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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar los efectos que inducen los metales pesados sobre las
respuestas antioxidantes y la tolerancia del mejillén verde Perna viridis a la anoxia
(ANX) y anhidrobiosis (ANH), se procedi6 a colocar, en acuarios estaticos, diez
organismos a 100 pg de Cd /I, 50 pg Cuw/l, 50 pmol/L. de H,O, y un grupo so6lo en
agua de mar, durante una semana. Posteriormente, los organismos pre-expuestos
fueron colocados (por separados) en dos condiciones experimentales: (1) agua
anoxica por 48 horas, (2) fuera del agua (anhidrobiosis) por 24 horas; para luego (3)
colocarlos en acuarios con agua de mar completamente aireada durante 3-5 horas
como periodo de reoxigenacion. Se determind en cada uno de los organismos
tratados: el contenido de metalotioneinas (MT), concentracion de grupos sulfidrilos (-
SH), sustancias que reaccionan al acido tiobarbittirico (TBARS), proteinas (PT) y
actividad de las enzimas glutationa-S- transfersa (GST) y catalasa (CAT). El
consumo de oxigeno (O;) en el periodo de anoxia también fue evaluado. Los
parametros evaluados fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA doble
y para contraste “a posteriori”. Se evidenci6 un incremento significativo en el
contenido de MT durante la exposicibn a metales y durante el periodo de
anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu y a Cd, en el grupo de anoxia y en
el de reoxigenacion previa anoxia se observo que las MT incrementaron solo con la
preexposicion a Cu. Se observé una disminucién significativa de la MT en los
periodos de anoxia y reoxigenacién previa anoxia en los organismos preexpuestos a
Cd y a H0,. Se evidencié un aumento significativo en la concentracién de grupos
sulfidrilos durante la exposiciéon en los organismos expuestos a Cu, durante la
condicion de anhidrobiosis en los organismos preexpuestos Cu, Cd y a H:O,, y en la
condicién reoxigenacién previa anoxia en los organismos preexpuestos a Cu y a
H,0,. Se observ6 un incremento significativo en los niveles de TBARS durante la
exposicién en los organismos expuestos a Cu y Cd, y en la condicion de
anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu, Cd y H,O,; contrariamente se
observé una disminucién significativa en los niveles de TBARS en la condicion de
reoxigenacion previa anhidrobiosis. La actividad de GST mostr6 un descenso
significativo en todas las condiciones experimentales en los organismos preexpuestos
a Cd y H,0O.. La actividad de CAT mostr6 un incremento significativo en las
condiciones experimentales: anoxia, anhidrobiosis, reoxigenacién previa anoxia y
reoxigenacion previa anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cd. Se observo
una disminucién significativa de la actividad de la enzima en la condicién de anoxia y
reoxigenacion previa anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu y a H,O,. En
esta investigacion se evidenci6 el efecto que tiene los metales pesados sobre las
respuestas bioquimicas en los diferentes cambios de oxigenacion.



INTRODUCCION

La oscilacion de las mareas en los ecosistemas costeros trae como
consecuencia cambios ciclicos de los niveles de oxigeno, condicionando su
disponibilidad para los organismos supralitorales, en especial a los mejillones.
Durante la bajamar, los organismos quedan expuestos a los rayos solares y al viento
durante varias horas, lo que puede conllevar a una posible desecacién. Para evitar
estos abates ambientales, e incluso ataques de depredadores, los mejillones tienden a
cerrar completamente sus conchas, lo que resulta en una condicion de anoxia
inducida. Para soportar la ausencia de oxigeno (anoxia) y agua (anhidrobiosis), tales
bivalvos poseen mecanismos adaptativos, entre los cuales se cuenta un efectivo
metabolismo fermentativo (Storey y Storey, 1990) y wuna reduccion
considerablemente de su tasa metabolica (Ladare y Storey, 2002). Las condiciones
intradiarias entre normoxia y anoxia pueden provocar estrés a nivel molecular en tales
organismos, no solo asociado a la baja disponibilidad de oxigeno, sino a los efectos
producidos por la reintroduccion de oxigeno a los tejidos, ya que en la alta marea, se
inicia un proceso de reintroduccion de oxigeno que puede resultar en un incremento
en la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROs), cuyas consecuencias
pueden conllevar a dafios oxidativos (Pannunzio y Storey, 1998; Storey, 2004,
Krivoruchko y Storey, 2010).

Las EROs, tales como anion superoxido (O:7) y el radical (OH"), son
moléculas que poseen electrones desapareados, permitiendo reaccionar con moléculas
organicas. Estos oxiradicales pueden participar en distintos tipos de reacciones en las
cuales pueden sufrir procesos de oxidacion y reduccion. Al ser especies reactivas
pueden producir efectos moleculares dafiinos tales como la oxidacion de ADN, acidos
grasos poliinsaturados y aminoacidos (Storey, 1996). Por lo tanto, para resistir
continuamente el estrés de los cambios de oxigenacién, es de suponer que los
mejillones poseen componentes efectivos para minimizar los dafios moleculares

6



durante la transicién de la condicién de anaerobiosis a aerobiosis (De Almeida y
Dias- Bainy, 2006).

El sistema de defensa antioxidante que protege a las células de la accién
perjudicial de EROs esta constituido por un numero de compuestos antioxidantes no
enzimaticos que incluyen a las vitaminas A, C, E, glutationa y metalotioneinas, y
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) las cuales estan encargadas de controlar y llevar a
concentraciones fisiolégicamente estables a los oxiradicales. Ademds, existe un
particular interés en la determinacion de la actividad de la enzimas glutationa-S-
transferasa (GST, EC 2.5.1.18) la cual cataliza reacciones de conjugacién de la
glutationa a xenobioticos (Manduzio et al., 2004).

Las metalotioneinas (MT) son proteinas termoestables de baja masa molecular
(6000-12000) que se combinan avidamente con metales de transicién de los grupos
IB y IIB (Cu*, Zn**, Cd**, Hg*"), caracterizadas por su elevado contenido de cisteina,
y ausencia de aminoacidos aromaticos (Roesijadi, 1992). Se ha determinado su
desempefio molecular en el metabolismo de los metales esenciales y el control de la
toxicidad de los metales pesados. Se han presentado evidencias sugiriendo que las
MT no estan confinadas solamente al metabolismo de metales pesados, dado que
pueden ser inducidas por otros factores bioldgicos internos y ambientales tales como
anoxia, congelamiento, ayuna y variacion en la oxigenacion (Muto et al., 1999; Dang
et al., 2001; English y Storey, 2003). Mas aun, Zapata-Vivenes y Nusetti (2007) han
indicado la posible participaciéon de la MT en los procesos intracelulares de defensa
contra el estrés oxidativo.

Un desbalance entre la capacidad barredora del sistema de defensa
antioxidante y la accién toxica de las EROs puede causar dafios oxidativos en las
membranas bioldgicas, conllevando a peroxidacion de acidos grasos. 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; Sanchez,

2008). Esta respuesta ha sido reconocida e implementada como marcador de estrés



oxidativo (Ribera et al., 1991). Tales dafios moleculares pueden resultar en
alteraciones de la integracion funcional entre el citosol y las membranas celulares que
determinan el control metabdlico de la glucolisis en organismos resistentes a la
anoxia (Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007).

La presencia de metales pesados en los ecosistemas acuaticos puede llegar a
producir efectos negativos sobre la biota acuatica, debido a su alta persistencia. Su
peligrosidad radica en que pueden ser t6xicos a pequefias concentraciones y también
ser acumulados en la cadena tréfica, empezando por el fitoplancton. Los metales
pesados pueden producir un efecto de biomagnificacién en los niveles mas altos de la
cadena ya que, al ser organismos de estos niveles parte en la dieta del hombre,
constituyen un riesgo para la salud humana (Acosta y Lodeiros, 2004). Estudios han
demostrado efectos toxicos de estas sustancias sobre el metabolismo energético y
tolerancia a ciertas variables ambientales en P. viridis (Zapata, 2005; Yap et al.,
2006; Nusetti et al., 2010; Martinez-Gil, 2012). Se ha propuesto que el ingreso de
algunos metales pesados a los organismos marinos y su posterior biotransformacion
via ciclo redox de xenobidticos, puede conllevar a una sobreproduccion de EROs. Por
ende, los ajustes bioquimicos en organismos anéxico-tolerantes posiblemente sean
perturbados por procesos de contaminacién ambiental, tal como se ha sugerido en
otras especies de bivalvos expuestas a diversos xenobidticos (Veldhuizan-Tsoerkan et
al., 1991; Nicholson, 2003; Zapata-Vivenes et al., 2012).

El cobre (Cu) es un elemento esencial para el mantenimiento celular. La
incorporacién de niveles excesivos de este metal en los organismos genera un
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs), que sin un
balance adecuado en los mecanismos de defensa, pueden generar dafios irreversibles
en las biomoléculas (Contreras et al., 2008). Diversos autores han sefialado que P.
viridis es una buena especie para monitorear contaminacion por metales esenciales en
el medio acuatico (Phillips, 1985; Chidambaram, 1991). Es conocido que elevadas
concentraciones de Cu pueden afectar negativamente la fisiologia celular de forma
independiente, permitiendo la formacion de especies reactivas del oxigeno, mediante

la reaccion de Fenton-Haber-Weiss (Fridovich, 1998).



