa carbonica 29 kDa; citocromo C 12 kDa y albimina 67
kDa. El buffer de elusién contenia 10 mmol/l de DTT y 170 pl de PMSF, 0,5
mmol/100 ml de buffer, a una velocidad de flujo de 2 ml/60 seg. La presencia de
proteinas se determiné por espectrofotometria de luz UV a una longitud de onda de
280 nm, en un espectrofotometro Milton Roy Spectronic 21 D, ya que el objetivo
principal era la presencia de proteinas enlazadoras de cadmio con presencia o
ausencia de enlaces sulfhidrilos en su estructura.

3.-Determinacién de metales asociada a proteinas
En cada uno de los eluatos de la FC de los grupos controles y los expuestos, se

midieron las absorbancias de cadmio, cobre y zinc, ya que es muy conocida en la
literatura la competencia y similaridad que tiene el cadmio con estos metales
esenciales (Salazar-Lugo, 2009), mediante lectura directa por espectrofotometria de

absorcion atomica en un espectrofotémetro Perkin Elmer Optima 5300 DV (Beaty,

11



1978), con un rango de deteccion de Zn < 0,1 ppb y para los metales Cu y Cd entre
0,1 a 1 ppb, a una longitud de onda de 226 nm, 213 nm y 327 nm para Cd, Zn y Cu
respectivamente. El porcentaje de enlazamiento de cadmio a las fracciones fue
calculado considerando el metal total enlazado a todas las fracciones eluidas,
estimado por la sumatoria total de las concentraciones parciales obtenidas (Lemus,

2005).

4.-Presencia de grupos sulfidrilos
Para la determinacion de los grupos sulfidrilos (SH) se utiliz6 el método Ellman

(1959). A 300 pl de cada fraccion eluida de la columna de Sephadex G-75 se le
adicionaron 700 pl de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (3,96 mg DTNB en 10 ml de
tampén fosfato 120 mmol pH 8), después de mezclar se dejo reposar por 10 min.,
para luego ser leida la absorbancia a 412 nm. Estas determinaciones se hicieron en un

espectrofotometro Milton Roy Spectronic 21D.

Estimacion de los pesos moleculares de las proteinas

La estimacion de los pesos moleculares aparentes de las proteinas eludidas de
las muestras, se hizo por comparacién de los volimenes de elucién relativos (Ve/Vo)
de estas proteinas y los de las proteinas patrones de pesos moleculares conocidos. Ve,
representa el volumen de elucion de la proteina y Vo, constituye el volumen muerto
de la columna; el cual estuvo determinado por el volumen de elucion del azul de
dextrano (200 kDa). Como proteinas marcadores se utilizaron albumina de suero

bovino (67 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y citocromo c (12 kDa).

Analisis estadisticos

Los métodos empleados en este estudio fueron: una prueba estadistica no
paramétrica llamada Kruskal Wallis (KW), para los datos obtenidos de la
bioacumulacién del cadmio en los tejidos, ya que estos datos no cumplen con los

supuestos del ANOVA. A los resultados obtenidos de la incorporacion del metal en la
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FC se les aplico un t-student, pruebas que permitieron describir si habia o no

diferencias entre las variables estudiadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Niveles de cadmio en tejidos de Ascidia nigra en condiciones ambientales

provenientes de la localidad de Guayacan, estado Sucre.

El analisis del metal en los tejidos de A. nigra obtenido del ambiente natural no
demostré diferencias significativas (KW= 7; P=0,127175) en el contenido de cadmio
en los tejidos. Sin embargo, a pesar de que no hubo diferencias, por la gran dispersion
de datos, el tejido branquial arrojé los mas altos valores, con una concentracion
promedio de 20,52 ppm+22,28, seguido del musculo (11,8 ppm+2,80),
hepatopancreas (1,88 ppm+2,60), sistema digestivo (1,70 ppm+2,65), y por ultimo la

tunica (0,36 ppm+0,51) con una concentracion muy baja. (Figura 2).

45 A
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25 A
20 A
15 ~
10 ~

i e R T
(OQ Q \}

Concentracionde Cd (ppm)

A Q
Tejidos

Figura. 2.- Niveles de cadmio (Cd) en ppm en los tejidos de Ascidia nigra en
condiciones ambientales. L.a barra indica la desviacién estandar. (T: tinica, B:
branquias, S.D.: sistema digestivo, H: hepatopancreas, M: musculo)
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Algunos autores sefialan, que el tejido branquial en los organismos acuaticos
actiia como un filtro de toda aquella sustancia que entra al mismo, y ademas, es capaz
de acumular metal proveniente del agua de mar, como lo report6 White y Raimbow
en 1986 para crustaceos decapodos como Palaemon elegans. En esta especie se
reportaron concentraciones altas de cadmio en branquias, indicando probablemente su
funcién acumuladora de metal.

