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PROLOGO

En las costas del estado Sucre han incrementado significativamente los niveles de
contaminantes metalicos en los ecosistemas marino-costeros, especialmente en sedimentos,
valores que posiblemente se encuentren asociados a procesos de industrializacién, trafico
maritimo, explotacién minera y gasifera, y otras actividades antropogénicas. Por tal motivo
se hace imprescindible realizar evaluaciones ecotoxicologicas en organismos
representativos de nuestros sistemas ecoldgicos, con el fin de establecer los efectos que
pueden causar dosis no letales de xenobioticos, especialmente metales pesados, a la biota

circundante.

Los arrecifes coralinos son altamente sensibles a xenobidticos y cambios de
variables ambientales, inclusive la fauna asociada a tales ecosistemas estd propensa a ser
afectada por diversos contaminantes de distinta naturaleza quimica, y por ende alterar
mecanismos de defensa de primera linea, tales como el sistema de proteccion antioxidante,
respuestas inmunologicas, sintesis de macromoléculas, entre otros. En la actualidad existen
pocos estudios basales relacionados con el estatus fisiolégico y bioquimico de las defensas
contra xenobioticos en especies consideradas centinelas de contaminacion en costas

Venezolanas.

Esta investigacion se fundamenta en el uso y aplicaciéon de distintos marcadores
biologicos, sensibles a xenobioticos, en el poliqueto Eurythoe complanata, los cuales
proveen informaciéon sobre los posibles efectos que suscitan a distintos niveles de
organizacion biologica. El presente trabajo esta compuesto por seis (6) capitulos separados
de la siguiente manera: en el capitulo I, se presenta una introduccion general; los capitulos
I, III, IV y V, muestran la variabilidad de las respuestas antioxidantes, parametros
bioquimicos y celulares en presencia de estresores quimicos, fisicos, estacionalidad,
exposicion a xenobidticos, y por ultimo, la aplicacion de tales biomarcadores en estudios de
campo con la finalidad de evaluar dos zonas arrecifales localizadas en costas del estado

Sucre. Finalmente las conclusiones y recomendaciones (CAPITULO VI).
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RESUMEN

Con el interés de evaluar la calidad ambiental de dos zonas de arrecifales localizadas en
costas del estado Sucre (Venezuela), la ensenada de Turpialito (Golfo de Cariaco) e isla Las
Caracas (Parque Nacional Mochima), se realizo la determinacion de una gama de
marcadores de contaminacién, a diferentes niveles de organizacion biolégica (molecular,
celular y tisular), usando como organismo sensor al poliqueto E. complanata
(Amphinomidae). Adicionalmente, se realizaron ensayos subletales referenciales en
presencia de los siguientes xenobioticos: cadmio (Cd), peroxido de hidrogeno (H,O,) y una
fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMYV), durante
periodos de exposicion (7, 14 y 21 dias); cambio de temperatura (24 y 28 °C) y sedimentos
contaminados por mezclas de contaminantes. Para los distintos tratamientos y zonas de
estudios se procedié a determinar los niveles de metales pesados contentivos en la pared
corporal del poliqueto y en el sedimento; ademas de parametros bioquimicos tales como la
actividad de las enzimas catalasa (CAT), glutationa reductasa (GR), glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), dafio a lipidos de membranas (TBARS), glutationa transferasa
(GST), metalotioneinas (MT) y grupos tioles solubles (-SH), actividad de lisozimas, niveles
de proteinas (PT), ARN y ADN; parametros celulares tales como viabilidad, nimero total
(NTC), fagocitosis, frecuencia de micronuicleos (FMN), desestabilizacion de las membranas
lisisomales (TRRN) de celomocitos; y parametros tisulares: crecimiento, regeneraciéon y
frecuencia autotémica (FA). El poliqueto E. complanata present6 la habilidad de acumular
metales pesados en su region corporal posterior, con una alta capacidad metabdlica y de
defensas antioxidantes hacia la region media del organismo. Estas respuestas pueden ser
inducidas en presencia de Cd y H.O,, o mezclas complejas de xenobidticos. Durante los 21
dias de exposicién, la viabilidad, NTC y TRRN fueron reducidas en presencia de la
FALUMYV, no asi con Cd. La actividad de las enzimas y compuestos antioxidantes fueron
modulados durante los cambios estacionales de temperatura, tanto en el ambiente como
bajo condiciones controladas, logrando un incremento de CAT y G6PDH en los poliquetos
colectados en los meses de colecta de junio y octubre (temperaturas > 28 °C). Los niveles