El cadmio (Cd) es un metal no esencial con funcién biolégica no conocida en
animales, a altas concentraciones es potencialmente toxico en los organismos
acuaticos, pero a bajas concentraciones puede alterar la fisiologia adversamente
(Sokolova et al., 2005). El Cd es considerado como uno de los elementos quimicos
mads biotdxicos (especialmente en su forma Cd*") en los ecosistemas marinos, a los
que penetra por deposicién atmosférica, por la descarga de diversos afluentes,
bioacumulacion y de la escorrentia limnica (Sadig, 1992). No obstante, se ha
demostrado que niveles subletales de Cd pueden alterar las funciones de enzimas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, respiracion mitocondrial
(citocromo c oxidasa) y actividad antioxidante (Nusetti et al., 2010), asi como
cambios negativos en la tasa de respiracion, crecimiento, (Narvaez et al., 2005).

Se ha evidenciado la inducciéon del sistema de defensa antioxidante en
animales bajo condiciones andxicas en especies afines (Hermes-Lima y Zenteno-
Savin, 2002; De Almeida et al. 2005), accion que prepara al organismo al flujo de
oxigeno al momento de la reoxigenacion. De acuerdo con lo antes expuesto, este
trabajo aporta informaciéon sobre la modulacion del sistema de defensa antioxidante
del mejillén verde P. viridis en relacién a los cambios de oxigenacién en el medio, y
como tales ajustes bioquimicos son afectados por niveles subletales de cadmio y

cobre.



METODOLOGIA

Ejemplares y sitio de colecta

Los ejemplares de P. viridis, con tallas comprendidas entre 8-10 cm y sin
distincién de sexo, fueron colectados en la localidad de Guayacéan localizada en la
region norte de la Peninsula de Araya, Venezuela. Los organismos se mantuvieron
durante una semana en acuarios con agua de mar filtrada (salinidad 36; pH 7,7 + 0,2;
temperatura 25 + 1 °C), con aireacion constante y alimentados con las microalgas

cultivadas.

Bioensayos de exposicion

Diez organismos, por cada concentracion, fueron expuestos durante un periodo
de siete dias a 100 pg de Cd/l y 50 pg de Cu/l. Estas concentraciones garantizaron
condiciones fisiol6gicas aparentemente estables durante los periodos de exposicion.
Se incluy6 un grupo control colocados sélo en agua de mar y adicionalmente, se
utilizé un grupo expuesto a peréxido de hidrogeno 50 pmol/l de H,O-, con el objetivo

de inducir dafios lipoperoxidativos. Este experimento fue realizado por triplicado.

Condiciones de anoxia y anhidrobiosis

Un grupo de diez organismos por cada tratamiento (Control, Cu, Cd y H,0),
fueron colocados en envases contentivos con agua andxica y sellado herméticamente
durante 48 horas. A la vez, Un segundo grupo (N=10) se colocaron fuera de los
acuarios por 24 horas para simular una condiciéon de anhidrobiosis. Los mejillones
fueron sujetados con cintas plasticas para evitar la abertura de las valvas.
Posteriormente, ambos grupos fueron nuevamente colocados en acuarios con agua de
mar completamente aireadas (95-99 % de oxigenacion) por 3 horas. A cada grupo se
les disec6 la glandula digestiva, la cual se almacené a -20 °C (por un periodo no
mayor a 7 dias) hasta su uso en la cuantificacion de los parametros bioquimicos. Los

parametros bioquimicos fueron determinados en todos los organismos expuestos y
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controles, antes y después del periodo de anoxia, anhidrobiosis, y después de la

reoxigenacion.

Metalotioneinas

El contenido de metalotioneinas se llevd a cabo usando el método
espectrofotométrico planteado por Viarengo et al., 1997. La glandula digestiva de P.
viridis fue homogenizada de 0-4 °C, a una relacién 1:4 masa de tejido/volumen de
buffer extraccion el cual estuvo compuesto de Tris-HCI 20 mmol/l
(hidroxymetilamina) a pH 8,6, que contendra: sacarosa 500 mmol/l, leupeptina 6
pmol/l, PMSF (4cido metil-fenil sulfoxido), 0,5 mmol/l, ditiotritiol (DDT) 2 mmol/l
y B mercaptoetanol al 0,01 %. El homogenizado sera centrifugado a 1000 g por 1
hora. Por cada mililitro de sobrenadante se afiadieron 1,05 ml de etanol mas 80 pl de
cloroformo en frio (-20 °C). Las muestras fueron centrifugadas a 2200 g por 10
minutos a 0-4 °C. Al sobrenadante colectado se le anfiadi6 1 mg de ARN y 40 pl de
HCI al 37% y 3 ml de etanol absoluto frio (a una concentracién final de 87 %) se
mezclaron bien y las muestras se mantuvieron a —10 °C por 2 horas y centrifugadas
nuevamente a 2200 g por 30 minutos. El precipitado contentivo de las
metalotioneinas fue lavado con 87% de etanol/1% de cloroformo en buffer de
homogenizacién y posteriormente centrifugado a 2200 g por 10 minutos, y secado
bajo una atmésfera de nitrogeno.

El precipitado fue resuspendido en 150 pl de NaCl (cloruro de sodio) a 250
mmol/l y 150 pl de HCI a 100 mmol/l conteniendo EDTA (acido etilendiamino-
tetracetato) a 4 mmol/l. Seguidamente se le afiadieron 2 ml de DTNB (acido
ditionitrobenzoico) 0,43 mmol/l y NaCl 0,20 mmol/l diluido en buffer fosfato de
sodio 200 mmol/l a pH 8 a temperatura ambiente. L.as muestras fueron finalmente
centrifugadas a 2200 g por 10 minutos. El sobrenadante fue utilizado para determinar
los grupos —SH de la MT a una longitud de onda de 412 nm; el contenido de MT fue
estimada usando glutationa reducida como estandar (Ellman, 1959). La cantidad de

MT en P. viridis fue definida en base a un contenido de 29 % de cisteina por cada

MT (Khooy Patel, 1999) y expresadas en Ug de MT por gramo de masa humeda. Los
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tioles enddgenos tales como glutationa, cisteinas libres, proteinas, etc., no
interfirieron en el ensayo.

Durante el proceso de homogenizacién las metalotioneinas estuvieron
protegidas de oxidacién y de proteasas bajo condiciones reducidas con leupectina,

DTT y -mercatoetanol.

Grupos sulfhidriles (-SH)

La concentracion de grupos sulfhidrilos totales se determin6 por el método de
Elman (1959). Para ello 0,2 g de tejido (glandula digestiva), se homogenizaron en 2
ml de buffer Tris 100 mmol/l pH 8,0 y fueron centrifugados a 2 200 x g por 15
minutos. Del sobrenadante se tomaron 50 [l de las muestras. Los reactivos a utilizar
fueron los siguientes: solucion de DTNB (stock) constituida de 50 mmol/l de acetato
de sodio y 2 mmol/l de DTNB en 100 ml de agua destilada, buffer Tris 100 mmol/I.
En la cubeta experimental se afiadieron 500 pl de DTNB, 250 pl de agua destilada,

200 Wl de buffer Tris y 50 pl de la muestra y se incub6 por 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego se midi6 la absorbancia a 412 nm, con un blanco constituido por
todos los reactivos a excepcion del extracto y utilizando glutationa reducida como

estandar.

Peroxidacion de lipidos

La peroxidaciéon de lipidos fue estimada por el método de andlisis de
sustancias reactivas del acido tiobarbittirico (TBARS), el cual se fundamenta en la
cuantificacién colorimétrica de uno de los principales productos de la peroxidacion de
lipidos, el malondialdehido (MDA), siguiendo el protocolo estandarizado para
bivalvos propuesto por Livingstone et al. (1990). Para ello 0,2 g de tejido (glandula
digestiva), se homogenizaron en 2 ml de buffer Tris 100 mmol/l pH 8,0 y fueron
centrifugados a 2 200 x g por 15 minutos. Del sobrenadante resultante se tomaron
250 Ml 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 colocados en bafio de hielo,
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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 afiadio 500 pl acido tiobarbitdrico al 1%, se agitaron los tubos y se
colocaran en bafio de agua a 90 °C con agitacion constante por 45 minutos.
Posteriormente fueron retirados del bafio de agua y colocados nuevamente en bafio de
hielo para ser enfriados y luego fueron centrifugados a 1 500 x g por 10 minutos a
4°C; el sobrenadante final se transfiri6 a la celda del espectrofotémetro para su
medicion a 532 nm, con un blanco constituido por todos los reactivos a excepcion
del extracto. La concentraciéon de MDA se calcul6 usando un coeficiente de extincion
de 1,56 x 10° mmol 1" cm™. Los resultados seran expresados en nmol de MDA por

mg de proteinas.

Cuantificacion de proteinas totales

Los niveles de proteinas se determinaron por el método de Lowry et al.,
(1951). Para ello 0,2 g de tejido (glandula digestiva), se homogenizaron en 2 ml de
buffer Tris 100 mmol/l pH 8,0 y fueron centrifugados a 2 200 x g por 15 minutos. Del
sobrenadante se tomaron 20 Ml de la muestra. Los reactivos a utilizar fueron los
siguientes: El reactivo A compuesto de 10 g de carbonato de sodio en 500 ml de
solucion de hidréxido de sodio (NaOH a 100 mmol/l) y el reactivo B compuesto de
0,5 g de tartato de sodio/potasio en 30 ml de agua destilada y se disolvieron 0,25 g de
sulfato de cobre (CuSO,) hasta un volumen de 50 ml.

