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RESUMEN

Las metalotioneinas (MTs), son proteinas ubicuas, no enzimaticas, de baja masa
molecular y de alto contenido de cisteina. Los grupos tiol (-SH) de los residuos de
cisteina permiten a las MTs unir metales particulares por lo que son usadas como
biomarcador en programas de monitoreo de contaminacion, basandose en la premisa de
que el aumento de los niveles de MTs se debe principalmente a la exposicion metalica.
Sin embargo, factores naturales como la temperatura, el indice de condicién y el sexo
pueden influir en la sintesis de MTs; por lo que en el presente trabajo se evalud la
relacién entre las MTs, el indice de condicién (IC) y la concentracion de metales en
organismos del bivalvo Arca zebra de la localidad de Guayacan, Edo. Sucre, Venezuela.
Los niveles de MTs fueron determinados en muestras recolectadas desde enero hasta
diciembre 2012, por un método de cuantificacion colorimétrica empleando reactivo de
Ellman, el IC fue calculado utilizando la ecuacion 1C= (Masa seca/Masa humeda) *100
y los metales fueron evaluados en el tejido blando seco digerido con acido nitrico a
través de espectrofotometria inductivamente acoplado a plasma (ICP). La pepitona A.
zebra presentd una variacion estacional significativa de los valores de MTs, IC y
metales. De acuerdo a los valores promedios obtenidos en A. zebra, las concentraciones
de Zn sobrepasan los valores permisibles para el consumo humano, el cual corresponde
a 50 pg/g de masa humeda segun “Brazilian Ministry of Health”, de igual forma el Cd
por encima de los valores permisibles (0,1 pg/g) para el consumo humano establecidos
por las normas COVENIN. Por otro lado, se observd que las MTs y el IC presentaron
una relacion positiva significativa, donde los valores mas altos fueron durante el mes de
agosto de 2012, mientras que por el contrario no se evidencid correlacion entre la
concentracion de metales téxicos (Pb y Cd) y el nivel de MTs, pero si con los niveles de
Cu, demostrandose que los factores ambientales y fisiologicos deben ser tomados en

cuenta a la hora de determinar la fuente inductora de MTs en el organismo.



INTRODUCCION

El desarrollo industrial ha traido consigo el incremento de sustancias
contaminantes de todo tipo (orgénicas e inorgéanicas), las cuales en la mayoria de los
casos son incorporados a los cuerpos de agua, siendo los ecosistemas costeros uno de los
mas susceptibles a esta problematica de origen antrépico.

El efecto de los contaminantes sobre la vida marina tiene un amplio rango, que
va desde envenenamiento directo a través de la ingesta de contaminantes, hasta la
degradacion indirecta del habitat por la contaminacion, lo que produce agua de pobre
calidad y crea aguas costeras inhabitables por los organismos marinos. La
contaminacion frecuentemente dafia directamente a los organismos retrasando o
previniendo el desarrollo reproductivo, o de forma indirecta afectando las poblaciones
mediante la reduccion del habitat disponible para su exitosa reproduccion; es por ello
que la presencia de sustancias toxicas en el medio puede determinar cambios
fisiologicos y bioguimicos en los organismos, con el fin de adaptarse a las condiciones
prevalecientes.

La contaminacién del medio marino por metales pesados provenientes de fuentes
terrestres es un problema que debe ser considerado prioritario (Benedicto et al., 2005),
debido a que los metales persisten en los ambientes acuaticos por no ser biodegradables,
y sus formas quimicas y concentraciones son gobernadas por diferentes procesos, bien
sean de orden natural o no, variando la biodisponibilidad de los mismos para los
organismos Vivos (Pérez-Lopez et al., 2003). Estos agentes quimicos, pueden ser
elementos esenciales requeridos para el soporte de actividades bioldgicas y no esenciales
con una funcién biolégica no conocida, pero pueden ser toxicos al estar el organismo
expuesto a altas concentraciones. El efecto negativo es evidente, no solo por el
decrecimiento de la diversidad de especies acudticas, sino por la exposicion directa de
seres humanos a estos xenobidticos a través de la cadena alimentaria, con un potencial
peligro a la salud humana (Andersen et al., 1996; Pérez-Lopez et al., 2003).

Para determinar contaminacion por metales pesados, algunos invertebrados
marinos son (tiles biomonitores, por lo que muchos estudios han sido dirigidos a

determinar la concentracién de metales en estos organismos (Pérez-Lépez et al., 2003),



pero mas alla de establecer la incorporacion de metales se ha hecho necesario evaluar la
condicion fisiologica y los mecanismos implicados en la toxicidad de elementos
metalicos; por lo que en la actualidad la sociedad cientifica ha dirigido sus esfuerzos en
estudiar moléculas involucradas en diferentes procesos bioldgicos que han sido
sefialadas como biomarcadores y estan correlacionas con contaminacion ambiental por
metales pesados (Ryvolova et al., 2011).

Un biomarcador, es una variacién bioquimica, celular, fisiolégica o de
comportamiento que puede ser medida en tejido, muestras de fluidos corporales o a nivel
de todo el organismo que provee evidencia de exposicion y/o efectos de uno o mas
contaminantes quimicos (y/o radiaciones). En este sentido, las metalotioneinas (MTSs),
son consideradas un biomarcador para contaminacion ambiental por metales. Estas son
proteinas no enzimaticas, de baja masa molecular (2 a 16 kDa), alto contenido de
cisteina, aminoacidos no aromaticos y estabilidad térmica. Los grupos tiol (SH) de los
residuos de cisteina permiten a las metalotioneinas unir metales esenciales (Como Zn,
Cu, Se) y xenobioticos (Como Cd, Hg, Ag, As) (Amiard et al., 2006). Otros metales que
compartan caracteristicas estequiométricas con el Cu y Zn pueden ser también unidos
por las MTs (Templeton y Cherian, 1991). Estas proteinas usualmente no se encuentran
saturadas por un solo metal, sino que contienen varios atomos de Cu, Zn, Cd, o cuando
estan presentes Hg y Ag (Amiard et al., 2006; Amiard y Cosson, 1997). Las MTs han
sido reportadas en muchos vertebrados (Roeva et al., 1999; Olsson et al., 1998) e
invertebrados acuaticos principalmente moluscos (Isani et al., 2000; Langston et al.,
1998).

Las MTs presentan elementos altamente conservados y predictivos en la mayoria
de los filos, esto junto con su ubicuidad, lleva a la conclusion de que estas proteinas
juegan un rol esencial en procesos vitales (Amiard et al., 2006). Entre las funciones
biologicas adjudicada a las MTs, dada su participacion en la acumulacion de metales ha
llevado a muchos autores a asociar tolerancia a los metales con induccion de MTs y a
concluir que estas proteinas estan probablemente involucradas en procesos de
detoxificacion de metales no esenciales y exceso de esenciales, reduciendo la unién no

especifica de metales dentro de las células, y asi limitando su potencial téxico, por lo



que tienen un importante rol en la homeostasis y prevencion de toxicidad de metales
pesados (Egli et al., 2006). También pueden actuar como un reservorio no toxico de
metales esenciales (Cu y Zn), disponible para abastecer las demandas enzimaticas y
metabdlicas del organismo (Amiard et al., 2006).

Las metalotoneinas también parecieran tener otros roles, incluyendo proteccion
en contra de la radiacién ionizante (Cai et al., 1999) y defensa antioxidante (Rodriguez-
Ortega et al., 2002). Asi, los organismos pre-expuestos a metales como el cadmio
resisten mejor el stress oxidativo, como resultado de la induccion de metalotioneinas, las
cuales parecen limitar los efectos de los radicales hidroxilo (OH) y superdxido (O2)
barriéndolos. Ademas se ha establecido que un incremento en la concentracion de MTs
puede ser relacionado con un decrecimiento de la sensibilidad de un organismo a el
exceso de metales (Pavicic et al., 1994). Algunos autores han notado que en una misma
especie, las poblaciones que viven en un medio contaminado por metales tiene mayor
concentracion de MTs (Ross et al., 2002).