Hardivillier y col. (2006), afirmaron que en los estudios de las variaciones de
las MT y sintesis de ARNm, en las branquias y el manto del mejillon Bathymodiolus
thermophilus después de una corta exposicion a metales, las branquias presentaron
una gran importancia en la bioacumulacion de dichos metales en Mytilidae, ya que en
el organismo control, las branquias de B. thermophilus mostraron niveles mas altos de
metal que el observado para el manto de dicho organismo.

De igual manera Roméo y col. (2005), ratificaron la afirmacién anterior, al
estudiar el biomonitoreo de metales trazas en Mytilus galloprovincialis, provenientes
del mar negro y encontrar que las mas altas concentraciones se encontraban en las
branquias.

Sin embargo, estos resultados se contraponen a los encontrados por Benitez
(2007), el cual exponiendo Pyura vittata a exposiciones subletales de cadmio la
mayor acumulacion de metal fue encontrada en el hepatopancreas, debido a que este
organo cuenta con una mayor capacidad de metabolizacion de xenobioticos en estos
organismos. De igual manera, Erk y col. (2005), estudiaron la acumulacion subcelular
de cadmio en tejidos de tres invertebrados marinos (mejillon Mytilus edulis, el
tunicado Ciona intestinalis y la estrella de mar Asterias rubens) utilizando dosis de
Cd radiactivos como trazadores, encontrando diferencias entre especies en la
acumulacién de Cd, asi como diferencias entre los tejidos de las tres especies. Las
mayores concentraciones de cadmio en todos los tratamientos de la exposicion se
encontraron en el hepatopancreas de M. edulis y la pared del cuerpo de A. rubens,
demostrando que dichos organismos presentan mecanismos particulares que les

permiten la bioacumulacién de metales en diferentes compartimientos.
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La presencia de cadmio encontrado en el tejido digestivo, es respaldado por el
trabajo realizado por Cullaj y col. (2007), los cuales estudiaron concentraciones de
metales pesados y niveles de metalotioninas en muestras de mejillones de la costa de
Albania y demostraron que la glandula digestiva del organismo es una buena
acumuladora de Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Hg, Ni, Pb, y Zn, ya que report6 mayor
concentracion que el resto del tejido blando.

El musculo de A. nigra, fue el segundo tejido reportado con mayor cantidad de
cadmio, resultado contrario al reportado por Liebrich y col. (1995), quienes
observaron que en el tejido muscular de P. vittata expuesto a una dosis subletal de
cadmio present6 la menor concentracion, de igual manera Ray y col. (1981) y White
y Raimbow (1986) le atribuyeron la presencia de cadmio en el tejido muscular al
transporte de una proteina respiratoria llamada hemocianina, que se encarga de
transportar cobre, pero que algunas veces el cadmio puede competir con este metal y
ser transportado por dicha proteina.

La menor concentracion de cadmio encontrada en la ttnica del organismo en la
investigacion es contraria a lo encontrado por Erk y col. (2005), donde la
acumulacién de Cd en la tinica de C. intestinalis fue alto en comparacién a otros
tejidos de esta especie, y en el mismo orden de ideas Rodriguez (2007) reporto a la
tunica como el tejido de mayor acumulacion de zinc, luego de haber expuesto a

individuos de P. vittata a dosis subletales de dicho metal.

Determinacion de la dosis letal media (LCs) en organismo de Ascidia nigra
expuestos a diferentes concentraciones de cadmio
El valor del LCs, para este especie resulto ser de 0,2 mg/L a 95% de
confiabilidad, este valor indica que la especie estudiada resulté ser mucho mas
tolerante que Pyura vittata, para la cual los estudios de LCs, con el mismo metal
revelaron una dosis media de 0,02 mg/L (Benitez, 2007), sin embargo, la dosis media
encontrada resultd ser mucho mas toxica que para las especies marinas expuestas a

cadmio reportadas por Reish (1984), como moluscos (2,2-35 mg/L), crustaceos (0,01-
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47 mg/L) y poliquetos (0,2-12 mg/L). Por otro lado, la dosis letal media en Pyura
vittata expuesta a cobre resultdé ser muy sensible ya que fue de 0,01 mg/L
(Arredondo, 2002). Todas las conclusiones anteriores acerca del LCs, en organismos
marinos, indicaron que la dosis encontrada podria ser muy bien utilizada para la
expresion de las proteinas enlazadoras de metal en A. nigra, ya que fue 10 veces

mayor que la encontrada en especies de la misma clase.