En la cubeta experimental se colocaron 880l del reactivo 1(solucién cobre-
alcalina) el cual estuvo compuesto de 50 ml del reactivo A con 1 ml del reactivo B,

20 W de las muestras se mezclaron bien y se incubaron por 10 minutos,

posteriormente adicionaron 100 Pl del reactivo 2 compuesto de 50 ml del reactivo
Folin- Crocatteus en 100 ml de agua destilada y se incubaron por 30 minutos a
temperatura ambiente. Luego se medi6 la absorbancia a 650 nm, con un blanco

constituido por todos los reactivos a excepcién del extracto y utilizando albimina de
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suero bovino como estandar. Los resultados seran expresados en gramos de masa
humeda (g.m.h).
Preparacion de los extractos enzimaticos

La glandula digestiva del organismo experimental P. viridis se homogeniz6 de
0-4 °C, a una relacién 1:9 masa de tejido/volumen de buffer extraccién. El buffer de
extraccion para las preparaciones enzimaticas estuvo compuesto de Tris-HCI 20
mmol/l (hidroxymetilamina) a pH 7,6 conteniendo: EDTA (acido 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 agregé 10 pl de PMSF
(dcido metil-fenil sulfoxido) 100 mmol/l diluido en alcohol isopropilico). El
homogenizado resultante sera centrifugado inicialmente a 1 100 x g por 10 minutos a
4°C en una centrifuga refrigerada. El sobrenadante obtenido serd nuevamente
centrifugado a 2 200 x g durante 20 minutos. Del sobrenadante final se tomaran 2 ml

que se utilizardn como fuente de enzimas.

Analisis enzimaticos

Las actividades maximas 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
duplicado en un volumen 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.

Glutationa-S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18). La actividad enzimatica se
determiné siguiendo el ascenso 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 extincién 9,6 mmol 1" cm™). La mezcla de incubacién consistié de
890 pl de buffer fosfato de sodio (Na,PHO,) 100 mmol/l pH 6,5; 10 nl CDNB 25
mmol/l diluido en etanol y 50 pl del extracto enzimatico. Se mezcl6 rapidamente para

establecer la linea base. La reaccién se inici6 por la adicion de 50 pl de GSH.
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Catalasa (CAT, EC 1.11.1.6). La actividad fue determinada midiendo el
descenso de la concentracion de perdxido de hidrogeno (H>O,) a una longitud de onda
de 240 nm (Coeficiente de extincién 40 mmol 1" cm™). Mezcla de incubacion: buffer
fosfato de potasio KH,PO4/K,HPO, 50 mmol/l pH 7,5 y H,O, 500 mmol/l. A la
cubeta experimental (de cuarzo) se le agregd 970 pl de buffer fosfato y 20 pl del
extracto enzimatico, se mezclé rapidamente y se medi6é la absorbancia por 90
segundos para establecer una linea base. Para dar inicio a la reaccion se le afiadié 10

]Jl de HzOz.

Oxigeno disuelto

La concentracion de oxigeno disuelto se determin6 por el método de
Strickland y Parson (1972). Las muestras colectadas después de diversos tiempos
durante el periodo de anoxia (oxigenacion, 1, 24, 48 y 72 horas), fueron colocadas en
un envase de plastico, luego por medio de una manguera se pas6 a una botella de
vidrio (DBO), cuidando a toda costa que no entrara aire a la botella. Luego con la
ayuda de un gotero se coloc6 1 ml del reactivo 1(solucién de sulfato de manganeso
MnSO,) color rosado y 1 ml del reactivo 2 (solucién de ioduro) color amarillo,
inmediatamente se agit6 la botella con movimiento rotatorio para fijar el oxigeno
disuelto, y se guardo en la oscuridad por 30 minutos. Después de haber pasado la
muestra en la oscuridad, se le agreg6 1 ml del acido sulftrico, se agit6 y se formé una
coloracién amarilla oscura. Posteriormente se tomaron 50 ml de la muestra y se
coloco en un matraz erlenmeyer. Posteriormente para la titulacion con tiosulfato se
colocé en una bureta 50 ml de tiosulfato (0,01 mmol/l), luego con la ayuda de la llave
de paso se deja caer gota a gota en el matraz que contenia la muestra moviendo el
matraz constantemente, no se debe dejar de remover, hasta que la solucion se torn6
amarilla clara, luego se coloco de 2 a 3 gotas de almidén y se deja caer gota a gota
nuevamente el tiosulfato hasta que la muestre qued6 transparante. Luego se procedio
a calcular el volumen titulado equivalente a la concentracién de O,. La concentracién
de oxigeno disuelto se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: O.ml/l= 0,05597 x F x

20,134 x V,
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Donde F= 10/promedio de los valores de tiosulfato, V volumen de la muestra.
Analisis estadisticos

Todos los parametros bioquimicos fueron analizados estadisticamente
utilizando un ANOVA de dos via, usado un paquete estadistico Statgrafic Plus
version 5.1 en ambiente Window. Para el contraste “a posteriori” se utilizé una

prueba de Bonferroni (Sokal y Rohlf, 1981).
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RESULTADOS

Metalotioneinas

En la figura 1 se muestra el contenido de MT en la glandula digestiva en los
organismos sometidos a las diferentes condiciones experimentales expuestos a
metales (Cu Cd y H:0,), anoxia (ANX) y anhidrobiosis (ANH), y normoxia
(reoxigenacion). Se observaron diferencias significativas en las diferentes
condiciones experimentales. (Fsc=8270,32; p<0,05; Figura 1); (Fst=7166; 7 p<0,05;
Figura 1).

Cuando se contrastan los organismos controles de cada una de las condiciones
experimentales se observo un aumento significativo en el contenido de MT en las
condiciones de anoxia y anhidrobiosis (70,05 £ 1,09; 72,54 + 0,39 pg de MT/ gmh),
y luego un descenso en los organismos recuperados para ambas condiciones (64,61+
0,38; 33,21+ 0,7839 pg de MT/ gmh).

En el periodo de exposicién a metales se evidencié un aumento significativo
en el contenido de MT en la glandula digestiva en los organismos expuestos a las
concentraciones de Cu y Cd (75, 01 £ 0,24; 76,55 = 0,99 pg de MT/ gmh), no asi
para H,0, (59,07 0,73 pg de MT/ gmh).

Durante el periodo de anoxia se observo un incremento significativo en el
contenido de MT en los organismos preexpuestos a Cu (84,99 = 0,90 pg de MT/ gmh
y un descenso en los organismos preexpuestos a Cd y H,O- (40, 91 + 0,30; 27,78 *
0,18 pg de MT/ gmh).

Durante el periodo de anhidrobiosis se observé un incremento significativo
del contenido de MT en los organismos preexpuestos a Cu y Cd (83, 09 + 1,36;
82,12 £ 1,59; pg de MT/ gmh); mientras se observé una disminucion significativa de
los organismos preexpuestos a H,O, (40,43 = 1,11 pg de MT/ gmh).

Los niveles de MT durante la reoxigenacion, especificamente en los
organismos previamente sometidos a la anoxia, mostraron un descenso en los

organismos preexpuestos a Cd y H.0, (17,45 £ 0,28; 16, 54 + 0,27 pg de MT/ gmh);
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sin embargo en los organismos preexpuestos a Cu los niveles de MT fueron

mantenidos (82,99 = 0,43 pg de MT/ gmh).

En los organismos recuperados de la anhidrobiosis se observd solo una
disminucién significativa en el contenido de MT en los organismos preexpuestos a
Cd (32,74 £ 0,46 pg de MT/ gmh).

La concentracién de grupos -SH en la glandula digestiva mostr6 diferencias
significativas en los organismos sometidos a las diferentes condiciones
experimentales: expuestos a metales, cambios de oxigenacion  (anoxia y
anhidrobiosis) y recuperados en normoxia (reoxigenacién previa anoxia y
reoxigenacion previa anhidrobiosis) (Fsc=489,13; p<0,05; Figura 2); (Fst=117,96;
p<0,05; Figura 2).

Los organismos controles de las condiciones experimentales (anhidrobiosis y
reoxigenacion previa anhidrobiosis), mostraron un incremento significativo en la
concentracion de —SH (0,38 = 0,05 pmoles-SH/mg de proteinas; 0,55+ 0,01 pmoles-
SH/mg de proteinas), mientras que el periodo de anoxia y reoxigenacion previa
anoxia no mostraron diferencias significativas.

En el periodo de exposicion a xenobidticos se observd un aumento
significativo en la concentracién de -SH en los organismos expuestos a la
concentracion de Cu (0,62 + 0,05; pmoles-SH/mg de proteinas), no obstante en los
organismos expuestos a Cd y H,O, no mostraron cambios significativos.

Durante la condiciéon de ANX y reoxigenacion previa ANX no se observaron
diferencias significativas en la concentracién de grupos —SH.

En la condicién de anhidrobiosis se observé un aumento significativo en la
concentracion de grupos —SH en los organismos preexpuestos a Cu, Cd y H,O, (1,06
+ 0,04; 1,86 = 0,39; 1,08 + 0,15 pmoles-SH/mg de proteinas).

En los organismos recuperados previamente de la anhidrobiosis se observé un

aumento significativo en la concentracion de grupos —SH en los organismos
preexpuestos a Cu y H,0O, (0,83 £ 0,05; 1,35 £ 0,07 pmoles-SH/mg de proteinas), no
asi para Cd (0,56 * 0,04 pmoles-SH/mg de proteinas).
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Figura 1. Contenido de metalotioneinas (pg de MT/ gmh) en la glandula digestiva de
P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O, durante
7 dias y en las diferentes condiciones experimentales anoxia (48 horas), anhidrobiosis
(24 horas), anoxia- reoxigenacion y anhidrobiosis- reoxigenacion (3 horas). Las

barras expresan las medias y la tendencia la desviacion estandar.