En definitiva, es generalmente aceptado que las MTs son una importante defensa
frente a la detoxificacion de metales no esenciales (Cd y Hg). La induccién temprana de
MTs por metales, como el cadmio, en diferentes especies (anélidos, moluscos,
crustaceos, peces, etc.) hace de estas proteinas un potencial biomarcador de exposicion a
metales Gtil para evaluar la importancia ecotoxicologica de metales no esenciales (Cd,
Hg) y esenciales (Cu), pero potencialmente toxicos. Las MTs son ahora parte de un
conjunto de biomarcadores reconocidos a nivel Europeo y es empleado en el marco del
Aseguramiento de la Calidad de los Efectos Biologicos en los Programas de Monitoreo
(siglas en ingles BEQUALM) (Mathiessen, 2000),

Los moluscos marinos, son un grupo de gran importancia ecologica entre los
invertebrados acuaticos, que pueden acumular metales traza en 6rdenes de magnitud
superiores que las concentraciones presentes en el medio. Es por esto, que los moluscos
han sido ampliamente usados como indicadores de contaminacion por metales en
ecosistemas marinos (Amiard et al., 2006; Alhama et al., 2006 e Isani et al., 2000).
Ademas metales pesados como el Cd, Cu y Hg, se han asumido como buenos inductores

de biosintesis de MTs. En este respecto, la MT es considerada un valido biomarcador de



exposicion a metales en moluscos marinos; por lo que se concluye que la MT puede ser
un Gtil biomarcador para contaminacion ambiental por metales en organismos de vida
libre, aun cuando varios factores ambientales y fisioldgicos pueden afectar la expresion
de la proteina en poblaciones naturales (Knapen, et al., 2007).

La presencia de MTs en moluscos marinos fue propuesta primeramente en ostras
y mejillones durante los afios 70, sin embargo la MT en mejillones y ostras fue
completamente purificada y secuenciada mucho después. Desde los primeros estudios
era evidente que la purificacion de MTs de moluscos era mucho mas dificil que las de
mamiferos. MTs de mejillones estan caracterizadas por la presencia de una forma
monomérica y una forma dimérica. Varios pardmetros fisioldégicos y bioquimicos
pueden influir en la concentracion y aislamiento de MTs de tejidos de molusco (Isani et
al., 2000).

La mayoria de los estudios que sefialan a las metalotioneinas como buen
biomarcador de exposicion a metales, han sido realizados en condiciones controladas de
laboratorio. Mientras que por otro lado, los estudios de campo son escasos, pero sus
resultados ponen en duda el uso de niveles de MTs como biomarcador, ya que se ha
evidenciado que factores naturales pueden influir en la sintesis de metalotioneinas
(Cosson, 2000; Isani et al., 2000), como las citoquinas, hormonas de stress (Bremner,
1991; Cousins, 1985) el sexo (Olsson, 1998) y la temperatura (Carpené et al., 1992), y
esto debe ser tomado en cuenta antes de sacar conclusiones; es por ello que la
determinacion estacional de estas proteinas es relevante a la hora de determinar la fuente
inductora en el organismo. Por otro lado, el indice de condicion o cantidad relativa de
carne en los bivalvos, segin Cruz y Villalobos (1993), ha sido utilizado para estimar el
valor del organismo para su explotacién y consumo, siendo por lo general proporcional a
la talla. Ademas, permite conocer como responde internamente el organismo ante las
variaciones ambientales. Este indice ha sido asociado intrinsicamente a la reproduccion,
ciclos de utilizacion y almacenamiento de energia y extrinsecamente esta influenciado
por la disponibilidad de alimento y temperatura (Acosta et al., 2006), por lo cual tiene
sentido investigar si existe alguna relacién entre este indice y los niveles de

metalotioneinas en los organismos. Sin embargo, en bivalvos se conocen pocos estudios



de campo sobre la variacion de metalotioneinas en relacion al indice de condicion, entre
ellos destaca Lemus et al. (2013) y Rojas (2012), quienes evidenciaron que las MTs del
mejillon Perna viridis presentaron variacion dependiendo del estado reproductivo y el
indice de condicion (IC); mientras que en mamiferos un estudio en peces hembras de
Salmo trutta arrojaron que los niveles de cobre y zinc varian con el estado reproductivo
del pez.

La pepitona, Arca zebra, es el bivalvo més importante en el nororiente de
Venezuela, y constituye el segundo rubro en cuanto a volumen de pesca para la
pesqueria artesanal del estado Sucre, después de la sardina, siendo el soporte
fundamental de pueblos que dependen exclusivamente de esa actividad (Prieto et al.,
2001; Jiménez, 1999;). La especie, que pertenece a la familia Arcidae, se distribuye
desde la costa del Golfo de México y sur de Florida hasta el norte de Brasil, pero es en
Venezuela que forma bancos de importancia comercial (Prieto et al., 2001). En
Venezuela se ha empleado exitosamente este bivalvo como biomonitor de metales
pesados (Lanza et al., 2011; Acagua, 2008) y se conocen datos sobre su crecimiento
(Prieto y Saint-Aubyn 1998), indice de condicion y produccion secundaria (Lista et al.,
2008 y 2006; Prieto et al, 2001), sin embargo, hasta el momento no existen estudios que
relacionen metalotioneinas, con niveles de metales pesados y/o el indice de condicion
(1C).

En vista de lo anterior, el objetivo del presente estudio de campo fue el de
evaluar como la variacion estacional afecta la concentracion de metalotioneinas en la
pepitona A. zebra y su correlacion con el indice de condicion y los valores de metales
pesados presentes en dicho bivalvo recolectado en la localidad de Guayacan. Edo. Sucre,
Venezuela, con el fin de establecer respuestas a las perturbaciones antropicas y su

variacion segun las condiciones del medio.



METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO Y TOMA DE MUESTRAS

Las muestras fueron colectadas mensualmente durante un afio (2012), en la costa
norte de la Peninsula de Araya, especificamente en isla Caribe (10°41°30” Lat. N
63°50°37” Long.), de la localidad de Guayacan, edo. Sucre, Venezuela (Figura 1).

La extraccion de los ejemplares de Arca zebra con talla adulta (> 50 mm) (Prieto,
et al., 2001) se realiz6 por buceo libre a una profundidad entre 2 a 5 m, luego se
colocaron en bolsas plasticas y enseguida en una cava con hielo, para ser trasladados al
Laboratorio de Ecofisiologia y Ecotoxicologia del Instituto Oceanogréfico de Venezuela

(10V), donde se almacenaron a -4°C hasta su procesamiento.
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TEMPERATURA DEL AGUA

Para la caracterizacion climatica de la zona se considerd la temperatura, la cual
fue suministrada por el Servicio Meteoroldgico de la Fundacion la Salle, estacion Punta
de Piedra.

MEDIDAS MORFOMETRICAS E INDICE DE CONDICION

En el laboratorio se tomd un grupo de 15 organismos por mes al azar y cada uno
se limpi6 cuidadosamente de adherencias en la concha y fueron lavados varias veces con
agua desionizada para evitar posibles contaminantes externos. Se determiné la longitud
de la concha (desde la charnela hasta el borde ventral) con un vernier digital Mytutoyo
de 0,01 mm de apreciacion. Los ejemplares fueron desbullados con una paleta de
plastico, se elimind su biso, y se colocaron en una balanza analitica Denver, modelo
TR204 de 0,001 g de apreciacion para determinar masa himeda y posteriormente masa
seca.

El indice de condicion (IC) fue determinado empleando la ecuacion propuesta
por Hickman e Illingworth (1980): IC= (Masa seca/Masa humeda)*100.

TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Se prepararon extractos crudos del tejido blando de cada organismo, picando
todo el organismo con una tijera quirtrgica hasta formar una masa homogénea, y 1 g del
tejido picado se homogeniz6 con 3 ml de buffer Tris-HCI (10mmol I-1, pH 8,6; 10mM
2-mercaptoethanol y PMSF) usando un homogeneizador Polytron modelo Brinkmann,
para determinacion de metalotioneinas, mientras que el resto del tejido blando se utilizd

para la determinacion de metales.

DETERMINACION DE METALES

El tejido blando obtenido se sec6 en un horno de secado eléctrico Felisa a 60°C
por 72 horas. Luego las muestras secas se pesaron para prontamente ser digeridas en 5
ml de &cido nitrico (HNO3) por 48 horas. Seguidamente se colocaron en bafio Maria a

60°C por 1 hora. Posteriormente, se filtraron en papel Whatman No. 42 y aforadas hasta



25 ml con agua desionizada. Las soluciones fueron analizadas en un espectrometro de
emisién Optica inductivamente acoplado a un plasma (ICP-OES), marca Perkin Elmer,
modelo Optima 5300 DV, cuyas especificaciones se indican en la tabla 1. Las

concentraciones de cada metal fueron expresadas como pg/g de masa himeda.