Niveles de cadmio (ppm) en la fraccion citoplasmatica (FC) de los tejidos de
Ascidia nigra expuestos a 0,2 mg/L. de cadmio
De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente se demostré que el
organismo incorpora cadmio en todos sus tejidos, con mayor concentracion en el

tejido branquial.

Tabla 1.- Concentracion de cadmio en ppm, en la fraccién proteica citoplasmatica
(pg/g de tejido) de ejemplares de Ascidia nigra expuestos a dosis 0,2 mg/L
subletal de cadmio.

Control Expuestos Porcentaje  de
incorporacién
Ttnica 0,16 £ 0,16 0,85+ 0,69 542%
(10) (10)
Tejido blando 0,32 +£0,3 1,32 + 0,89 417%
(Hepatopancreas, musculo, 9) 8)

sistema digestivo y branquias)

Tejido blando Ts: 19,86; p< 0,05
Ttnica Ts: 6,89; p<0,05

La determinacion de metales enlazados a la fraccion citoplasmatica (FC),
demostré incorporacién del metal en los tejidos analizados (Tabla 2). Los tejidos
controles revelaron menores concentraciones con respecto a los organismos
expuestos, sefialando una mayor incorporacion del metal en el tejido blando (1,32 +

0,89 mg/L) que en el tejido de la tunica (0,85+0,69 mg/L), lo que sugiere que
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aproximadamente el 50% del metal se puede encontrar enlazado a proteinas
citoplasmaticas y el resto a membranas u organélos. Sin embargo, en la ttnica la
incorporaciéon logré alcanzar 5,42 veces mas que la concentracién de cadmio
encontrada en los tejidos blandos, la cual fue de 4,17 veces, esto puede ser explicado
debido a que pueden existir mecanismos diferentes en cuanto a la incorporacion de
los 6rganos internos y la tunica. Particularmente cuando los metales son incorporados
en cualquier organismo marino, este pone en funcionamiento mecanismos
fisiologicos y bioquimicos que le permiten expulsar parte del metal incorporado
llamados mecanismos de homeostasis (Viarengo y Nott , 1992)

En 1982 Bialko y col. estudiaron las caracteristicas histologicas e histoquimicas
de la tunica de A. nigra y encontraron que la misma estd formada por células
parecidas a fibroblastos y células pigmentarias, las cuales estan formadas a su vez
posiblemente por unas proteinas que contienen grupos sulfhidrilos (en membranas u
otros organelos) que pueden estar implicadas en la union de metales. La
incorporacién de metales en este tejido se demuestra en trabajos como el de
Rodriguez (2007) en el cual, después de haber expuesto a dosis subletales de zinc a
ejemplares de Pyura vittata encontrd que la tinica fue el tejido que mas acumulo el
metal y le atribuy6 este alto valor a que dicho tejido tiene funcién protectora y de
recubrimiento del individuo, por ende es la parte que tiene el primer contacto con
cualquier xenobiotico.

Por otro lado, los mecanismos de homeostasis en organismos marinos estan
respaldados por trabajos como los reportados por Viarengo y Nott (1992), en el que
describen un grupo particular de células como lisosomas, las cuales actiian como
vesiculas que acumulan altas concentraciones de metales en forma no téxicas, por lo
que representa un mecanismo de destoxificacion que opera en las células de los
invertebrados marinos, ademas de los granulos a los que también se les atribuye la
funcion de secuestro de los metales para limitar su dafio dentro de las células y por

ultimo se habla de las proteinas de bajo peso molecular metalotioninas, las cuales son
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sintetizadas en la células por exposicion de metales para ayudar en el proceso de
destoxificacion.

Las respuestas celulares que presentan la mayoria de las ascidias, por efecto de
exposicion a metales, esta bien documentada como es el caso del trabajo realizado
por Arredondo (2002), en el cual sefialé la presencia de varios tipos de células en los
ejemplares de Pyura vittata después de haber sido expuestos a una dosis subletal de
cobre, tales como células en anillos, células moérulas, células amebociticas hialinas y
granulares, siendo estas tltimas las que se encontraron en mayor cantidad, sugiriendo
que presentan mayor afinidad en cuanto a la defensa del organismo ante este tipo de
metal.

En relacion a esto, Rodriguez (2007) también report6 este tipo de células para
los ejemplares de P. vittata expuestos a una dosis subletal de zinc, sin embargo,
Benitez (2007) después de haber expuesto organismos de P. vittata a dosis de cadmio
reporté que el grupo de células que demostraron tener mas afinidad por el metal
fueron las células en anillo. Por otro lado, Fernandez (2007) en su estudio de los
sistemas corporales de ascidias sefialé que las células morulas estan encargadas de
almacenar metales como tantalio, niobio y vanadio. Respaldando asi la importancia
de estas células en la homeostasis de metales en este tipo de individuos.