Control Cu Cd 7 H,0,
Z

Figura 2. Concentracion de grupos sulfidrilos totales (umoles-SH/mg de proteinas)

en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre
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y 50 pmol/l H,O, durante 7 dias y en las diferentes condiciones experimentales
anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas), anoxia- reoxigenacion y anhidrobiosis-
reoxigenacion (3 horas). Las barras expresan las medias y la tendencia la desviacion

estandar.

Peroxidacion de lipidos (MDA)

En la figura 3 se muestran los niveles de TBARS en la glandula digestiva de
los organismos expuestos a las diferentes condiciones experimentales, mostrando
diferencias significativas (Fsc=526,05; p<0,05; Fst=16,36; p<0,05; Figura 3).

Cuando se contrastan los organismos controles de las condiciones
experimentales (anoxia, anhidrobiosis y reoxigenacion previa anoxia) se observd un
aumento en los niveles de TBARS (97,15t 8,42; 182,50+ 3,39; 93,57 £+ 3,17
nmoles de TBARS/mg de proteina), mientras que el periodo de reoxigenacion previa
anhidrobiosis no hubo variacién significativa.

En el periodo de exposicion se observé un aumento significativo en los
niveles de TBARS en los organismos expuestos a las concentraciones de Cu y Cd
(115,96 = 4,97; 83,89 + 10,32 nmoles de TBARS/mg de proteina), no asi para H,O,
(20,64 2,79 nmoles de TBARS/mg de proteina).

En la condicion de anoxia y reoxigenacioén previa anoxia no se observaron
diferencias significativas en los niveles de MDA.

En la condicién de anhidrobiosis se observé un aumento significativo en los
niveles de TBARS en los organismos preexpuestos a Cu, Cd y H,0O, (275,49 + 6,69;
379,70 = 79,54, 388,06 = 68,28 nmoles de MDA/mg de proteina).

En los organismos recuperados de la anhidrobiosis se observd una
disminucién en los niveles de MDA en los organismos preexpuestos a Cu, Cd y H,O»

(54,66 £ 1,14; 50,94 = 3,00; 55,15 = 1,74 nmoles de MDA/mg de proteina).
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Glutationa-S-transferasa (GST)

La actividad de GST en la glandula digestiva presenté diferencias
siginificativas en los diferentes condiciones experimentales (Fsc=104,88; p<0,05/
Fst=234,20; p<0,05; Figura 4).

Cuando se contrastan los organismos controles de las condiciones

experimentales (anoxia, anhidrobiosis, reoxigenacion previa anoxia y reoxigenacion
previa anhidrobiosis), se observé un incremento (0,76 + 0,03; 0,91 £ 0,07; 0,90 *

0,06; 0,82 + 0,11; 0,82 + 0,12 U/ gmh).
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Figura 3. Niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/mg de proteinas) en la
glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50
pumol/l H,O, durante 7 dias y en las diferentes condiciones experimentales anoxia (48
horas), anhidrobiosis (24 horas), anoxia- reoxigenacion y anhidrobiosis-
reoxigenacion (3 horas). Las barras expresan las medias y la tendencia la desviacion
estandar.

Durante la exposicién a metales se observé una disminucién significativa de

la actividad de GST en los organismos expuestos a las concentraciones de Cd y H.O,

(0,62 £ 0,12; 0,64 + 0,09 U/ gmh).
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Figura 4. Actividad maxima de glutatona-S-transferasa (U/ gmh) en la glandula
digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l
H,0, durante 7 dias y en las diferentes condiciones experimentales anoxia (48 horas),
anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3

horas). Las barras expresan las medias y la tendencia la desviacion estandar.

Durante la condicion de anoxia se observé una disminucién significativa de la
actividad de GST en los organismos preexpuestos a Cd y H,O, (0,59 + 0,09; 0,54 *
0,09 U/ gmh), mientras que en los organismos preexpuestos a Cu la actividad de la
enzima se mantuvo igual a los organismos controles.

Durante la condicién de anhidrobiosis se observd una disminucion
significativa de la actividad de GST en los organismos preexpuestos a Cd y H,O»
(0,43 £ 0,01; 0,48 + 0,04 U/ gmh), mientras que en los organismos preexpuestos a
Cu la actividad de la enzima se mantuvo igual a los organismos controles.

La actividad de GST durante la reoxigenacion, en los organismos previamente

sometidos a la anoxia, mostré6 un descenso significativo en los organismos

preexpuestos a Cd y H,O, (0,33 + 0,05; 0,31 = 0,01 U/ gmh), mientras que en los
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organismos preexpuestos a Cu la actividad de la enzima se mantuvo igual a los
organismos controles.

La actividad de GST durante la reoxigenacion, en los organismos previamente
sometidos a la anhidrobiosis mostr6 una disminucién significativa de la actividad de
GST en los organismos preexpuestos a Cd y H,O, (0,53 + 0,11; 0,55 = 0,12 U/
gmh), mientras que en los organismos preexpuestos a Cu la actividad de la enzima se

mantuvo igual a los organismos controles.

Catalasa (CAT)

La actividad de CAT en la glandula digestiva mostré diferencias significativas
en las diferentes condiciones experimentales (Fsc= 51,94; p<0,05/ Fst=383,68;
p<0,05; Figura 5).

Cuando se contrastan los organismos controles se observé un incremento
significativo de la actividad de CAT en las diferentes condiciones experimentales:
anoxia, anhidrobiosis, reoxigenacion previa anoxia y reoxigenacién previa
anhidrobiosis- (0,65 + 2,12; 118,05 + 2,16; 110,05 =+ 2,04; 120,49 + 1,92; 82,01 +
3,19; U/ gmh).

Durante la exposicion a metales se evidenci6 un incremento significativo en la
actividad de la enzima en los organismos expuestos a las concentraciones de Cu, Cd y
H,0, (91,05 + 2,07; 120,09 + 2,06; 81,07+ 2,08 U/ gmh).

Durante la condicién de anoxia se observdé un aumento siginificativo en la
actividad de CAT en los organismos preexpuestos a Cd (160,09 + 3,16 U/ gmh). Sin
embargo se observé una disminuciéon de la actividad de CAT en los organismos
preexpuestos a Cu y H.O, (84,14+ 3,36; 52,42 + 2,17 U/ gmh).

Durante la condiciéon de ANH se observo se observo un aumento siginificativo
en la actividad de CAT en los organismos preexpuestos a Cd (129,01 = 2,04 U/
gmh), mientras se observé una disminucién de la actividad de CAT en los organismos

preexpuestos a H,O, (49,92 + 1,17 U/ gmh).

23



En los organismos recuperados de la anoxia se observd un aumento
siginificativo en la actividad de CAT en los organismos preexpuestos a Cd (158,09 +
3,06 U/ gmh), sin embargo se observé una disminucioén de la actividad de CAT en los
organismos preexpuestos a H,O (51,07 = 1,78 U/ gmh).

En los organismos recuperados de la anhidrobiosis se observo un aumento
significativo en la actividad de CAT en los organismos preexpuestos a Cd (120,82 +
3,08 U/ gmh), sin embargo se observé una disminucién de la actividad de CAT en los

organismos preexpuestos a Cu y H,O, (45,09+ 2,36; 55,64 + 2,10 U/ gmh).
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Figura 5. Actividad maxima de catalasa (U/ gmh) en la glandula digestiva de P.
viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O, durante 7
dias y en las diferentes condiciones experimentales anoxia (48 horas), anhidrobiosis
(24 horas), anoxia- reoxigenacion y anhidrobiosis- reoxigenacion (3 horas). Las

barras expresan las medias y la tendencia la desviacion estandar.
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DISCUSION

Esta investigacion muestra un incremento en los compuestos antioxidantes y
en la actividad de las enzimas a excepcion de la enzima GST, que presentd una
disminucion significativa en el mejillon P. viridis inducido no solo por la exposicién
a metales pesados (Cu y Cd) y agentes prooxidantes (H.O,), sino también bajo
cambios de oxigenacion. Se observo aumento en los niveles de las especies que
reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS) reflejando el dafio oxidativo
asociado a la exposiciéon a un corto periodo a metales, y con mayor efecto en la
anhidrobiosis. Al parecer, en la condicion de anoxia (ANX), las respuestas
antioxidantes fueron suficientes para contrarrestar el posible dafio oxidativo que pudo
ser ocasionado durante este periodo, visualizado por una disminucién en los niveles
de TBARS en anoxia. Contrariamente en el periodo de anhidrobiosis (ANH) se
incrementaron las respuestas bioquimicas: MT, —SH, y CAT, las cuales no fueron
altamente efectivas para evitar el estrés oxidativo que se evidenci6 en esta condicion
por el incremento altamente significativo en los niveles de MDA en los organismos
preexpuestos a (Cu, Cd y H>0,). En la reoxigenacion previa ANX se incrementé el
contenido de MT (Cu) y actividad de CAT (Cd), que fue suficiente para evitar el dafio
lipoperoxidativo evidenciado por no presentar variacién significativa en los niveles
de TBARS. En la reoxigenacion previa anhidrobiosis se observé un incremento en la
concentracion de —SH y actividad de CAT (Cd), las cuales fueron éptimas para
reducir el dafio oxidativo, evidenciado por una reduccién significativa en los niveles
de TBARS en las diferentes condiciones experimentales. La actividad de GST
presentd una disminucién significativa en las diferentes condiciones experimentales
(expuestos, ANX, ANH, reoxigenacion previa ANX, reoxigenacion previa ANH) a
las concentraciones de Cd y H,O..