Tabla 1. Longitud de onda y limites de deteccién del equipo para los metales analizados
por espectrofotometria de emision dptica con plasma inductivamente acoplado

Metal Longitud de onda (nm) Limites de deteccion (ug I™)
Zinc 213,9 0,1-1
Cobre 324,7 0,1-1
Cadmio 228,8 <0,1
Plomo 283,3 1-10

Para realizar las curvas de calibracion se usaron estandares de Zn, Cu, Cdy Pb 'y
se validé el método a través de estandar de referencia de tejido desarrollado por el
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologias (NIST) en Canada, Oyster Tissue 1566,;
que es un material de referencia estandarizado usado en la instrumentacion, calibracion y
validacion metodologica para los andlisis quimicos elementales en bivalvos
marinos (SRM) 1566, Oyster Tissues NIST. La recuperacion del método para todos los
metales, no presento diferencias significativas con los valores certificados por lo que el

ts para todos los metales fue estadisticamente no significativa (P< 0,05) (tabla 2).

Tabla 2. Valor certificado y de recuperacion para los metales analizados.

Metal Valor certificado (ug g* ps) Recuperacion (%)
Zinc 83,02 + 57,00 118,14
Cobre 66,30 + 4,33 102,71
Cadmio 4,15+0,38 105,06
Plomo 0,37 £0,01 110,61




DETERMINACION DE METALOTIONEINAS (MTs)

El contenido de las metalotioneinas (MT) fue determinado en 1 ml de
homogeneizado de tejido blando usando el método espectrofotométrico, planteado por
Viarengo et al. (1997). El homogeneizado fue centrifugado a 4 000 rpm por 30 minutos
a 0-4°C, para separar el sobrenadante (fraccion citosolica).

A cada mililitro de sobrenadante le fue afiadido 1,05 ml de etanol mas 80 pl de
cloroformo en frio (-20°C), para por una parte eliminar los tioles solubles de bajo peso
molecular, los cuales al reaccionar con el DTNB podrian interferir con la cuantificacion
de MTs, garantizando la purificacién parcial y la concentracion de MTs. Luego fue
centrifugado a 4 000 rpm por 10 minutos, a 0-4°C. El sobrenadante fue combinado con
0,5 mg de ARN, como coprecipitante para incrementar el porcentaje de recuperacion de
MTs, 40 ul de HC137% y 5 ml de etanol absoluto frio, la acidificacion desestabiliza las
MTs incrementando su precipitacion. La solucion extraida fue mantenida a — 20°C por
una hora y centrifugadas nuevamente a 4 000 rpm por 10 minutos. El precipitado que
contiene la fracciébn de MT fue lavado con etanol 87%, cloroformo 1% y buffer de
homogeneizacion, posteriormente, fue centrifugado a 4 000 rpm por 10 minutos. El
precipitado fue secado al aire libre y luego resuspendido en 150 pl de NaCl a 0,25 My
150 pl de HC1 1 N que contenia 4 mmol de EDTA. Luego se le afiadié una solucion
preparada con 4,2 ml de NaCl 2 M, que contiene 0,43 M de acido ditionitrobenzoico
(DTNB) en buffer Na-fosfato 0,2 M a pH 8, a temperatura ambiente. Finalmente, la
mezcla fue centrifugada por 5 minutos a 3 000 rpm. El sobrenadante fue utilizado para
determinar la absorbancia a 412 nm (Ellman, 1958).

La concentracién de grupos —SH (sulfhidrilos) fue estimada utilizando la curva
patrén de glutation reducido (GSH) con concentraciones de 0; 5; 10; 20 y 30 umol/mL.
Para obtener las concentraciones de MTs se consider6 que 1 mmol GSH = 0,055

mmol/L de MTs y serdn expresadas en pg de MTs/g mh (Gruber y Valle, 2000).

ANALISIS ESTADISTICO
Se realizaron comparaciones mensuales de los niveles de MTs, metales pesados,

e indice de condicion para lo cual se utilizé el analisis de Kruskal Wallis, y para



observar las diferencias significativas se graficé usando caja y bigotes. Se aplicé un
analisis de correlacion y componente principal para determinar si existia asociacion

entre el indice de condicion, los metales y las MTs.
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RESULTADOS Y DISCUSION

TEMPERATURA DEL AGUA

Para la zona norte del estado Sucre se describen procesos fisicoquimicos que
determinan estacionalidad en los sistemas costeros, en la figura 2 se puede observar las
variaciones de temperatura mostrando un patron que permite establecer dos periodos:
uno conformado por los meses de enero, febrero, marzo y diciembre donde se evidencio
bajas temperaturas, caracteristico de los focos de surgencia; y un segundo periodo
constituido por los meses de agosto, septiembre, octubre y noviembre, observandose un
incremento en la temperatura, condiciones particulares del periodo de baja surgencia, y

donde el resto de los meses comprenden etapas de transicion entre una época y otra.
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Figura 2. Variacion estacional de la temperatura, en la localidad de Guayacéan, edo.
Sucre, Venezuela.

La surgencia es un fendmeno oceanografico caracterizado por el ascenso vertical
de aguas profundas en reemplazo de aguas superficiales, desplazadas horizontalmente
principalmente por la accion de los vientos alisios, que soplan paralelos a la costa. Las
zonas de surgencia se caracterizan por presentar una temperatura superficial del mar
(TSM) mas fria, mayor concentracion de nutrientes y clorofila, respecto a las aguas de

los alrededores, lo cual las convierte en zonas altamente productivas. En el sur del
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Caribe se han descrito varios focos de surgencia, muchos de los cuales se encuentran
situados en la costa norte de Venezuela (Arteaga, 2009; Torres y Ruiz, 2003).

La costas del estado Sucre, se describen por lo general como aguas célidas
durante la temporada de lluvia (junio a noviembre) y con disminuciones de la salinidad
por la influencia que ejercen las descargas de los rios vecinos; mientras que por el
contrario, éstas aguas lucen temperaturas mas bajas y salinas en sequia (diciembre a
mayo), producto de los caracteristicos eventos de surgencia (Castafieda, 2006).

El patron para la temperatura en este estudio durante los meses de enero, febrero,
marzo y diciembre del 2012, son caracteristicos de la surgencia costera que se presenta
en esta zona. En los meses de baja surgencia se observa el proceso a la inversa, las
temperaturas suben y la baja de nutrientes conlleva a la disminucién del fitoplancton y
materia organica. Arrieche et al., (2002), observo en el Morro de Guarapo, Venezuela,
que el periodo de més baja concentracion fitoplanctonica fue el mes de agosto, debido a
la estratificacion caracteristica del agua en la region. Las variaciones en estos factores
ambientales pueden afectar la acumulacion de metales, bien sea incrementando o
disminuyendo las formas quimicas biodisponibles para los organismos, o incidiendo en
la tasa de incorporacion de metales, influyendo asi sobre las concentraciones de MTs,
debido a que éstas estan probablemente involucradas en procesos de detoxificacion de
metales (Amiard et al., 2006).

VARIACION ESTACIONAL DEL INDICE DE CONDICION EN Arca zebra

El indice de condicion (IC) en Arca zebra, en la figura 3 muestra diferencias
significativas durante los meses muestreados, observandose el mayor valor promedio de
IC durante el mes de agosto (23,87+1,30) y el menor valor promedio se observo durante
los meses de noviembre (17,17+1,91) y septiembre (17,47+1,47) de 2012, coincidiendo
todas estas variaciones con los meses de mayor temperatura en la zona de estudio.
Durante los primeros seis meses del afio, la presencia del periodo de surgencia,
caracterizado por bajas temperaturas y altas concentraciones de fitoplancton,
comprenden una etapa de engorde e incremento del tejido gonadal para A. zebra debido

a la disponibilidad de alimento, ya para agosto los organismos maduros alcanzan su
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mayor IC y debido al incremento de la temperatura del agua liberan los gametos al
medio produciéndose una baja en el IC como se observa en el mes de septiembre.