de las macromoléculas (proteinas, ARN) no mostraron variabilidad estacional, sin embargo,
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las concentraciones de ADN, junto al mayor numero de individuos regenerados, aumentan
en los meses de altas temperaturas. El coeficiente de crecimiento ARN/ADN mostré sus
mayores promedios durante los meses de octubre y diciembre, aunque tales variables no se
encuentran asociadas a las tasas de crecimiento en cuanto a masa corporal. Estos
coeficientes pueden verse afectados por la exposicion a toxicos referenciales, especialmente
a la FALUMV. La actividad de CAT se mostro elevada en los organismos expuestos a
toxicos referenciales. E1 NTC fue relativamente mayor en los poliquetos en la localidad de
isla Caracas; y un porcentaje de 4% en la frecuencia de microntcleos se observé en los
organismos colectados en la ensenada de Turpialito; no obstante sus registros se encuentran
por debajo que los mostrados por organismos expuestos a toxicos de referencia. Los niveles
de MT, -SH y lisozimas no presentaron variaciones entre las localidades, pero si en
presencia de contaminantes referenciales. En general, el contraste de los marcadores
biologicos usados en poliquetos colectados en el ambiente mostré un estado saludable en
ambas zonas evaluadas. Esta investigacion demuestra (1) la aplicacion de baterias de
respuestas biolégicas (multibiomarcadores), a nivel molecular, celular y tisular en E.
complanata para la evaluacién de areas costeras; (2) algunos parametros sugeridos como
biomarcadores especificos de contaminacién en presencia de xenobidticos pueden ser
alterados por cambios de temperaturas; y (3) esta informacién fundamenta el uso del
poliqueto E. complanata como organismo sensor para estudios ecotoxicologicos y la

determinacién calidad ambiental de ecosistemas marino-costeros.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Los poliquetos constituyen el grupo mas diverso dentro de los anélidos, presentando
adaptaciones a una variedad de ambientes marinos, estuarinos e incluso en agua dulce,
representando el 70% de la biomasa de los fondos blandos o arenosos de las zonas costeras.
Estos organismos presentan distribuciéon cosmopolita, localizdndose desde la zona

intermareal hasta profundidades abisales (HUTCHING, 1998).

Desde el punto de vista ecoldgico, los poliquetos tienen ejemplares situados en
todos los niveles consumidores de la trama trofica, buena parte son predadores de anélidos
de pequefa talla y de macroinvertebrados, algunos son herbivoros de algas, y otros
degradan y reciclan la materia organica en descomposicion. Por otro lado, los poliquetos
sirven de alimento a una gran variedad de organismos en el sedimento, asi como a
miembros de la epifauna y especies pelagicas (SNELGROVE et al., 1997). Una buena parte
de este grupo se entierra en el sedimento para protegerse de los depredadores y alimentarse,
mientras que otros remueven constantemente el fango y los depdsitos de materia
particulada del bentos (AUSTEN, 2002). Sin embargo, la materia que se deposita en el
sedimento no s6lo comprende nutrientes sino también algunos contaminantes
(xenobidticos) que ingresan al ecosistema via antropogénica, y que pueden ser absorbidos y

acumulados con facilidad por tales organismos.

Numerosas investigaciones han sido dirigidas a la seleccién de organismos que
puedan ser utilizados como modelos biologicos en estudios ecotoxicologicos, con la
finalidad de relacionar los cambios significativos de su condicion fisiol6gica y bioquimica a
la presencia de xenobidticos (organicos e inorganicos), y valorar la salud del ambiente en el
cual estos organismos habitan. Estos organismos han sido denominados centinelas o

biosensores.



Uno de los modelos biol6gicos frecuentemente usado han sido los poliquetos, los
mismos han sido reconocidos como organismos centinelas de contaminacion del bentos
marino (REISH, 1986; REISH, 1998; MONSERRAT et al., 2003; DEAN, 2008). El
amphinomido Eurythoe complanata (Pallas, 1766) ha sido considerado para el desarrollo de
protocolos experimentales ecotoxicologicos en evaluaciones de la toxicidad letal y subletal
de sustancias xenobidticas (RODRIGUEZ y ESCAPLES, 1996). E. complanata es un
poliqueto errante, comtinmente llamado “gusano de fuego”, el cual presenta una amplia
distribucién geogréfica (LINERO, 1978). Esta especie se presenta en relativa abundancia
en zonas costeras del Oriente de Venezuela, habitando en arrecifes coralinos, fondos
arenosos someros, conviviendo con bivalvos y ofiruoideos debajo de piedras y corales

muertos (LINERO-ARANA y DfAZ, 2010).