El incremento en el contenido de MT en la glandula digestiva de los
organismos durante la condicién de exposicion, anoxia y reoxigenacién previa anoxia
a las concentraciones de Cu y Cd, puede estar relacionado con una reduccién

significativa en los niveles de TBARS. Por el contrario el incremento de MT en
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anhidrobiosis no fue suficiente para contrarrestar el dafio oxidativo, evidenciado por
un incremento significativo en los niveles de TBARS en los organismos preexpuestos
a Cu, Cd y H;0,. En el presente estudio los organismos fueron expuestos a Cu y Cd
para inducir las MT y la exposicion a H,O, sirvio para inducir dafios
lipoperoxidativos. En mejillones, el incremento de la producciéon de MT es mediado
por el ingreso de Cu y Cd a la glandula digestiva, esta proteina es capaz de interactuar
directamente con metales (Viarengo et al., 1997). Se ha caracterizado y secuenciado
la MT (tipo I) presente en el mejillon P. viridis, la cual esta formada por 72 aa y un
alto contenido de grupos —SH (21 Cys y 9 dominios Cys-X-Cys) (Khoo y Patel, 1999;
Viarengo et al., 1999; Davis y Cousins, 2000; Zapata, 2005).

Ambos metales (Cu y Cd) ejercen un efecto modulatorio sobre la sintesis de
esta proteina. Las MT tienen un papel importante en los procesos de control de
toxicidad de metales pesados, regulacion del metabolismo, transporte y
almacenamiento de metales como Zn y Cu y protecciéon frente al estrés oxidativo
(Zapata y Nusetti, 2007). Las MT juegan un papel fundamental como un sistema de
proteccion celular contra la toxicidad del Cd y debido a que en su forma iénica el Cu
es un elemento muy téxico, se ha propuesto que las MT pueden tener una funcién
importante al fijar el Cu i6nico y asi mantener baja su concentracion intracelular. La
estabilidad del complejo MT-Cu es 100 mayor a la MT-Cd y a su vez la constante de
estabilidad del complejo es 1000 veces mayor a la del complejo MT-Zn (Brambila,
1999).

El incremento de MT en organismos preexpuestos a Cd y Cu en los periodos
de anoxia y reoxigenacion previa anoxia fue suficiente para evitar los dafios
oxidativos y posibles ajustes fisioldgicos que permitieron una mayor sobrevivencia a
la anoxia (Zapata, 2005; Zapata y Nusetti, 2007); respuesta que no fue evidenciada
en los organismos expuestos a anhidrobiosis, por el incremento en los niveles de
TBARS. Un metabolismo aerébico limitado puede comprometer el mantenimiento de
las funciones; es ampliamente conocido que los niveles subletales de Cd disipan el
potencial de membrana mitocondrial en invertebrados y vertebrados, alterando de esta

manera todos los procesos bioquimicos fundamentales que se encargan de producir
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energia a partir de nutrientes por medio de oxigeno, lo que trae como consecuencia el
agotamiento de ATP (Nusetti et al., 2010); y el Cu a altas concentraciones puede
producir estrés oxidativo por reacciones Fenton (Fridovich, 1998).

Las principales rutas de desintoxicacion de metales pesados en los tejidos
incluyen la actividad de ligandos a los metales en ciertas proteinas (MT y algunas
proteinas de alta masa molar), secuestros por los lisosomas y vesiculas membranosas
de metal-tiolados y complejos metal-imidazolicos de moléculas de baja masa molar
(taurina, histidina). Los metales ligados a moléculas organicas pueden ser dirigidos a
los lisosomas y a las vesiculas intracelulares, resultando en la reduccion de la
toxicidad de los iones metalicos por via exocitosis y excercion del cuerpo (Viarengo
et al., 1981; Di Giulio et al., 1995; Aleman, 2007).

Las MT son buenas candidatas a participar en la defensa frente al estrés
oxidativo por varias razones. En primer lugar estas proteinas tienen un gran nimero
de tioles en su estructura. Este grupo quimico es muy neutr6filo por lo que puede
reaccionar con mucha afinidad con radicales electréfilos como las EROs (Kagi y
Shaffer, 1988; Vallee, 1995). In vitro se ha observado que la MT-I es capaz de
interaccionar con el radical libre OH" y en menor medida con O, causados por la
actividad de la xantina oxidasa. La afinidad con la que reacciona con OH" es superior
a la de cualquier molécula biol6gica conocida por lo que pensé que su funcién podria
ser la de proteger a la célula frente a este radical (Thomalley y Vasak, 1985). La
interaccion se realizaria con directamente con los grupos tioles al ser desplazados los
metales.

El incremento observado en la concentracion de grupos —SH en los mejillones
durante el periodo de exposicién (Cu), anhidrobiosis (Cu, Cd, H>O,) y reoxigenacién
previa anhidrobiosis (Cu, H,O), posiblemente corresponda a una respuesta de
compensacion antioxidante contra la produccion de intermediarios reactivos
experimentada por el ingreso excesivo Cd y Cu al organismo, evidenciado por un
aumento en los niveles de TBARS en el periodo de anhidrobiosis. No obstante en el
periodo de anhidrobiosis también se observé un incremento de las MT, pero no fue

suficiente para contrarrestar los dafios oxidativos. Sin embargo, el incremento de —-SH

27



en el periodo de reoxigenacion previa anhidrobiosis fue suficiente para evitar dafios
lipoperéxidativos, ya que se observé una reduccion significativa en los niveles de
TBARS.

Con la valoracion de los grupos tioles en esta investigacion se pretendid
obtener en forma generalizada, la sumatoria de las concentraciones de GSH,
Homocisteina, cisteina y otros compuestos contentivos de —SH, inclusive proteinas.
Los grupos —SH son quimicamente activos y presentan una alta afinidad por metales
pesados (edman et al., 2001). Los tioles de baja masa molecular, actian como
antioxidantes enddgenos y amortiguadores redox, siendo importantes en la
homeostasis celular. Estas funciones celulares son mediadas por modificaciones post-
traduccionales (procesos de tiolacion de proteinas), las cual involucran la formacion
de mezclas de disulfuros entre GSH y residuos de cisteinas de cadenas polipeptidicas
(Zapata, 2005; Barreto, 2010).

P. viridis posee defensas antioxidantes (compuestos y enzimas antioxidantes)
para contrarrestar los dafios oxidativos. Uno de los compuestos mas importantes es la
GSH, junto a otros compuestos de baja masa molecular contentivos de grupos —SH
(Zapata, 2005). La GSH a pesar que posee un solo grupo —SH, tiene como funcién
principal y primordial mantener el balance redox (GSH y GSSG) en la célula,
asegurando el funcionamiento normal, como el transporte y metabolismo en el
organismo. Por esta razon y porque se ha sefialado que la GSH protege contra la
toxicidad de Hg, Cd y Cu indicando la actividad protectora de la molécula, por la
afinidad de los grupos —SH con iones de metales. Metales como Hg, Cu y Fe existen
en multiples estados de oxidacion las cuales inducen, a series de reacciones redox,
estrés oxidativo en células y tejidos (Aleman, 2007). Ademdas se han reportado
incrementos en la concentracion de GSH como respuesta antioxidante en P. viridis
sometido a bifenilos policlorinados (PBCs), un fuerte inductor de dafio oxidativo
(Cheung et al., 2002).

El incremento de los niveles de TBARS en el periodo de exposicion (Cu) y
anhidrobiosis (Cu, Cd y H,O,) puede estar relacionado con la sobreproduccién de

EROs que podria estar desbalanceando al sistema de defensa antioxidante; indicando
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que las respuestas bioquimicas no fueron suficientemente efectivas para contrarrestar
el dafio oxidativo ocasionado en las membranas. La sobreproduccién de radicales
libres, tales como el anion superdxido y radical hidroxilo pueden perturbar la
eficiencia antioxidante, lo cual ofrece un preambulo para las alteraciones oxidativas
(peroxidacién) de las membranas bioldgicas. El efecto prooxidante de los metales de
transcision tales como Fe y Cu en organismos ha sido ensayado, mostrando que estos
metales pueden inducir produccion de oxiradicales principalmente peroxidaciéon de
lipidos. Esto fue confirmado en este estudio, demostrando incrementos de EROs y
MDA en el tejido de mejillones expuestos a Cu en los periodos anteriormente
mencionados. De igual manera se observo una alteracion del estado redox en los
organismos expuestos a Cd y H,O, respectivamente.