Al respecto Nakal y Prieto (1984) comentan, que existe una estrecha relacion
entre el IC, la produccién secundaria y el ciclo reproductivo de A. zebra. Durante la
época de mayor produccion primaria ésta especie genera tejido reproductivo a una alta
tasa alcanzando la maduracion total en los ultimos meses del primer semestre del afio,
donde ocurre un primer desove de importancia. La disminucion del IC coincide con los
periodos de baja produccién secundaria en el Golfo de Cariaco, ya que los organismos
de mayor tamafio generan relativamente mas cantidad de tejido reproductivo que los
jovenes (Pérez, 1980). Por otro lado, el ciclo gametogénico de A. zebra también se
relaciona con cambios estacionales en la temperatura (Lista et al., 2008 y 2006); las altas
temperaturas caracteristicas de la época de no surgencia inciden en el incremento del IC

y viceversa como se observa en este trabajo.
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Figura 3. Variacion estacional del indice de condicién en individuos de Arca zebra,
recolectados en la localidad de Guayacéan, edo. Sucre, Venezuela. KW=76,51; P<0,05

Al igual que en este trabajo, Prieto et al.,, (2001) detectaron diferencias
mensuales significativas del IC en individuos de A. zebra colectados en el Golfo de
Cariaco, Venezuela, y presentaron valores minimos entre septiembre de 1984 a febrero

de 1985 y maximos de marzo de 1985 a agosto de 1985. Por otro lado, Lista et al., 2008,
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también encontraron variacion estacional en el IC para la misma especie en la Peninsula
de Araya, Venezuela, obteniendo valores altos desde junio 2002 hasta septiembre 2002,
en noviembre 2002 y junio 2003 y los mas bajos en octubre 2002, febrero y mayo 2003,
existiendo en estos meses el mayor nimero de organismos maduros y desovados,
respectivamente, pero no hallé sincronia en la madurez y desove entre machos y
hembras.

Arrieche et al., (2002) en el mejillon Perna perna del Morro de Guarapo,
Venezuela, encontré que el IC presentd diferencias significativas entre meses, sexos,
intervalos de longitud, y estados de maduracién sexual, registrandose la condicion mas
baja en los individuos en fase de regresion gonadal, sequido del estadio en fase de
desove. EI IC de P. perna presentd una alta variabilidad en los diversos estadios de
madurez sexual, sugiriendo que los individuos estarian sometidos a cambios fisiologicos
durante todo el afio, por efecto de la reproduccion y los factores ambientales (Arrieche et
al., 2002). Por otro lado, Prieto et al., (1999), hallé los maximos valores de IC en el
mejillon de fondo Modiolus squamosus en los meses de abril, agosto de 1990 y marzo de
1991; mientras que las disminuciones del indice estuvieron relacionadas principalmente
con el desove, debido a que los 6rganos sexuales en los mejillones representan una alta
proporcion de las partes blandas; por lo que los cambios bruscos observados en su
investigacion son causados por la formacion y pérdida de gametos por desove, o por
reabsorcion de los mismos. Acosta et al., (2006), evidencio que el IC de P. perna y P.
viridis fue correlativo a los periodos de madurez y desove de cada uno de los mejillones.

En las especies comerciales Anadara tuberculosa en Costa Rica (Cruz, 1982) y
Crassostrea columbiensis en Colombia (Caballero-Cruz et al., 1996) las oscilaciones de
los IC estuvieron relacionados con la formacion y pérdida de gametos. Mora (1985) y
Lista et al. (2008), establecieron una etapa de pérdida de masa para A. zebra durante el
mes de mayo y dos etapas de engorde, una durante el mes de junio y otra entre enero y
abril. Por otro lado, Prieto et al. (2001) determinaron en la pepitona una etapa de pérdida
de masa desde agosto hasta enero y una etapa de engorde desde febrero hasta julio;
mientras que en el presente trabajo se observo un incremento en el IC durante el mes de

agosto y un descenso en septiembre y noviembre. Bautista, (1989) y Ruiz et al. (1998)
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indican que las diferencias entre meses de engorde y de pérdida de masa de una misma
especie se deben a las estrategias reproductivas como respuesta a la expresion de los
factores ambientales.

VARIACION ESTACIONAL DE LA CONCENTRACION DE METALES PESADOS
(zinc, cobre, cadmio y plomo) EN Arca zebra

Las concentraciones promedio de los metales Zn, Cu, Cd y Pb, en muestras de
tejido seco de A. zebra, mostraron diferencias significativas durante los meses
muestreados, las mismas pueden ser explicadas por la presencia del fendmeno de
surgencia en el area Nororiental de nuestro pais, y por la variacién durante estos meses

del ciclo reproductivo de la especie estudiada.

Zinc (Zn)

La variacion estacional de la concentracion de Zn, presentd diferencias
significativas (KW=71,34; p<0,05). Al usar el grafico de caja y bigotes, se observan 7
grupos los cuales seran mencionados en orden decreciente: el primero formado por
mayo (57,46%20,30 pg/g masa humeda) y septiembre (53,99+10,38 pg/g masa himeda),
el segundo por octubre (41,52+10,67 ug/g masa humeda) y noviembre (38,38+14,62
Hg/g masa humeda), el tercero por junio (36,95+15,10 pg/g masa humeda), el cuarto por
enero (34,82+6,15 pg/g masa himeda), julio (33,29+4,67 pg/g masa himeda) y agosto
(34,40£15,95 pg/g masa humeda), el quinto por diciembre (28,57+4,66 pg/g masa
himeda), el sexto por febrero (28,26+8,42 pg/g masa hiumeda) y el Gltimo por marzo
(24,17£7,53 pg/g masa humeda) (Figura 4).

Uno de los picos mas alto de Zn fue observado durante el mes de septiembre
2012 coincidiendo posiblemente con el periodo de desove. EI Zn es un metal esencial
para los organismos, ya que tiene distintas funciones en el organismo (cataliticas,
estructurales y de regulacién), por esa razon podria encontrarse en altas concentraciones
en A. zebra durante el mes de septiembre que abarca la época reproductiva (Lista et al.,
2006) y de regeneracion de tejido gonadal de la especie. Segun Laurent (2009), el

mejilléon verde Perna viridis en la localidad de Guayacan, Venezuela presenta los
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mayores niveles de Zn durante el periodo de desove, ya que éste es necesario para el
crecimiento y desarrollo de los organismos, generando una mayor demanda del mismo
durante este periodo. El incremento de la temperatura y la disminucion de la biomasa
fitoplantonica, son variables que ponen en marcha el proceso de desove de P. viridis
(Sreenivassan et al., 1989), de igual forma en este trabajo durante el mes de septiembre
el incremento de la temperatura y la posible baja en la disponibilidad de alimento
impulsariaa A. zebra a liberar sus gametos al medio, necesitando mayores niveles de Zn
para el crecimiento y regeneracion de tejido gonadal, coincidiendo con periodos de baja
produccion secundaria. Acagua (2008) en individuos de A. zebra recolectados en la
localidad de Guayacéan, Venezuela encontrd la mayor concentracion promedio de Zn
(44,88 ug/g masa seca) en el mes de agosto 2006 de igual forma asociando este valor
con la demanda de este metal por parte del organismo durante el periodo reproductivo.
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Figura 4. Variacion estacional de la concentracion de zinc en individuos de Arca zebra,
recolectados en la localidad de Guayacéan, edo. Sucre, Venezuela. KW=71,34; P<0,05

Por otro lado, los mayores niveles de Zn coinciden con los menores valores de
IC, al respecto Acagua (2008) durante su estudio evidenci6é que la concentracion de Cd,
Cu y Zn tienen una relacion inversa con la talla de A. zebra, donde los organismos de

tallas pequefias contienen una mayor concentracion de metales que los organismos de
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tallas mayores; tal correlacion puede atribuirse al efecto de dilucion debido al descenso
de la masa del cuerpo (Raspor et al., 2004).

Durante el mes de mayo también se observo un alto nivel de Zn, en dicho mes se
cree que se genera una alza en la biomasa fitoplanténica producto de la surgencia
caracteristica del primer semestre del afio, traduciéndose en mayor disponibilidad de
alimento. Hay que destacar que la principal fuente de captacién de este elemento en
bivalvos es a través de la alimentacion, donde Ke y Wang (2001) mostraron que la
incorporacion de Zn a través de la alimentacion en Crassostrea rivularis y Saccostrea
glomerata, contribuye a mas del 50% de la acumulacion de este metal.