Simmkiss y col. (1982) estudiaron la destoxificacion y la bioacumulacion de
metales en moluscos como Helix aspersa donde resulté que el cadmio es
selectivamente removido de la membrana basal de las células basofilas del
hepatopancreas del individuo y es incorporado dentro de granulos de pirofosfato que
pueden ser excretados subsecuentemente.

Otras respuestas humorales son las que se han estudiados en anélidos y
poliquetos, como lo es la participacion de células llamadas celomocitos, las cuales
realizan procesos como la fagocitosis para ayudar a la homeostasis de metales
pesados en Lumbriscus terrestres, Eisenia fetida, Eurythoe complanata (Dhainaut y

Scaps, 2001).
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Presencia de proteinas enlazadoras de cadmio (Cd) en la tinica y en el tejido
blando de Ascidia nigra

El cromatograma de la columna de exclusién molecular G- 75, muestra las
lecturas de las absorbancias de la FC de la tdnica en organismos controles y
expuestos a la concentracion subletal de Cd, observandose que en los ejemplares
controles las absorbancias de las proteinas (280 nm), arrojaron valores superiores con
respecto a las encontradas en los organismos expuestos. En relacion a las lecturas de
grupos sulfhidrilos (412 nm), se puede notar que a partir de la fraccién 10 hasta la 12
los eluatos mostraron valores de SH (grupos sulfhidrilos) mayores que los no
expuestos (Fig. 3).

La determinacion de Cd enlazado a los eluatos, demostr6 que los controles
presentaron pequefios enlazamientos de metales posiblemente a proteinas, con un
mayor pico en la fraccién 5, sin embargo también se noté en el cromatograma la
presencia de un pico en la fracciéon 14 (Fig. 4). Por otro lado, en los eluatos de la
tunica de los organismos expuestos (Fig. 5), en cuanto a los eluatos de cadmio, se
pueden observar dos valores de absorbancias importantes, el primer valor (fraccién 5)
que representa a proteinas que superan el peso molecular de la proteina BSA (67000
kDa), de aproximadamente 74 kDA y el segundo (fracciéon 9) por debajo del peso
molecular del Citocromo C (12500 kDa), aproximadamente 14 kDa, este ultimo
coincidi6 con los mayores valores tomados del cromatograma de los grupos
sulthidrilos, lo que permite inferir la presencia de proteinas parecidas a
metalotioninas. En cuanto al cobre se observé un comportamiento parecido entre los
organismos controles como en expuestos y para el zinc los valores en los organismos

expuestos fueron casi nulos con respecto a los controles.
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Figura 3.- Perfil cromatografico de las proteinas y presencia de grupos sulfhidrilos
presentes en la FC de la ttnica de Ascidia nigra (280-412 nm).
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Figura. 4.- Perfil cromatografico de los metales enlazados posiblemente a proteinas
provenientes de la FC de la ttnica de organismos controles de Ascidia nigra. (361
nm)
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Figura. 5.- Perfil cromatografico de los metales enlazados posiblemente a proteinas
provenientes de la FC de la ttinica de organismos de Ascidia nigra, expuestos a 0,2
mg/l de cadmio. (361 nm)
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La figura 6 muestra las lecturas de las absorbancias a 280 nm de la FC del
tejido blando en organismos controles y expuestos a concentraciones subletales de
Cd, observandose un comportamiento de elucion similar, sin embargo, las
absorbancias de las proteinas de los tejidos expuestos, en algunos casos mostraron
valores superiores que los tejidos controles. En relaciéon a las lecturas de grupos
sulfhidrilos (412 nm) se puede notar que a partir de la fracciéon 10 hasta la 16 los
eluatos mostraron valores de SH mayores que los no expuestos.

Para el caso de la FC del tejido blando en organismos expuestos y controles
(Fig. 7 y 8), con respecto a los eluatos de los organismo expuestos al cadmio, eluyo
una proteina por debajo del peso molecular del Citocromo c en las fracciones del 11
al 13, con un peso molecular aproximado de 6 a 2 kDa, dichas fracciones
coincidieron con los mayores valores de grupos sulfhidrilos, lo cual podria sugerir la
presencia de un grupo de metalotionina o proteinas similares rica en grupos SH.