En el entorno celular las moléculas atacadas pueden ser proteinas, acidos
nucleicos 6 acidos grasos que pueden ver alterada su estructura molecular y su
funcién. Dentro de los dcidos grasos son especialmente sensibles los acidos grasos
poliinsaturados (PUFA). Como consecuencia de la reaccién con un radical libre, la
molécula con la que interacciona puede perder 6 ganar electrones convirtiéndose a su
vez en un radical lo cual puede conducir a una reacciéon en cadena como la
peroxidacion lipidica. Estudios realizados con Cu y Cd en la glandula digestiva han
demostrado que la primera alteracion se detecta por una baja actividad y estabilidad
de las membranas lisosomales (estructuras que participan en el catabolismo y
eliminacion de las MT), sugiriendo que los iones metalicos juegan un rol bioquimico
en la peroxidacion de lipidos (LPO), representando probablemente el punto central en
la alteracién de la fisiologia lisosomal (Viarengo et al., 1981). Se ha sugerido que el
Cu estimula los procesos de LPO alterando la fisiologia de los lisosomas de la
glandula digestiva del mejillon M. edulis, indicando un incremento en el contenido de
granos de lipofusina capaces de unir cationes metalicos en forma estable,
representando un tipo de desintoxicacion de los metales pesados en las células de los
mejillones (Viarengo, 1989). Varios estudios muestran el aumento en LPO en

organismos expuestos a altas concentraciones de xenobidticos (Manduzio et al .,

29



2004; Sanchez, 2008), originandose lipoperédxidos, lo cual es una sefial importante de
que estan ocurriendo procesos patologicos en la célula (Pacifici y Davies, 1991).

La disminucion de los niveles de TBARS en el periodo de reoxigenacion
previa anhidrobiosis puede ser debido a que las respuestas bioquimicas fueron
altamente efectivas contra la produccion de oxiradicales, inducidos por la exposicion
a metales pesados, evitando asi niveles elevados de peroxidacion de lipidos.

De Almeida et al., 2005 explican que pueden ocurrir cambios en el sistema de
defensa antioxidante durante la falta de O, en organismos tolerantes hipoxia/anoxia.
Tales cambios no fueron observados después de 18 horas, lo que indica que el tiempo
de exposicion afecta al sistema de defensa antioxidante. Cuando los mejillones fueron
reoxigenados, los niveles de MDA retornaron a los valores controles. Este patron
muestra que los mejillones son capaces de conservar los niveles basales cuando son
reoxigenados, lo cual indica la necesidad de oxigeno en los procesos metabdlicos para
tratar de reparar el dafio oxidativo y esto concuerda con los resultados obtenidos en
este estudio.

También se ha demostrado que la LPO de las membranas bioldgicas juega un
papel prominente en el envejecimiento de las células y en la toxicidad del oxigeno,
ocasionando una disminucion significativa de los fosfolipidos de las membranas,
modificando asi su fluidez. Es probable que los iones de Cu participen en la
iniciacion y propagacion de LPO y estimulen in vivo la degradacion de las
membranas lipidicas (Sanchez, 2008). Los niveles de MDA van a depender de las
enzimas antioxidantes, las mismas pueden variar entre 6rganos, concentracion y
tiempos de exposicion.

La disminuciéon de la actividad de GST en la glandula digestiva de los
organismos expuestos a las diferentes condiciones experimentales, puede ser debido a
que a las concentraciones de Cd y H,0O,, causaron una inhibicion en la actividad de la
enzima, lo cual evitd la captacion y subsiguiente eliminacion de sustancias
prooxidantes, posiblemente asociado con una condicion de estrés oxidativo,
evidenciado por los niveles de MDA. Se ha reportado que no todas las isoenzimas de

GST pueden ser inducibles (Fitzpatrick et al., 1995). La GST se encarga de controlar

30



la toxicidad de metabolitos electrofilicos derivados de la biotransformacion de
xenobidticos sustancias de desecho fisiolégicos los cuales son conjugados a GSH (Di
Giulio et al., 1995). Estos complejos se hacen mas solubles y facilmente excretables.
La actividad de GST mayormente detectada en el citosol y en la fraccién microsomal
y son susceptibles a ser inducidas por exposicion a sustancias prooxidantes (Damian
et al., 2004; Manduzio et al., 2004). Ademas existen evidencias que sugieren la
participacion de la enzima en el transporte intracelular de compuestos lipofilicos
endégenos y exogenos (xenobidticos) hacia la membrana micromosomal para su
biotrasformacion primaria por el MFO de citocromo P450 (Nusetti et al., 2004).

Existen estudios donde la actividad de GST no fue incrementa en la glandula
digestiva expuesta a diferentes contaminantes (Jemec et al., 2008; Sanchez, 2008).
Cheung et al, 2001, reportaron que la GST hepatica no incremento
significativamente con la conc de PAHSs, lo cual puede ser debido a que en algunos
casos la concentracion del toxico puede ser innaturalmente alta, causando que la
enzima sea inhibida. También es posible que los intermediarios t6xicos producidos en
el hepatopancreas pueda inactivar a GST, resultando una reducida actividad de GST.
De igual manera Manduzio et al., 2004, no observaron incremento de GST en
hepatopancreas, debido a que a pesar de que la glandula digestiva es de peculiar
interés porque este tejido esta involucrado en mas procesos de biotransformacién y
generacion del ciclo redox, pero esto muestra altas fluctuaciones de niveles de
actividad.

Existen evidencias que muestran que la actividad de GST no fue incrementada
durante los periodos de exposicion a anoxia y anhidrobiosis. Krivoruchko y Storey,
2010 reportaron que existen dos clases de a GST fueron encontradas en el higado de
Trachemys scripta elengans, un homodimero y un heterodimero. Ambos exhibieron
una mayor reduccion especifica en respuesta a anoxia y el heterodimero presento
mejor cambio en preferencia del sustrato. Ademas es aparente que GST sufre
modificaciones en respuesta a cambios en la disponibilidad de oxigeno para optimizar
su funcion. Sin embargo, De Almeida et al., 2005 observaron incrementos en la

actividad de GST en la glandula digestiva a hipoxia (18 horas) y reoxigenacién
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(1hora); Este incremento puede ser debido a la excreciéon de los productos finales
anaerobicos generados y acumulados durante el periodo hipoxia/anoxia. Sin embargo
existen evidencias que las isoformas de GST tienen actividad peroxidasa.

El incremento de la actividad de la enzima CAT en la glandula digestiva en
los organismos durante el periodo de exposicién (Cu, Cd y H,0,), ANX (Cd), ANH
(Cd), reoxigenacion-ANX (Cd) y reoxigenacion-ANH (Cd), sugiere una situacion de
incrementos en la produccion de oxiradicales presumiblemente con aniones
superoxidos y peroxidos asociado sustancias prooxidantes. Estas respuestas de
defensa antioxidante contra el desarrollo de un estrés oxidativo, a nivel enzimatico
refleja la capacidad de defensa que posee CAT frente a la presencia de EROs. La
glandula digestiva en bivalvos acumula elevados niveles de sustancias organicas e
inorganicas, cuya biotransformacion resulta en un incremento en la generacion de
radicales libres, acentuando el riesgo de LPO y cambios estructurales en las proteinas,
y ac. nucleicos sino emerge una respuesta adecuada antioxidante (Viarengo et al.,
1990; Di Giulio et al., 1995; Nusetti et al., 2004). CAT descompone el H,O, en agua
y oxigeno (Wiston y Di Giulio, 1991; Fridovish, 1998). Numerosas investigaciones
han demostrado la activacion del sistema de defensa antioxidante especificamente
CAT en organismos contaminados con distintos xenobioticos organicos e inorganicos
(Cheung et al., 2001; 2002; Niyogi et al., 2001; Sanchez, 2008).

El incremento en la actividad de CAT es interpretado como una preparacion
del mejillon en respuesta a la produccion de EROs durante la anoxia y anhidrobiosis
y la subsecuente reoxigenacion. Segun la hipdtesis Hermes-Lima et al., 1998, el cual
observd incrementos de SOD y CAT en 30 dias de invernacion. Considerando que la
exposicion hipoxia/anoxia pueden resultar en incrementos en dafios de ADN vy
peroxidacion de lipidos, por esto incrementa la actividad CAT, que también puede
resultar como respuesta celular para el incremento en la produccion de EROs durante
el periodo de hipoxia. Aunque este incremento no puede proteger contra dafio
oxidativo durante el periodo de hipoxia, puede contribuir a un decrecimiento del dafio
después de la reoxigenacion (De Almeida et al., 2005). Krivoruchko y Storey, 2010,

han observado un incremento de CAT en el periodo activo después de la estivacion.
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En contraste una situacion diferente ocurrio en estivacion en O. ldctea, la actividad de
CAT, SOD, GPx, GST, fueron generalmente altas en hepatopancreas en caracoles en
estivacion que en caracoles activos (Hermes lima et al., 1995). Se han postulado que
estos ajustes de defensa antioxidante pueden minimizar dafios debido a la carga de la
generacion de EROs, ocurriendo como resultado de un rapido incremento en el
consumo de O, sobre minutos tempranos del despertamiento (Hermes lima et al.,
1998).

La disminucion de la actividad de la enzima CAT en la glandula digestiva en
los organismos durante los periodos de ANX (H.0,), ANH (H:0,), reoxigenacion-
ANX (H;O;) y reoxigenacion-ANH (H,O,), puede ser debido a que el Cd
probablemente induce la produccién del radical hidréxilo, el cual es la principal via
para la produccion de H,O, (Jemec et al., 2008). Igualmente a altas concentraciones
de H,O, causan una inactivacion rapida de CAT (Aebi, 1984).

El consumo de oxigeno fue alto en los organismos expuestos a las 24 horas al
periodo de ANX, mientras que a las 48 horas no hubo consumo de oxigeno. El
consumo de oxigeno permite medir la condicion fisiologica de los individuos frente
una situacion de estrés por contaminantes en los ecosistemas marinos (Narvaez et al.,
2005).