De acuerdo a los valores promedios obtenidos en A. zebra, las concentraciones
de Zn en mayo y septiembre sobrepasan los valores permisibles para el consumo
humano, el cual corresponde a 50 ug/g de masa humeda segun la Brazilian Ministry of
Health (1975).

Cobre (Cu)

Durante los meses muestreados se encontraron diferencias significativas
(KW=58,28; p<0,05), formandose 7 grupos: el primero representado por el mes de
octubre (0,94+0,56 pg/g masa humeda), el segundo por el mes de julio (0,66+0,23 ug/g
masa humeda), el tercero por marzo (0,59+0,21 pg/g masa himeda) y septiembre
(0,61+0,17 pg/g masa himeda), el cuarto por mayo (0,52+0,14 pg/g masa himeda) y
agosto (0,56+0,31 pg/g masa humeda), el quinto grupo conformado por los meses de
enero (0,48+0,11 pg/g masa seca) y junio (0,49£0,19 ug/g masa himeda), el sexto por
noviembre (0,40+0,10 pug/g masa himeda), y los menores valores en febrero (0,32+0,08
Hg/g masa himeda), y diciembre (0,33+0,07 pug/g masa himeda). (Figura 5).

El cobre es un elemento esencial del metabolismo y estd ampliamente distribuido
en todos los continentes y forma parte de la mayoria de los organismos vivos. Debido a
sus propiedades eléctricas, mas del 75 % del cobre que se produce se utiliza en la
industria eléctrica. Entre otros usos de este metal se encuentra la fabricacion de cafierias
para el agua, material para techumbres, baterias de cocina, equipos quimicos vy

farmacéuticos y produccion de aleaciones de cobre (Manahan, 2007).
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Los moluscos tienen mecanismos biolégicos para regular el Cu en sus tejidos
(homeostasis) ya que es usado en el grupo funcional hemo de la hemocianina, pigmento
respiratorio de los animales (Zorrilla, 2003), por lo que durante la época reproductiva de
A. zebra requiere de este elemento en elevadas concentraciones (Lista et al., 2006).
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Figura 5. Variacion estacional de la concentracion de cobre en individuos de Arca zebra,
recolectados en la localidad de Guayacéan, edo. Sucre, Venezuela. KW=59,28; P<0,05

Se observo un solapamiento significativo de los grupos determinados por la
prueba a posteriori, debido quizas a la asincronizacién de ciclo reproductivo de la
especie, encontrandose individuos con diferentes estados de madurez sexual durante
todos los meses (Lista et al., 2008). Los moluscos bivalvos en zonas tropicales se
caracterizan por presentar desoves prolongados y procesos gametogénicos continuos
(Baez et al., 2005); por lo que no existe homogeneidad en la manifestacion de los
diferentes estados gametogénicos y es usual encontrar foliculos con diferentes estados de
maduracion y desove en un mismo individuo (Nakal, 1979), que también caracteriza
otras especies como C. rhizophorae (Vélez, 1975), P. imbricata (Marcano, 1984) y
Perna viridis (Marcano, 2004), lo que podria explicar el patron de solapamiento en las

concentraciones de Cu.
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Lanza et al. (2011), hall6 valores en A. zebra de 1,801 pg/g y Acagua (2008)
encontrd la méxima concentracion de Cu de 3,35 pg/g masa seca; por otro lado
Rodriguez (2010) en Tivela mactroides de la playa Caicara en el edo. Anzoategui
observo valores de hasta 29,44 ug/g; Laurent (2009) encontr6 valores de 3,66 pg/g en P.
viridis; el limite permisible por las normas COVENIN (1994) es de 10 pg/g de masa
himeda, todos estos valores muy por encima de la maxima concentracion encontrada en

este trabajo de 0,94 pg/g masa himeda.

Plomo (Pb)

El plomo present6 diferencias significativas (KW=69,46; p <0,05) durante los
diferentes meses formandose 2 grupos: el primero conformado por los meses de marzo,
mayo, julio, septiembre y octubre con valores entre 0,07 y 0,10 pg/g masa himeda que
es donde se evidencia la maxima concentracion de plomo y un segundo grupo
comprendido por los meses de enero, febrero, junio, agosto, noviembre y diciembre con

valores entre 0,005 y 0,02 pg/g masa humeda (Figura 6).
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Figura 6. Variacion estacional de la concentracion de plomo en individuos de Arca
zebra, recolectados en la localidad de Guayacéan, edo. Sucre, Venezuela. KW=69,46;
P<0,05

El plomo es un metal no esencial, por lo que no presenta ninguna funcién

metabolica en los organismos y es considerado uno de los mayores contaminantes
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ambientales (Acagua, 2008). La distribucion de Pb en los océanos esta frecuentemente
asociada a deposicion atmosférica o a descargas urbanas. (Besada et al., 2008). Por lo
que su concentracion en organismos marinos estd directamente ligada a actividades
humanas. Chiu et al., (2000) sugieren que el transporte maritimo puede llevar al plomo a
aumentar su biodisponibilidad en aguas costeras.

Segura (2006) encontrd en especies como A. zebra valores de Pb que van desde
5,74 a 6,20 pg/g; en T. mactroides se encontraron concentraciones de 4,08-4,28 ug/g; en
P. viridis valores desde 2,20-3,52 pg/g y en Donax spp concentraciones de 8,87 ug/g.
Acagua (2008) encontrd valores maximos de 0,94 ug/g y Laurent (2009) en P. viridis
encontrd valores maximos de 1,53 pg/g. Los valores de plomo encontrados en A. zebra
en este trabajo no sobrepasan los limites permisibles para el consumo humano el cual
segun las normas COVENIN (1994) es de 2 pg/g.

Cadmio (Cd)
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Figura 7. Variacion estacional de la concentracion de cadmio en individuos de Arca
zebra, recolectados en la localidad de Guayacéan, edo. Sucre, Venezuela. KW=91,0;
P<0,05
En la evaluacion del contenido de Cd en ejemplares de A. zebra se evidenciaron
diferencias significativas (KW=91,0 p <0,05) durante los meses estudiados obteniéndose

5 grupos: el primero representado por el mes de octubre que es donde se evidencia la
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méaxima concentracion de cadmio (5,80+3,91 pg/g masa humeda), el segundo por los
meses de marzo (3,12+1,90 pg/g masa himeda) y mayo (3,13+1,20 pg/g masa himeda),
el tercero por julio (2,77+1,18 pg/g masa himeda) y noviembre (2,84+1,30 pg/g masa
himeda), el cuarto por diciembre (1,96+0,98 pg/g masa humeda) y febrero (1,98+0,83
Hg/g masa himeda) y lo valores mas bajos se encontraron en el resto de los meses
analizados, con valores comprendidos entre 1,16+0,57 y 1,47+0,53 pg/g masa himeda
(Figura 7).

Metales de transicion como el Cd son encontrados en el ambiente marino como
iones libres, también en una variedad de compuestos como particulas en suspension y
sedimentos. Hay dos principales rutas de exposicion de metales para organismos
marinos. Los iones metélicos disueltos en el ambiente acuatico son absorbidos a través
de las branquias (Alvarado et al., 2006), mientras que los metales unidos a particulas
solidas son ingeridas, separadas de su particula transportadora en el sistema digestivo y
absorbidas (Berntssen et al., 2001).

Los mayores niveles de Cd se observan durante los meses de menor temperatura
(enero, febrero, marzo, abril y mayo), caracteristico del periodo de surgencia en la zona,
debido a que el Cd muestra un patrén biogeoquimico muy similar al de los nutrientes,
particularmente al de los fosfatos, y por lo tanto parece ser controlado por el ciclo de la
materia organica presente en la columna de agua (Acosta y Lodeiros 2004). Esta
caracteristica hace que las aguas de surgencia enriquecidas, constituyan la principal
fuente de este elemento para los organismos expuestos (Acosta y Lodeiros 2004).
Segovia y Zavala et al. (2003) mostraron que los mejillones son excelentes biomonitores
de surgencia porque sus concentraciones de Cd estan correlacionados al indice de
surgencia Vakun. Por lo que se dice que niveles altos de Cd en mejillones pueden ser
debido a la cercania de la surgencia en periodos de muestreo y no a descargas
antropogéncias. Un fenémeno similar ha sido reportado en la costa noreste de Galicia
(Besada et al., 2011); en la costa noreste de baja California, México (Gutiérrez —
Galindo y Mufioz — Barbosa, 2003); la costa atlantica Marroqui (Chafik et al., 2001) y la
costa Mauritana (Roméo et al., 2000).