Por otro lado, en cuanto al cobre, se pudo observar que en los organismos
expuestos a Cd las mayores absorbancias fueron en las fracciones 9, 13 y 16, lo que
indica la presencia de proteinas ligadas a este metal. Mas y Azcue (1993) indicaron
que el cadmio y el zinc podrian sustituir al cobre en su unién con la proteina
respiratoria hemocianina en crustaceos decapodos y en poliquetos con la proteina
respiratoria hemeritrina, por lo que se infiere en cuanto al metal estudiado (Cd), que
este tipo de proteinas podria estar asociado al enlazamiento del metal, y que este a su
vez se puede estar ligando tanto a péptidos de bajo y de alto peso molecular como se

observo para el caso de la tinica.
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Figura. 6.- Perfil cromatografico de las proteinas y presencia de grupos sulfhidrilos
del FC del tejido blando de Ascidia nigra (280-412 nm).
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Figura 7.- Perfil cromatografico de los metales enlazados posiblemente a proteinas
provenientes de la FC del tejido blando de organismos controles de Ascidia nigra.
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Figura. 8.- Perfil cromatografico de los metales enlazados posiblemente a proteinas
provenientes de la FC del tejido blando de organismos de Ascidia nigra, expuestos
a 0,2 mg/l de cadmio. (361 nm)
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Un caso parecido encontré Frazier (1985), el cual, estimul6 un tipo de proteinas
(BP-Cd) en el mejillon Mytillus edulis y se dio cuenta que las proteinas mas grandes
Cd-BP20 enlazaron 60% del cadmio citosélico, y s6lo un 25% se asoci6 a Cd-BP10,
las cuales eran las mas pequefias, sin embargo el cadmio citosolico restante fue
enlazado a proteinas de alto peso molecular (PM>50000). Por otro lado, Marcano y
col. (1996), encontraron en el poliqueto Eurythoe complanata que ademas de
proteinas de bajo peso molecular asociadas a la toma y depuracién de cobre y zinc,
también estan asociadas proteinas de alto peso molecular (>60kDa), las cuales
presentaron mayor afinidad por el cobre, sugiriendo diferentes mecanismos
bioquimicos que emplea el organismo para el control de zinc y el metabolismo del
cobre a través de la actividad de bajo y alto peso molecular de union a metal-
proteinas.

Otro caso parecido fue reportado por Martins (2004), el cual indicé después de
haber expuesto a organismos de Lima scabra a altas concentraciones de cadmio que
este metal se enlaza en mayor proporcion a proteinas muy parecidas a metalotioninas
por su bajo peso molecular y presencia de grupos sulfhidrilos.

Por otro lado, en Emerita portoricensis se encontraron diferentes tipos de
proteinas enlazadoras de mercurio en las fracciones citoplasmaticas de banquias y
hepatopancreas, mientras que en el tejido gonadal no hubo un enlazamiento
significativo, representando esto un proceso dindmico donde participan mas de una
proteina (Lemus, 2004)

Roesjadi (2003) demostro que existen proteinas parecidas estructuralmente a la
metalotioninas que aparecen en varios invertebrados marinos unidos a metales trazas
de cadmio, zinc, cobre y mercurio, y que tiene una gran influencia en el proceso de
destoxificacién y acumulacién de dichos metales.

Franchi en el 2008, estudié las metalotioninas en el urocordado Ciona
intestinales, afirmando que no hay referencias de estas proteinas en estas especies y
que para la conclusién de su trabajo se baso en la similaridad de la secuencia de la

proteina encontrada con las reportadas en trabajos de moluscos.
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La literatura sefiala la importancia que tiene el cobre en la funcién de procesos
metabolicos, tales como formar parte de numerosos complejos enzimaticos, esta
involucrado en el metabolismo del hierro, en invertebrados marinos se le asocia a
proteinas respiratorias, entre otras.

(www.fao.org/docrep/field/003/AB492S/AB492S04.htm).

En investigaciones anteriores se demostré que en altas concentraciones el cobre
puede ser mucho mas toxico que el cadmio e incluso pueden llegar a tener una
especie de competencia por posiciones de ingreso en los organismos (Baqueiro-
Cardenas y col., 2007) e induce a una especie de sustitucion de los metales esenciales
como cobre y zinc por el cadmio, debido a su valencia y su radio iénico los cuales
son muy parecidos (Raimundo y col., 2005), posiblemente en este trabajo también
pudo ocurrir esta competencia, entre el cadmio al que el organismo fue expuesto y el
cobre que posiblemente ya tenia acumulado el individuo, lo que podria explicar los
valores tan altos encontrados para posibles proteinas ligadas a este metal.

Finalmente, los resultados encontrados muestran la capacidad que tienen
metales como el cadmio de inducir proteinas parecidas a metalotioninas o de alto
peso molecular en organismos de la especie A. nigra expuestos para contrarrestar los

efectos toxicos de dicho metal.