En este estudio se evidenciaron las adaptaciones bioquimicas que sufren los
organismos cuando estan sometidos a estados de exposicion como: anoxia,
anhidrobiosis, reoxigenacién previa anoxia y reoxigenacion previa anhidrobiosis
demostrado por las respuestas bioquimicas analizadas en la glandula digestiva de P.
viridis en los distintos cambios de oxigenacion. El mejillon verde P. viridis esta
adaptado a rapidas y drasticas fluctuaciones de oxigeno en su medio natural.
Generalmente los bivalvos sometidos a cortos periodos de ANX (2-4 horas)
incrementan la actividad de las enzimas fosforilasa, fosfofructoquinasa, aldolasa,
piruvato quinasa entre otras. Por lo tanto se sugiere que las alteraciones en las
membranas biologicas y/o macromoléculas asociadas, podrian ser un factor de
perturbacion en los ajustes del metabolismo energético que modulan la actividad

glucolitica bajo condiciones de ANX (Zapata, 2005).
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Los mecanismos bioquimicos de tolerancia a la ANX en moluscos han sido
bien estudiados en bivalvos y gasterépodos para Mytilus spp (de Zwan et al., 1992),
y L. littorea (Greenway y Storey, 2001). Por consiguiente, la respuesta a la ANX
incluye la inhibicion reversible para la via glucolitica acoplada con el incremento en
la produccién de ATP por metabolismo fermentativo, principalmente para la
acumulacién de succinato y propionato como productos finales. Ademas, la
renovacion de ATP es inhibida y la tasa metabdlica suprimida a 10% de la tasa
aerdbica restante a igual temperatura (Ladare y Storey, 2002; Tovar, 2007).

El estrés oxidativo puede ocurrir bajo varias condiciones, una de las mas
importantes es la exposicion de los organismos a hipoxia/anoxia seguido por
reoxigenacion (Hermes-lima y Zenteno-Savin, 2002; Storey, 2004). Esta condicion
principalmente puede ocasionar cambios significativos en el metabolismo oxidativo
celular, generalmente inducido por sensores de O, que son modulados por cambios en
la produccion de O,. Los sensores de O, son hemoproteinas o proteinas que encierran
un cofactor hemo (Hochachka, 1997), los cuales son afectados por modificaciones en
la concentracion de O.. El sensor también puede contener NADPH oxidasa y es capaz
de generar EROs para servir como moléculas sefiales. (Hermes-Lima et al., 1998).

Datos previos han indicado que aun cuando los mejillones son expuestos a la
hipoxia, ellos pueden mantener un bajo flujo de O,, los tejidos por apertura y cierre
periodico de la concha (gapping behavior) que garantiza una baja renovacién de O..
La mitocondria ha sido considerada como un posible sensor de O, durante hipoxia,
por la continua generaciéon de EROs en el sitio de la Ubisemiquinona del complejo
III. Es bien conocido que las EROs pueden ser producidas por reduccion imcompleta
del O, molecular en la cadena tranportadora de electrones en la mitocondria. Las
EROs generadas en este proceso incluyen O,", OH", H.O,; y la tendencia de la cadena
tranportadora de electrones para generar tales EROs es por una transferencia de
electrones inapropiada al O, molecular, que depende de factores que incluye la
disponibilidad del O, molecular el estado de reduccién de llevar los electrones y

membrana potencial de la mitocondria (De Almeida et al., 2005).
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La capacidad de depresibn metabolica 10-20% del correspondiente
metabolismo aerdbico, permite que los tejidos minimizen la necesidad de energia y
ademas de la supervivencia por extensos periodos de tiempo usando el ATP generado
por la glucolisis anaerébicamente solamente. Ademas para los cambios presentados
en tejidos por la severa limitante de O, (anhidrobiosis) la tortuga puede también sufrir
con el potencial de estrés oxidativo que ocurre con la reintroduccion del O,. La
cadena transportadora de electrones mitocondrial puede reducirse durante la
hipoxia/anoxia porque es menor o ausente de O, como aceptor de electrones. Esto
hace particularmente susceptible para regenerar EROs sobre la reoxigenacién cuando
la presencia de O, es alta (Storey y Storey, 1990; Krivoruchko y Kenneth Storey,
2010).

Esta investigacion evidencio el efecto que tienen los metales pesados (Cu y
Cd) sobre la modulacién de las respuestas bioquimicas (MT, grupos —SH, GST,
CAT) en presencia de cambios de oxigenacion. Es probable que la preexposicion de
P. viridis a cobre, cadmio y peroxido de hidrogeno, haya resultado en la
intensificacion del sistema antioxidante mediado por las MT, particularmente en el
periodo de anoxia y reoxigenacion previa anoxia fueron altamente efectivas
relacionandose inversamente con la formacién de TBARS en la glandula digestiva de
los organismos. Sin embargo en el periodo de anhidrobiosis el incremento de las MT
y las respuestas bioquimicas activadas no fueron suficientes para contrarrestar los
dafios oxidativo mostrado por una relacién directa con incremento de productos de
lipoperoxidacion de membranas (TBARS), lo cual evidencia que posiblemente fue
este el cambio de oxigenacién que mas afecto el sistema de defensa antioxidante y los

ajustes fisioldgicos inducidos por la falta de O-.
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CONCLUSIONES

La exposiciéon P. viridis a concentraciones subletales de Cu, Cd y H.O;
reflej6 alteraciones en las respuestas bioquimicas, inducidas por accién directa
de los posibles agentes prooxidantes.

El sistema antioxidante en la glandula digestiva de P. viridis no fue afectado
por la exposicion a Cu, Cd y HO; en el periodo de anoxia, no obstante las
elevadas concentraciones de MT comprueban ser un mecanismo de defensa
efectivo contra la toxicidad del Cd toxicidad que podria afectar los
mecanismos de adaptacion bioquimicos relacionados con la tolerancia a
condiciones anoxicas.

El sistema de defensa antioxidante no fue altamente efectivo en la glandula
digestiva en el periodo de ANH, mecanismo de defensa inducibles en
presencia de altas concentraciones de EROs; ya que los niveles de TBARS
reflejaron una condicién de dafio oxidativo.

La sensibilidad de los biomarcadores bioquimicos evaluados en P. viridis
siguieren ser eficaces sefiales en presencia de metales pesados como Cu y Cd,
marcando diferencias significativas en el tiempo de exposicién y dosis de los
contaminantes.

En esta investigaciéon se evidenci6 el efecto que tiene los metales pesados
sobre las respuestas bioquimicas en los diferentes cambios de oxigenacion en

los que habitan los mejillones en el ambiente natural.
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APENDICES

Apéndice 1. Analisis de la varianza para el contenido de metalotioneinas (pg de MT/ gmh) en la
glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O,
durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicion anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas),
reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de
libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

A: Estado 33081,3 4 8270,32 10603,90 0,0000
B: Tratamientos 21500,1 3 7166,7 9188,87 0,0000
Interacciones

AB 9218,34 12 768,195 984,95 0,0000
Residuos 93,5919 120 0,779932

:l:;)tal (corregido) 63893,3 139

Apéndice 2. Analisis de la varianza para la concentracién de grupos -SH (pmoles-SH/mg de proteinas)
en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l
H>0O; durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicién anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24
horas), reoxigenacién- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados, Gl:
grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P

Efectos principales

A: Estado 18,8623 4 4,71558 489,13  0,0000
B: Tratamientos 3,41171 3 1,13724 117,96 0,0000
Interacciones

AB 8,56889 12 0,714074 74,07  0,0000
Residuos 1,15689 120 0,00964077

Total (corregido) 31,9998 139




Apéndice 3. Andlisis de la varianza para los niveles de malondialdehido (nmoles de TBARS/mg de
proteinas) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50
pmol/l H;O, durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicién anoxia (48 horas), anhidrobiosis
(24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados,
Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

A: Estado 1,281726 4 320429,0 526,50 0,0000
B: Tratamientos 29871,3 3 9957,09 16,36 0,0000
Interacciones

AB 219787,0 12 18315,6 30,09 0,0000
Residuos 73032,8 120 608,607

Total (corregido)

1,604416 139

Apéndice 4. Andlisis de la varianza para la concentracién de proteinas totales (jg de proteina/gmh) en
la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O,
durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicion anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas),
reoxigenacion- anoxia y reoxigenacién- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de
libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

A: Estado 14258,4 4 3564,59 561,30 0,0000
B: Tratamientos 2934,05 3 978,016 154,00 0,0000
Interacciones

AB 17171,5 12 1430,95 225,33 0,0000
Residuos 762,067 120 6,35056

Total (corregido)

35125,9 139




Apéndice 5. Analisis de la varianza para el contenido de carbohidratos totales (pg de carbohidratos/
gmh) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50
pmol/l H;O, durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicién anoxia (48 horas), anhidrobiosis
(24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados,
Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadréticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

A: Estado 34494,2 3 11498,1 3,10 0,0288
B: Tratamiento 180663,0 3 60221,1 16,26 0,0000
Interacciones

AB 18971,5 10 1231,95 218,09 0,0000
Residuos 492561,0 133 3703,47

Total (corregido) 707719,0 139

Apéndice 6. Analisis de la varianza para la actividad maxima de glutationa-S-transfersa (U/ gmh) en la
glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O,
durante 7 dias y en los diferentes periodos de exposicion anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas),
reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de
libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

A: Estado 3,477886 4 869471,0 104,88 0,0000
B: Tratamientos 5,824456 3 1,941486 234,20 0,0000
Interacciones

AB 1,286146 12 107179,0 12,93 0,0000
Residuos 994792,0 120 8289,93

Total (corregido) 1,158337 139




Apéndice 7. Analisis de la varianza para la actividad maxima de catalasa (U/ gmh) en la glandula
digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O- durante 7
dias y en los diferentes periodos de exposicién anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas),
reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de
libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs P
Efectos principales