Los valores de cadmio encontrados en A. zebra estan por encima de los valores
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permisibles (0,1 pg/g) para el consumo humano (COVENIN, 1994). Sin embargo los
valores presentados para esta especie no son superiores a los sefialados para otros
bivalvos de la region nor-oriental, tal es el caso de P. viridis y C.virginica que
presentaron concentraciones entre 0,53 y 0,12 pg/g de peso seco, respectivamente (Rojas
et al., 2002). Segura (2006) determind Cd en varias especies de camarones y bivalvos

(obtenidos de mercados) donde se encuentra A. zebra con valores de 0,33 pg/g.

VARIACION ESTACIONAL DE LOS NIVELES DE METALOTIONEINAS EN Arca
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Figura 8. Variacion estacional de la concentracion de metalotioneinas en individuos de
Arca zebra, recolectados en la localidad de Guayacan, edo. Sucre, Venezuela.
KW=93,43; P<0,05

Como se observa en la figura 8, los niveles de metalotioneinas (MTs) en
muestras de tejido de A. zebra, mostraron diferencias significativas (KW=93,43; P<0,05)
durante los meses muestreados. Se observan 7 grupos los cuales serdn mencionados en
orden decreciente: En el primer grupo se observa el mayor valor de MT durante el mes
de agosto (64,98+24,25 ug/g masa himeda) coincidiendo con el pico mas alto obtenido

para IC, el segundo grupo conformado por el mes de octubre (34,58+10,05 pg/g masa
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himeda), el tercero consta de los meses de junio (32,96+31,61 pg/g masa humeda) y
septiembre (30,80+5,36 pg/g masa humeda), el cuarto por julio (27,51+6,17 pg/g masa
himeda), el quinto por mayo (23,69+8,67 pg/g masa humeda), el sexto por febrero
(19,31+4,30 pg/g masa humeda), noviembre (19,05+3,62 pg/g masa hiumeda), y
diciembre (19,56+2,57 pg/g masa himeda), y los menores valores durante los meses de
enero (14,60+7,47ug/g masa himeda) y marzo (14,26+7,62 pg/g masa himeda) 2012.

En el presente estudio se evidencié un incremento en los niveles de
metalotioneinas desde junio a octubre, coincidiendo con el periodo reproductivo de la
especie, y de mayor temperatura, donde se observa concentraciones variables de
diferentes metales, resaltando los bajos niveles de cadmio durante el mes de agosto y el
maés alto de zinc en septiembre. Hylland et al. (1998) indica que el uso de las MTs en el
monitoreo de contaminacion esta basado en la premisa de que el aumento de sus niveles
se debe principalmente a la exposicion metalica. EI mecanismo de detoxificacion
metélica de estas metaloproteinas se produce a través de la activacion transcripcional de
los genes MT, iniciada por la presencia de iones metélicos (Hogstrand y Haux, 1991).
Aunque en condiciones normales, sélo cobre y zinc parecen estar asociados con las MT
(Nielson et al., 1985). Pero, estudios en el pez Platichthys flesus demostraron que el 50-
60% de la variabilidad total de metalotioneinas podria también ser explicada por factores
relacionados con la estacionalidad, el sexo y el estado de maduracion. De hecho,
Benedicto et al. (2005) demostraron que los niveles de MTs en el pez Mullus barbatus
aumentan considerablemente en el periodo de prepuesta, pudiendo estar asociados a un
influjo de Zn en relacion con la vitelogénesis; explicando los altos valores del IC y MTs
en A. zebra durante el mes de agosto.

En la tabla 3 se muestra los niveles basales de metalotioneinas en bivalvos
muestreados en zonas consideradas no contaminadas, donde las concentraciones en las
diferentes especies estan relativamente homogéneas, evidenciando diferencias entre
organos en todas las especies siendo la concentracion de MTs mayor en la glandula
digestiva antes que en las branquias. Basado en la premisa de que las MTs son inducidas
por metales, se espera que los tejidos con la mayor concentracién de metal acumulado

tengan la mayor concentracion de MTs. Las ostras tienen la habilidad de almacenar
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metales a concentraciones mayores que los mejillones (Beliaeff et al., 1998), y los
estudios llevados a cabo en el mejillon M. edulis y la ostra C. gigas en una zona no
contaminada y otra rica en metales pesados corrobora este hecho. Sin embargo, la
concentracion de metales en branquias y glandula digestiva en ambas especies estaba en
el mismo orden de magnitud, mientras que la concentracion de MTs era mayor en
glandula digestiva, esta diferencia entre 6rganos no puede ser explicada por diferencias
en la concentracion de metales (Amiard et al., 2006).

Tabla 3. Concentracién basal de metalotioneinas en bivalvos de sitios considerados no
contaminados

Concentracion

Especie Tejido (ug/g ms 6 mh) Referencia
. Bebianno y
Cerastoderma edule ~ Todo el organismo 4,55 ms Langston (1989)
Chlamys opercularis  Glandula digestiva 3,6 mh Bustamante (1998)
Chlamys varia Glandula digestiva 3,5 mh Bustamante (1998)
Corbicula fluminea Todo el organismo 0,25-0,5 mh Rainglet (1998)
. Amiard-Triquet et
Todo el organismo 0,1 mh al. (1998a)
Crassostrea gigas Glandula digestiva 5-7ms Imber et al. (1987)
Geffard et al.
0,7-1,6 mh (2001)
. Geffard et
Branquias 0,12-0,30 mh al.(2002a)
Donax vittatus Todo el organismo 6,37 ms Bebianno y

Langston (1989)
0,98+0,11 ms Bordin et al. (1994)
3,40£1,58 ms Bordin et al. (1997)
Amiard-Triquet et

Macoma balthica Todo el organismo 2,3 ms al. (1998b)
3.5 ms Hummel et al.
(2001)
Bebianno y
2,43 ms Langston (1989)
Bebianno y

Todo el organismo  2,75+0,99 ms Langston (1991)

Mytilus edulis Amiard-Triquet et

0,5+0,6 mh al. (19983.)
’ o Amiard et al.
Glandula digestiva ~ 1,5-3,0 mh (1998)
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Mytilus
galloprovincialis

Ostrea edulis

Ruditapes decussatus

Tridacna crocea

Branquias

Todo el organismo

Glandula digestiva
Branquias
Branquias

Tejido blando
restante

Todo el organismo

Todo el organismo

Gandula digestiva

Branquias

8,04 ms

8 ms

8,8 ms
0,3mh

2,2 ms
1,6-1,8 ms
3,9-13 ms
0,85-1,25 mh
2,81+0,66 ms

5,73+0,99 mh

2,85-4,23 mh
2,1 mh
0,45-0,64 mh

1,25 ms

1,48 ms
4,29-6,34 ms
2,05+0,41 ms
3,40 mh

4,7 ms

1,97

Bebianno y
Langston (1989)
Bebianno y
Langston (1991)
Amiard-Triquet et
al. (1998b)
Amiard et al.
(1998)

Bebianno y
Langston (1991)
Amiard-Triquet et
al. (1998b)
Bebianno y
Machado (1997)

Raspor et al. (1999)
Bebianno y
Langston (1992)
Mourgaud et al.
(2002)

Raspor et al. (1999)
Pavicic et al. (1993)
Raspor et al. (1999)
Langston et al.
(1998)

Langston et al.
(1998)

Bebianno y
Langston (1989)
Bebianno et al.
(1993)
Hamza-Chaffai et
al. (1999)
Bebianno et al.
(1993)

Bebianno et al.
(1993)

Ms: masa seca; mh: masa hiimeda
Fuente: Amiard et al., 2006, modificado por Laurent, 2014.