Perfiles de elucion de las proteinas presentes en los tejidos de Ascidia nigra

En el mismo orden de ideas, los perfiles de eluciéon cromatograficos de las
proteinas marcadoras y las proteinas eludidas de los organismos controles y de los
organismos expuestos a cadmio de tinica y tejido blando de A. nigra, reflejaron una
caracterizacion parcial de los pesos moleculares de las fracciones proteicas de la
siguiente manera, Para las fracciones eluidas de los controles de la tinica se
registraron picos grandes, en la fraccion 5 (10 ml), la cual equivale a 74 kDa, proteina
de alto peso molecular que puede intervenir en el enlazamiento de cadmio, como lo
describio Frazier (1985), el cual estimul6 la presencia de una proteina de alto peso

molecular que result6 ser la que mayor acumulé cadmio en el citosol, un segundo
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pico en la fraccion 14 (28 ml) de aproximadamente 1 kDa de peso molecular, en los
eluatos de los organismos expuestos se reportaron picos tales como, en la fraccién 9
(18 ml) de 14 kDa, en la fraccion 16 (32 ml) de 794 Da, sugiriendo la presencia de
proteinas de bajo peso molecular, caracteristica importante del grupo de
metalotioninas, como lo sefiala Reyes (1999) en su publicacién sobre las
metalotioninas como biomarcadores moleculares de la contaminacion por metales
pesados en organismos acuaticos, en la cual describe las caracteristicas y la relacion
de las metalotioninas con los metales pesados (Fig. 4; Fig. 5).

En las fracciones eluidas de los controles del tejido blando se presentaron 2
picos importantes, el primero, en la fraccién 3 (6 ml) correspondiente a un peso
molecular de 169 kDa, lo cual sugiere la presencia de una proteina de alto peso
molecular que enlaza metal, tal como lo describe Marcano (1993) en su trabajo de
acumulacién y depuracion de cobre y zinc en relacion con el perfil de metaloproteinas
en el poliqueto Eurythoe complanata y el segundo en las fracciones de 10 a la 12 (20-
24 ml), las cuales corresponden a pesos moleculares que van desde 8 a 4 kDa
respectivamente (Fig. 7).

De la misma forma para las fracciones eluidas de los expuestos se encontraron
picos similares a los controles, tales como en la fraccién 3 y en las fracciones 11 a la
13 (22-26 ml) que equivale de 6 a 2 kDa respectivamente, indicando que en esta
especie también se presentan proteinas de bajo peso molecular en presencia de
cadmio las cuales pueden estar vinculadas al grupo de las metalotioninas, como lo
refiere Martins (2004) para Lima scabra exponiendo los organismos a
concentraciones altas de cadmio encontr6 proteinas parecidas, de bajo peso molecular

agrupandolas en las proteinas llamadas metalotioninas. (Fig. 8).
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Figura 9.- Curva de calibracion de la columna de exclusion molecular de Sephadex
G-75, para las proteinas marcadoras BSA, Anhidrasa C. y Citocromo C.

Porcentajes de enlazamiento de cadmio por parte de posibles proteinas
provenientes de la FC de tinica y tejido blando de la especie Ascidia nigra

Tabla 2. — Porcentaje de enlazamiento de cadmio de posibles proteinas provenientes
de la FC del tejido blando de Ascidia nigra

Total Eluatos Abs. % de
enlazamiento

Tejido 0,368 Eluato 3 0,039 10
Control

Eluatos del 10 0,091 24

al 12
Tejido Expuesto 0,471 Eluato 3 0,0292 6

Eluatos del 11 0,155 33

al 13

En relaciéon al enlazamiento de cadmio a posibles proteinas de la fraccion
citoplasmatica del tejido blando se puede observar que el grupo expuesto mostré un

incremento de los niveles de cadmio en relacion a los valores presentados en el grupo
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control. El metal estuvo enlazado a las fracciones que eluyen entre la 10 y la 12 para
los organismos, donde el 24% del metal estuvo enlazado a esta fraccion para el
control y 33% para el expuesto. También es importante sefialar la presencia de un
pequefio pico que eluye en la fraccion 3 que presenta el 6% de cadmio. Los
enlazamientos que se presentaron en las fracciones 10 y 12 y del 11 al 13,
coincidieron con un incremento de grupos sulfhidrilos, mientras que en la fraccién 3
no coincidié con los grupos sulfhidrilos, lo que podria indicar que en la fraccién de
mayor enlazamiento puede deberse a la presencia de proteinas de tipo metalotioneinas
por la presencia de los grupos sulfhidrilos.

Este resultado es comparable con los obtenidos por Podgurskaya (2006), el cual
estudiando la concentracion y la distribucion subcelular de cadmio en el mejillon
Crenomytilus grayanus en regiones de Japon encontr6 que la mayor concentracion
estaba asociada a la fraccion proteica correspondiente a metalotioninas.