A: Estado 16344,1 4 4086,02 51,94 0,0000
B: Tratamientos 90558,3 3 30186,1 383,68 0,0000
Interacciones

AB 77012,6 12 6417,72 81,57 0,0000
Residuos 9440,93 120 78,6744

Total (corregido) 193356,0 139

Apéndice 8. Contraste de rango multiple para el contenido de metalotioneinas (pg de MT/ gmh) en la
glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,0,
durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos

homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

H.0; 35 29,743 0,149278 X

Cd 35 39,9519 0,149278 X
Cu 35 58,3518 0,149278 X
Control 35 58,7602 0,149278 X




Apéndice 9. Contraste de rango multiple para concentracién de grupos —SH (pmoles-SH/mg de
proteinas) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50
pmol/l H,O, durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH:

grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 35 0,26176 0,0165967 X

Cu 35 0,563439 0,0165967 X
Cd 35 0,633621 0,0165967 X
H.0; 35 0,647128 0,0165967 X

Apéndice 10. Contraste de rango multiple para los niveles de malondialdehido (nmoles de TBARS/mg
de proteinas) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y
50 pmol/l H,O, durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH:

grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Control 35 92,754 4,16998 X
Cu 35 117,109 4,16998 X
H.0; 35 121,264 4,16998 X
Cd 35 132,857 4,16998 X

Apéndice 11. Contraste de rango multiple para la concentracién de proteinas totales (pg de
proteina/gmh) de en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de
cobre y 50 pmol/l H,O, durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estandar
y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Cd 35 27,6832 0,425963 X
H.0; 35 29,2391 0,425963 XX
Cu 35 29,7869 0,425963 X

Control 35 39,3241 0,425963 X




Apéndice 12. Contraste de rango multiple para el contenido de carbohidratos (ug de carbohidratos/
gmh) de en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/1 de cobre y 50
pmol/l H,O, durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH:
grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Cd 35 42,3792 10,4064 X
H,0, 35 93,6023 10,4064 X

Cu 35 103,802 10,4064 X
Control 35 143,12 10,4064 X

Apéndice 13. Contraste de rango multiple para la actividad maxima de glutationa-S- transferasa
(U/gmh) de en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l1 de cobre y 50
pmol/l H,O, durante 7 dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH:
grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Cd 35 501,786 15,3901 X
H,0, 35 590,0 15,3901 X

Cu 35 909,048 15,3901 X
Control 35 982,33 15,3901 X

Apéndice 14. Contraste de rango multiple para la actividad méxima de catalasa (U/gmh) en la glandula
digestiva de P. viridis expuestos a 100 pg/l de cadmio, 50 pg/l de cobre y 50 pmol/l H,O, durante 7
dias. PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

H>0; 35 58,0857 1,49928 X

Cd 35 111,057 1,49928 X

Cu 35 90,9857 1,49928 X

Control 35 125,986 1,49928 X




Apéndice 15. Contraste de rango multiple para el contenido de metalotioneinas (pug de MT/ gmh) en la
glandula digestiva de P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicion anoxia (48 horas),
anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). PR:

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

Método PR X DE GH
(Dosis)

RecAnoxia 28 31,202 0,166897 X
RecAnhidro 28 38,9269 0,166897 X
Anoxia 28 35,5334 0,166897 X
Anhidrobiosis 28 54,8983 0,166897 X
Normoxia 28 72,9481 0,166897 X

Apéndice 16. Contraste de rango multiple para la concentraciéon de grupos -SH (pmoles-SH/mg de
proteinas) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicién
anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacién- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3
horas). PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH

(Dosis)

RecAnoxia 28 0,16853 0,0185557 X

Anoxia 28 0,222214 0,0185557 X
Normoxia 28 0,323026 0,0185557 X
RecAnhidro 28 0,823626 0,0185557 X
Anhidrobiosis 28 1,09504 0,0185557 X




Apéndice 17. Contraste de rango multiple para los niveles de malondialdehido (nmoles de TBARS/mg
de proteinas) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicion
anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3
horas). PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estdndar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH

(Dosis)

RecAnhidro 28 53,5897 4,66218 X
Normoxia 28 64,3606 4,66218 XX
Anoxia 28 74,1365 4,66218 X
RecAnoxia 28 81,4511 4,66218 X
Anhidrobiosis 28 306,441 4,66218 X

Apéndice 18. Contraste de rango multiple para la concentracién de proteinas totales (pg de
proteina/gmh) de en la glandula digestiva P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicion
anoxia (48 horas), anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3
horas). PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estdndar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Anhidrobiosis 28 17,43 0,476241 X
RecAnhidro 28 21,3861 0,476241 X
RecAnoxia 28 36,5954 0,476241 X
Normoxia 28 40,9471 0,476241 X

Anoxia 28 41,1831 0,476241 X




Apéndice 19. Contraste de rango multiple para el contenido de carbohidratos (ug de carbohidratos/
gmh) de en la glandula digestiva P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicién anoxia
(48 horas), anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacién- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas).
PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estdndar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

Anhidrobiosis 28 77,4273 11,5007 X
Normoxia 28 83,6463 11,5007 X
Anoxia 28 107,744 11,5007 X
RecAnhidro 28 114,085 11,5007 X
RecAnoxia 28 110,081 11,5007 X

Apéndice 20. Contraste de rango multiple para la actividad méaxima de glutationa-S- transferasa
(U/gmh) en la glandula digestiva de P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicion anoxia
(48 horas), anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacién- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas).
PR: porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacién estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

RecAnoxia 28 530,283 17,2067 X
RecAnhidro 28 652,158 17,2067 X
Anhidrobiosis 28 718,835 17,2067 X
Anoxia 28 837,054 17,2067 X

Normoxia 28 990,625 17,2067 X




Apéndice 21. Contraste de rango multiple para la actividad maxima de catalasa (Ugmh) en la glandula
digestiva de P. viridis expuestos a los diferentes periodos de exposicién anoxia (48 horas),
anhidrobiosis (24 horas), reoxigenacion- anoxia y reoxigenacion- anhidrobiosis (3 horas). PR:
porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y GH: grupos homogéneos.

Método PR X DE GH
(Dosis)

RecAnhidro 28 80,6786 1,67625 X
Normoxia 28 89,4464 1,67625 X
Anhidrobiosis 28 95,75 1,67625 X
RecAnoxia 28 107,821 1,67625 X

Anoxia 28 108,946 1,67625 X
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Resumen (abstract):

Con el objetivo de evaluar los efectos que inducen los metales pesados sobre las respuestas
antioxidantes y la tolerancia del mejillon verde Perna viridis a la anoxia (ANX) y anhidrobiosis
(ANH), se procedi6 a colocar, en acuarios estaticos, diez organismos a 100 pg de Cd /1, 50 pg Cu/l,
50 pmol/L de H,O, y un grupo so6lo en agua de mar, durante una semana. Posteriormente, los
organismos pre-expuestos fueron colocados (por separados) en dos condiciones experimentales: (1)
agua anoxica por 48 horas, (2) fuera del agua (anhidrobiosis) por 24 horas; para luego (3)
colocarlos en acuarios con agua de mar completamente aireada durante 3-5 horas como periodo de
reoxigenacion. Se determiné en cada uno de los organismos tratados: el contenido de
metalotioneinas (MT), concentracién de grupos sulfidrilos (-SH), sustancias que reaccionan al acido
tiobarbitarico (TBARS), proteinas (PT) y actividad de las enzimas glutationa-S- transfersa (GST) y
catalasa (CAT). El consumo de oxigeno (O) en el periodo de anoxia también fue evaluado. Los
parametros evaluados fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA doble y para
contraste “a posteriori”. Se evidenci6 un incremento significativo en el contenido de MT durante la
exposicion a metales y durante el periodo de anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu y a
Cd, en el grupo de anoxia y en el de reoxigenacién previa anoxia se observé que las MT
incrementaron solo con la preexposicion a Cu. Se observo una disminucion significativa de la MT
en los periodos de anoxia y reoxigenacion previa anoxia en los organismos preexpuestos a Cd y a
H,0,. Se evidenci6 un aumento significativo en la concentraciéon de grupos sulfidrilos durante la
exposicion en los organismos expuestos a Cu, durante la condiciéon de anhidrobiosis en los
organismos preexpuestos Cu, Cd y a H;O, y en la condicion reoxigenacion previa anoxia en los
organismos preexpuestos a Cu y a H.O,. Se observo un incremento significativo en los niveles de
TBARS durante la exposicion en los organismos expuestos a Cu y Cd, y en la condicion de
anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu, Cd y H,0,; contrariamente se observd una
disminucién significativa en los niveles de TBARS en la condicién de reoxigenacién previa
anhidrobiosis. La actividad de GST mostré un descenso significativo en todas las condiciones
experimentales en los organismos preexpuestos a Cd y H,0,. La actividad de CAT mostré un
incremento significativo en las condiciones experimentales: anoxia, anhidrobiosis, reoxigenacién
previa anoxia y reoxigenacion previa anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cd. Se
observé una disminucion significativa de la actividad de la enzima en la condicién de anoxia y
reoxigenacion previa anhidrobiosis en los organismos preexpuestos a Cu y a H,O,. En esta
investigacion se evidencio el efecto que tiene los metales pesados sobre las respuestas bioquimicas
en los diferentes cambios de oxigenacion.
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Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACFON PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009”.

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