Rodriguez (2010) en la glandula digestiva de Tivela mactroides encontr6 el

menor y mayor valor de MTs en agosto 2007 (40,36 pg/g masa humeda) y julio 2008

(64,47 pg/g masa himeda) respectivamente,
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concentracion promedio de MT maés alta fue de 64,98 pg/g de masa humeda, valores no
muy diferentes entre ambas especies, pero si significativamente elevados a los

presentados en la tabla 3 para sitios no contaminados.

RELACION ENTRE LOS NIVELES DE METALOTIONEINAS, METALES Y EL
INDICE DE CONDICION EN Arca zebra

En la tabla 4 se muestra el andlisis de correlacion entre contenido de
metalotioneinas, el indice de condicién (IC) y la concentracion de metales pesados en
individuos de Arca zebra. En la misma se puede apreciar que el Zn presenta una relacién
significativa con el Cd, el Cu y el IC, mientras que el Cd esta relacionado con el Cu, pero la
concentracién de metalotioneinas no evidencio relacién con ningn metal toxico (Pb y Cd),

aunque gue si una dependencia significativa con el IC y el Cu.

Tabla 4. Analisis de correlacion entre contenido de metalotioneinas, el indice de
condicion (IC) y la concentracion de metales pesados en individuos de Arca zebra,
recolectados en la localidad de Guayacan, Edo. Sucre, Venezuela. (Coeficiente y r2)

Znug/gmh  Pb pg/gmh Cd pg/gmh  Cu pg/g mh 1IC%

i
0,1078 0,0340
Pb pg/g mh 0,1681 - ) - 0,6642
cd uglg mh 0.1811 0,0838 ] ] -0,0388
*0.0199 0,2847 0,6206
Cu uglg mh 0,3485 0,1305 0,2867 ] 0,2316
*0.0000 0,0948 *0.0002 00028
MTsuglgmn 01159 -0,0336 00117 0.1635 0,2300
0,1382 0,6688 08816 «0.0358  *0,0030

mh: masa hiimeda; *Correlacidn significativa

El Zn y el Cd poseen caracteristicas quimicas similares, ambos son metales de
transicion ubicados en el grupo 13 de la tabla periddica y poseen un gran poder reductor,
ambos metales se encuentran en el agua en el estado de oxidacion +2 y experimentan
frecuentemente procesos geoquimicos juntos, por lo que las propiedades del Zn son
analogas a las del Cd, aumentando las propiedades tdxicas de este ultimo, ya que puede

reemplazar al zinc en algunas enzimas, alterando su estructura y dafiando su actividad
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catalitica (Manahan, 2007). El cadmio siempre aparece asociado al zinc en la corteza
terrestre y se obtiene como subproducto en la mineria y extraccion del zinc, ademas
acompafia siempre como contaminante al zinc y a sus productos (Castillo, 2005);
mientras que el cobre al igual que el zinc, es esencial para el metabolismo de los
organismos ya que participa en los procesos de transporte de electrones y como cofactor
de diversas enzimas, por lo que no es de extrafiar que estos metales muestren una
relacion significativa (Scelzo, 1997).

1 —
i IC
0,7 —
T) B MTs
= 04 —
: 1
Q —
g -
g‘ 0.1 - upg/gmh
g -
© 0.2 B Cdug/lg mh
- Znug/gmh
0,5 1 . . . 1 . . . | . . . | . . . |
0 0,2 0,4 0,6 0.8

H] E]

Componente 1
Figura 9. Analisis de componente principal entre contenido de metalotioneinas, el indice
de condicién (IC) y la concentracion de metales pesados en individuos de Arca zebra,
recolectados en la localidad de Guayacan, Edo. Sucre, Venezuela.

Por otro lado, contrario a la hipdtesis general que el Cd induce la sintesis de
MTs, en este estudio no se evidencio la relacion entre los niveles de MTs y las
concentraciones de metales pesados obtenidas en este trabajo (figura 9), pero si una
relacion entre el IC con las MTs y entre los metales Cu, Cd y Zn. Varias publicaciones
han demostrado la ausencia de induccion de MTs en invertebrados expuestos a metales
como el Cd, e incluso un descenso de la concentracion de MTs luego de exposicién a
metal (Amiard et al., 2006). En este trabajo, durante el mes de agosto 2012 se noto el

mayor IC y nivel de MTs, pero la menor concentracion de Cd el cual es conocido como
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un inductor por excelencia de las sintesis de MTs en diferentes especies. En lugares
donde metales estan presentes a altas concentraciones y biodisponibles, algunas especies
de peces no han mostrado incremento en la concentracion de MTs (Bervoets y Blust,
2003).

En invertebrados, existen dos mecanismos de detoxificacion involucrando
ligandos intracelulares: compuestos que enlazan metales incluyendo las metalotioninas y
la biomineralizacion (Marigomez et al., 2002). Dependiendo de la especie, la relevancia
de estos dos mecanismos de detoxificacion varia considerablemente. Por ejemplo, el
poliqueto Hediste diversicolor almacena de forma insoluble méas del 90% del Cu en su
cuerpo cuando estd expuesto a alta biodisponibilidad de este elemento en el medio
(Berthet et al., 2003). Solo una fracccion citosolica de metales se encuentra unido a
metalotioneinas, y el porcentaje de union varia por cada elemento y de acuerdo al sitio
de origen de los especimenes. La participacion limitada o insignificante de las
metalotioneinas en la unién de metales ha sido reportado para varios bivalvos como
Scrobicularia plana, Anondonta cygnea Yy Unio elongatulus. En la vieira Pecten
maximus, MTs acomplejan solo el 15% del Cd citosélico. En la ostra O. edulis MT solo
tiene un rol menor en la captacion de Cd, Cu y Zn en sitios altamente contaminados
(Langston et al., 1998).

Debido a que las MTs estan probablemente involucradas en procesos de
detoxificacion, es importante comparar poblaciones expuestas crénicamente a metales y
poblaciones que viven en sitios considerados no contaminados (Amiard et al., 2006). El
oligogueto Limnodrilus hoffmeisteri resistente al Cd, habita en el Rio Hudson (New
York, USA) contaminado con metales (Cd, Cr, Ni) y produce proteinas similares a las
metalotioneinas, al igual que granulos ricos en metales para el almacenamiento y
detoxificacion (degradacién lisosomal de productos de Cd-MT) de Cd, mientras que
gusanos no resistentes al Cd solo producen MT (Wallace et al., 1998).

Por ejemplo, las ostras, C. gigas acumulan mas Cd que O. edulis y las proteinas
que enlazan metales son diferentes (Frazier y George, 1983). La fisiologia de
acumulacion de metales trazas difiere grandemente entre mejillones y ostras (Rainbow,

1993), es por esto que es de esperar que los factores naturales y los factores de
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contaminacion que afectan la concentracion de MTs no sea la misma en cada especie.
Tres especies de bivalvos (M. edulis, M. galloprovincialis, R. decussatus) fueron
expuestos a la misma concentracion de Cd por el mismo periodo de tiempo (Bebianno y
Langston, 1991 y 1992; Bebianno et al., 1993). Una relacion lineal fue observada entre
las concentraciones de Cd y concentraciones de metalotioneina, el incremento fue mas
alto en ambas especies de mejillones que en R. decussatus. Similarmente Bebianno y
Serafim (1998) demostraron que el mejillon M. galloprovincialis presenta una mayor
concentracion de MTs en presencia de Cd que la almeja R. decussatus.