Por otro lado Dohi y col. (1986) determinaron altas concentraciones de cadmio
en el hepatopancreas de 3 moluscos Buccinum tenuissimum, Batillus cornutus y
Todarodes pacificus, y luego demostraron que este cadmio estaban unido a proteinas
con alto contenido de cisteina y bajo peso molecular, caracteristicas muy parecidas a
metalotioneinas.

De igual forma Berthet y col. (2005) estudiaron las concentraciones de
metalotioninas en especies de esponjas Spongia officinalis encontrandose con
proteinas con caracteristicas como: citosoOlica, estable al calor, con una masa
molecular aparente de 4 a 15 kDa y de unién de Ag, Cu y Zn. Asi mismo, Bustamante
y col. (2006) reportaron que el cadmio se une a proteinas de alto y bajo peso
molecular después de haber estudiado la distribucién subcelular de varios metales

(Ag, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Pb, AND Zn) en el cefalépodo Sepia officinalis
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Tabla 3.- Porcentaje de enlazamiento de cadmio de proteinas provenientes de la FC
de la tinica de Ascidia nigra

Total Eluatos Abs. % de
Enlazamiento

Ttnica 0,368 Eluato 5 0,073 20
Control

Eluatos 14 0,027 7
Ttnica 0,471 Eluato 5 0,231 49
Expuesto

Eluatos 16 0,067 14

Eluato 9 0,187 40

Con respecto al cadmio en la tinica se pudo observar el enlazamiento del metal
en las fracciones 5 y 14 de los ejemplares controles, en los cuales 20% y 7%
estuvieron enlazados al metal, mientras que para los expuestos se obtuvo un 49 % y
14% respectivamente para las mismas fracciones, es preciso indicar que el pico 14 en
los controles es representado por el pico 16 en los experimentales. De manera
relevante es necesario sefialar la presencia de un pico que eluye en la fraccion 9 de los
ejemplares expuestos el cual representa un 40 % de enlazamiento del metal. El
enlazamiento de las fracciones en los ejemplares de la ttinica no coincide con los altos
valores de grupos sulfhidrilos, lo que indica que las proteinas que enlazan el metal
son un tipo que difieren de las metalotioninas o que estas proteinas pueden estar
cediendo el metal a otro tipo de ligandos (lisosomas, granulos entre otros) actuando
como un método de destoxificacion.

Como lo describe Ahearn y col (2010) uno de los métodos de destoxificacion
son los lisosomas, los cuales son organulos de multiples funciones que ayudan en el
desmontaje de las grandes moléculas organicas y almacenan una variedad de
xenobidticos. También existe evidencia de que contienen compuestos tioles tales
como glutation y metalotioneina, que se unen a los metales en el citoplasma con alta
afinidad, para ser trasladadas a través de membranas lisosomicas para el

almacenamiento del metal.
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Al igual que Heeseon y col. (2006) quienes describen el papel regulador de las
metalotioninas en especies del bivalvo Laternula elliptica expuestas a cadmio,
atribuyéndole el principal papel desintoxicante en la fraccion soluble de células de las
glandulas digestivas y branquias.

De esta misma forma Viarengo y Nott (1993) realizaron estudios de
mecanismos de homeostasis de cationes de metales pesados en diferentes
invertebrados marinos sefialando que los principales mecanismos de regulacion son:
la unién a ligandos solubles como las metalotioninas, la compartimentalizacién
dentro de vesiculas membranosas mas reconocidas como lisosomas y por dltimo la
formacién de precipitados insolubles tales como granulos de concentracion de Ca/Mg
o Ca/S.

Durante el estudio se pudo notar uniones inespecificas que se dieron en los
tejidos de la ttnica y tejido blando, sugiriendo que la especie Ascidia nigra incorpord
muy poco metal, por lo que dicha especie no resulta buena para estos estudios de
laboratorio.

Al principio de la investigacion se tenia planteado realizar un proceso de
depuracion, pero en el transcurso del desarrollo de dicho proyecto se pudo notar que
la ascidia Ascidia nigra incorpora muy poca cantidad de este metal, por lo que no se

considerd necesario llevarlo a cabo.
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CONCLUSIONES

Los ejemplares de Ascidia nigra obtenidas del ambiente natural mostraron
presencia de cadmio en los tejidos en el siguiente orden de incorporacién branquias >

musculo> sistema digestivo>hepatopancreas>ttnica.

Los ejemplares de A. nigra expuestos a cadmio mostraron incorporacion del
metal en la fraccién proteica citoplasmatica de la ttnica y el tejido blando. La tinica
incorporé 5,4 veces mas que la concentracion del control, mientras que el tejido

blando lo hizo en una proporcion de 4,17 veces.

Los cromatogramas de la FC del tejido blando y de la tunica de A. nigra,
indican la presencia de una proteina con presencia de grupos sulfhidrilos que enlaza
cadmio y de acuerdo al Rf su peso molecular es menor de 12 kDa. También en la
tunica se evidencié una proteina de masa molecular superior a 66 kDa que enlaza el

metal.

Los resultados obtenidos permiten concluir que la especie Ascidia nigra no es
un buen organismo modelo para llevar a cabo estudios de toxicidad bajo condiciones
de laboratorio, debido a que la mortalidad es muy elevada durante el periodo de
aclimatacién, por otro lado no toleran concentraciones significativas de cadmio y
finalmente la dosis utilizada no permitié6 determinar una concentraciéon de Cd

significativa en la fraccion proteica,

El metal enlazado a proteinas de la FC demuestra ligeros incrementos del metal
en proteinas de baja masa molecular, particularmente las que eluyen entre la fraccién
10 al 13 para el tejido y 14 y 16 para la tunica, las cuales pudieran ser la misma

proteina.
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Resumen (abstract):

Se evalué la presencia de proteinas enlazadoras de cadmio en tejidos del tunicado Ascidia nigra.
Los organismos fueron colectados en la localidad de Guayacan, Edo. Sucre y llevados al Centro de
Investigaciones Ecolégicas de Guayacan (CIEG) para su aclimatacién, posteriormente se determiné
la presencia de cadmio en 5 ejemplares de A. nigra para tener una linea basal del metal, para ello
se les disectd hepatopancreas, musculo, sistema digestivo tlnica y branquias, para luego ser
tratados con HNO; y ser leidos en absorcion atémica, de igual manera después del periodo de
aclimatacion se determind el LCs, utilizando el método Probit, del cadmio para esta especie
resultando ser de 0,2 mg/L. Se realizé un bioensayo agudo de 7 dias para inducir la presencia de
proteinas enlazadoras de metal, exponiendo los animales al LCs, encontrado. Los ejemplares (4
org) a exponer, fueron colocados en acuarios de 5 | de capacidad, utilizando el mismo patrén para
los ejemplares controles. El agua y el metal fueron renovados diariamente, la temperatura promedio
fue de 30 £ 2 °C, salinidad 36°/, fotoperiodo 12/12. Después de haber transcurrido los 7 dias de
exposicién fueron congelados, para posteriormente ser trasladados, al laboratorio de Ecotoxicologia
del Instituto Oceanografico de Venezuela, donde se separaron en tdnica y tejido blando (constituido
por hepatopancreas, musculo, sistema digestivo y branquias), se homogenizaron para la
caracterizacién parcial de las proteinas enlazadoras del metal siguiendo la metodologia propuesta
por Wallace y col. (2000). 2 mg de la Fraccion citoplasmética (FC) fueron colocadas en una
columna G-75 previamente equilibrada y calibrada con masas moleculares conocidas. La columna
fue excluida a una velocidad de 2 ml/60 min y las fracciones fueron analizadas a 280 nm y grupos
sulfhidrilos a 412 nm. Las fracciones eluidas se les determiné el contenido de cadmio, cobre y zinc
por espectrofotometria de absorcidon atdbmica a 361 nm y a las que contenian cadmio, se les estimo
el peso molecular. Los resultados obtenidos en la presente investigacion demostraron que A. nigra
proveniente del ambiente natural, es capaz de bioacumular Cd en sus tejidos, tal como se observé
en el tejido branquial que presenté la mayor concentraciéon con un valor promedio de 20,5+ 22,27
mg/L. En cuanto a la incorporacion de cadmio a la fraccion citoplasmética (FC) en los organismos
expuestos se encontrd que la tunica arrojé un valor de 0,852 ug/g, mientras que en el tejido blando
fue de 1,320 ug/g a diferencia de los controles que presentaron 0,157 ug/g y 0,316 pg/g para tinica
y en el tejido blando respectivamente. Se determiné que el cadmio se enlaza a una proteina con
una masa molecular menor que la del Citocromo C, aproximadamente de 6 a 2 kDa en FC de tejido
blando, por otra parte en la tdnica se reporté una proteina similar, aproximadamente 14 kDa y otra
de alta masa molecular, aproximadamente 74 kDa, que enlaz6 metal de igual manera. Los
resultados demuestran la presencia de una proteina rica en grupos sulfhidrilos que enlaza metal y
se encuentra tanto en tejido blando como en la tinica y la cual se sugiere que pueda ser una
metalotionina, mientras que la otra no presenta grupos sulfhidrilos y por su alto peso molecular
podria ser otra clase de ligando. Debido al poco porcentaje de incorporacion de Cd en la FC
durante este estudio y la alta mortalidad que presentan los organismos bajo condiciones
controladas, se puede sefialar que la especie Ascidia nigra no es un organismos ideal para estudios
en condiciones de laboratorio.
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