Los cangrejos Carcinus maenas y Pachygrapsus marmoratus son abundantes en
el estuario Gironde (Francia) rico en metales. Ambas especies fueron muestreadas en 3
localidades a lo largo de un gradiente de salinidad (Legras et al., 2000). La
concentracion de MTs y metales (Cd, Cu, Zn) fueron analizadas en hepatopancreas y
branquias. Analisis de regresion fueron aplicados para determinar cual parametro fue el
mas importante en el control de la concentracion de MTs a través de factores naturales
(salinidad, sexo, estacionalidad, concentracion total de proteinas) y factores de
contaminacién. De acuerdo con los resultados de Pedersen et al., (1997), Ila
concentracion de metales acumulado en C. maenas, fue el mayor  factor
estadisticamente relacionado a la concentracion de MTs. Sin embargo, en P.
marmoratus la concentracion de MT fue principalmente influenciada por factores
ambientales, de hecho los niveles de MTs se han asociado a cambios en el metabolismo
general de proteinas que se ven alteradas por diferentes salinidades mas que a
concentraciones de metales acumulados. Es posible que P. marmoratus pueda tener
adaptaciones fisiologicas mas marcadas a baja salinidad que C. maenas, con incremento
de los efectos sobre el metabolismo de proteinas. Es de esperar que un cangrejo
intermareal con una distribucion méas hacia el sur y una temperatura del agua mas calida
(como P. marmoratus) puede experimentar un mayor rango de variables fisicas
incluyendo salinidad y temperatura que un cangrejo de ambiente templado como C.
maenas y adaptarse apropiadamente (Legras et al., 2000); esto podria explicar la
relacion significativa existente entre el IC y los niveles de MTs en la pepitona A. zebra,

por lo que los ultimos estudios indican que la induccién de MTs deberia ser considerada
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como una respuesta de estrés general, particularmente sensible a los metales pesados
(Amiard et al., 2006; Viarengo et al., 2000), por lo que a la hora de emplear a las MTs
como biomarcador de contaminacion por metales, es necesario tomar en cuenta

pardmetros fisiologicos del organismo y ambientales.
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CONCLUSIONES

En las muestras recolectadas de Arca zebra de la localidad de Guayacan,
\Venezuela, se evidencié variacidon estacional de la concentracion de metalotioneinas,

metales y los valores del indice de condicion.

Se determind que en Arca zebra la sintesis de metalotioneinas esta asociada
primordialmente a aspectos fisioldgicos como es el caso del indice de condicidn, y éste a

su vez esta influenciado por factores ambientales, particularmente la temperatura.

Los valores promedio de Zn y Cd mostraron valores por encima de los

permisibles para el consumo humano segin BFL y COVENIN respectivamente.
RECOMENDACIONES

La literatura consultada presenta muchas contradicciones con respecto a la
induccion de MTs. EIl proceso que genera estas inconsistencias necesita ser entendido al
igual como la relativa influencia de factores naturales (sexo, indice de condicion, indice
gonadosomatico) y de contaminacién en orden de validar el uso de MTs como
biomarcadores. Muchos factores, influyen en los valores de MTs, limitando la
posibilidad de usar la concentracion de MT como un biomarcador de exposicion a
metales, por lo que se recomienda se realicen estudios de laboratorio, exponiendo los
organismos a diferentes concentraciones de Cd, Zn y Cu, y donde se determinen
variables intrinsecas como el sexo, el indice de condicion y gonadosomatico, y se
controlen variables extrinsecas como la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y
disponibilidad de alimento, en orden de determinar la influencia de éstos en los niveles
de MTs y considerar si existen otra moléculas quelantes que predominan sobre las MTs

en los procesos de detoxificacion.
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APENDICES

Apéndice |. Valores maximos permisibles de los metales Zn, Cu, Pb y Cd en bivalvos
para el consumo humano pg/g masa himeda.

Metal Promedio FAO FDA BFL COVENIN
Zn 57,46 - - 50 -
Cu 0,94 10 - 30 10
Pb 0,108 2 1,7 20 2
Cd 5,80 1 4 1 0,1

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations; FDA: Food and Drugs
Administration; BLF: Brazilian Federal Legislation;, COVENIN: Comision Venezolana de
Normas Industriales.

Apéndice Il. Valores promedio del IC, concentraciones de metales (Zn, Cu, Pby Cd) y
metalotioneinas (ug/g masa himeda) en individuos de Arca zebra, recolectados en la
localidad de Guayacéan, Edo. Sucre, Venezuela. (X+DE)

Meses Zn Cu Pb Cd IC METs
Enero 34,82+6,15 0,48+0,11 0,008+0,014 1,23+0,51 19,91+1,68 14,60+7,47
Febrero  28,26+8,42 0,32+0,08 0,012+0,019 1,98+0,83 20,75+6,89 19,31+4,30
Marzo 24,17+7,53 0,59+0,21 0,108+0,047 3,12+1,90 21,53+1,61 14,26+7,62
Mayo 57,46+20,30 0,52+0,14 0,073+0,041 3,13+1,20 21,31+3,51 23,6948,67
Junio 36,95+15,10 0,49+0,19 0,023+0,044 1,32+0,53 19,49+1,51 32,96+31,61
Julio 33,29+4,76  0,66+0,23 0,089+0,060 2,77+1,18 20,38+3,61 27,51+6,17
Agosto  34,40+£15,95 0,56+0,31 0,017+0,029 1,16+0,57 23,87+£1,30 64,98+24,25
Septiembre 53,99+10,38 0,61+0,17 0,090+0,083 1,47+0,53 17,47+1,47 30,80+5,36
Octubre  38,38+14,62 0,94+0,56 0,087+0,168 5,80+3,91 19,47+2,75 34,58+10,05
Noviembre 41,52+10,67 0,40+0,10 0,018+0,020 2,84+1,30 17,17+1,91 19,05+3,62
Diciembre 28,57+4,66  0,33+0,07 0,005+0,010 1,96+0,98 20,16+1,76 19,56+2,57
KW 71,34* 59,28* 69,46* 91,00* 76,51* 93,43*
P 2,43x101t  4,93x10°  5,62x10M 0,0 2,41x1012 0,0
K-W: Kruskal-Wallis; X: Media; DE: Desviacion Estandar.
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Resumen (abstract):

Las metalotioneinas (MTs), son proteinas ubicuas, no enzimaticas, de baja masa
molecular y de alto contenido de cisteina. Los grupos tiol (-SH) de los residuos de
cisteina permiten a las MTs unir metales particulares por lo que son usadas como
biomarcador en programas de monitoreo de contaminacion, basandose en la premisa de
que el aumento de los niveles de MTs se debe principalmente a la exposicion metélica.
Sin embargo, factores naturales como la temperatura, el indice de condicion y el sexo
pueden influir en la sintesis de MTs; por lo que en el presente trabajo se evalud la
relacion entre las MTs, el indice de condicion (IC) y la concentracion de metales en
organismos del bivalvo Arca zebra de la localidad de Guayacan, Edo. Sucre, Venezuela.
Los niveles de MTs fueron determinados en muestras recolectadas desde enero hasta
diciembre 2012, por un método de cuantificacion colorimétrica empleando reactivo de
Ellman, el IC fue calculado utilizando la ecuacion 1C= (Masa seca/Masa humeda) *100
y los metales fueron evaluados en el tejido blando seco digerido con &cido nitrico a
través de espectrofotometria inductivamente acoplado a plasma (ICP). La pepitona A.
zebra presentd una variacion estacional significativa de los valores de MTs, IC vy
metales. De acuerdo a los valores promedios obtenidos en A. zebra, las concentraciones
de Zn sobrepasan los valores permisibles para el consumo humano, el cual corresponde
a 50 pg/g de masa himeda segin “Brazilian Ministry of Health”, de igual forma el Cd
por encima de los valores permisibles (0,1 pg/g) para el consumo humano establecidos
por las normas COVENIN. Por otro lado, se observd que las MTs y el IC presentaron
una relacion positiva significativa, donde los valores mas altos fueron durante el mes de
agosto de 2012, mientras que por el contrario no se evidencidé correlacion entre la
concentracion de metales toxicos (Pb y Cd) y el nivel de MTs, pero si con los niveles de
Cu, demostrandose que los factores ambientales y fisiologicos deben ser tomados en
cuenta a la hora de determinar la fuente inductora de MTs en el organismo.
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CUNO9S
Cumand, 04 AG0D 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

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, conocié el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGON
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 produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

UNvERSCORUAERBRYE

SISTEMA DE BIBLIOTECA

a usted a los fines consiguientes.

RECIBIDO POR

61520 3%
FeRCHA — HORA -

e mameadr

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administral
mmmmmw:demmammamm
Contraloria

’ Direccién de Ct Ci lei

JABC/ YGC/maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJOS DE GRADO (Vigente a partir
del II Semestre 2009, segiin comunicacién CU-034-2009) “Los Trabajos de grado
son exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente y solo podrén ser utilizadas a
otros fines con el consentimiento del consejo de nucleo respectivo, quien lo

participara al Consejo Universitario”

Lcda. Laurent Carolina )/i\

Dra. Lemus Mairim
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