En ensayos ecotoxicoldgicos se ha hecho de uso comtn al poliqueto E. complanata
como modelo biologico, lo que ha permitido predecir y alertar tempranamente sobre el
riesgo de procesos de contaminacion en sedimentos (NUSETTI et al., 1998; ZAPATA-
VIVENES et al. 2005). Una variedad de marcadores biolégicos han sido utilizados en esta
especie, los cuales incluyen indicadores de toxicidad a nivel genético, sistema de defensa
antioxidante e inmunolégico, crecimiento y reproduccién (MENDEZ Y PAEZ-OSUNA,
1998; NUSETTI et al., 2005; VASQUEZ-NUNEZ et al., 2007).

Los mecanismos de defensa en E. complanata frente a xenobioticos ofrecen
aspectos de interés para su aplicacion en estudios de toxicologia ambiental. Por ejemplo, a
nivel molecular, su sistema de defensa antioxidante presenta perfecta similitud a los
mecanismos encargados de barrer radicales libres en una variedad de grupos taxonomicos,
tanto vertebrados como invertebrados. Ademads, la modulacién en las funciones de las
enzimas desintoxicantes, moléculas quelantes y compuestos antioxidantes han demostrado
ser importantes respuestas utilizadas como marcadores de estrés provocados por
contaminantes. Este estudio justifica el uso de respuestas moleculares en dicho poliqueto;
siendo este una especie ideal para ser empleada en estudios de la evaluacion de ambientes

impactados por contaminacion quimica.



E. complanata posee suficientes caracteristicas que lo convierten en un excelente
organismo centinela de contaminacién, se nombran dentro de las mas importantes que: es
una especie de amplia distribucion geografica, de facil colecciéon, mantenimiento y
reproduccién bajo condiciones de laboratorio, ademds es relativamente abundante,
detritivoro, con poco desplazamiento, se encuentra asociado al sedimento, y presenta la
capacidad de manifestar respuestas ante posibles cambios que suceden en su entorno. En su
habitat natural, al igual que otros organismos benténicos, esta especie se encuentra
expuesto a una gran variedad de xenobioticos y en particular interés los metales pesados,

los cuales pueden ser acumulados (MARCANO et al., 1996).

Algunos estudios han reconocido la capacidad que poseen los poliquetos en
acumular diversos xenobidticos, los cuales pueden ser biomagnificados a través de la
cadena trofica (WANG, 2002). La ruta de entrada de xenobidticos en poliquetos puede ser a
traves del tracto digestivo, o en menor proporcion, a través de la piel y branquias; la
acumulacion en sus tejidos, va a depender de la concentracion y disponibilidad del
compuesto en el ambiente, tamafio, estado fisiolégico y reproductivo del organismo

(DEPLEDGE y RAINBOW, 1990; MENDEZ y PAEZ- OSUMA, 1998).

Los estudios de impacto ambiental realizados en décadas pasadas consistian en la
determinacion cualitativa y cuantitativa de contaminantes presentes en el area afectada.
Hoy en dia, se cuantifican respuestas biol6gicas altamente sensibles a bajas concentraciones
de contaminantes que pueden reflejar los posibles efectos deletéreos a nivel molecular y
fisiologico sobre la biota (NASCIMENTO, 2006). Estos biomarcadores pueden ser
determinados desde niveles moleculares hasta poblacionales, siendo propuestos como
herramientas eficaces en las evaluaciones de impacto de xenobidticos sobre los ecosistemas

(MARIGOMEZ et al., 2004).

Parte del metabolismo de xenobidticos en poliquetos es llevado a cabo por procesos
ciclicos de oxido-reducci6on, mecanismos similares tanto en invertebrados como

vertebrados, que pueden ser afectados analogamente por la contaminacion. Por ello, la



relacion entre el metabolismo de sustancias contaminantes y la induccion de dafios
oxidativos mediado por las especies reactivas del oxigeno (EROs) en los sistemas
bioldgicos es un aspecto de creciente interés. Al respecto, existe documentacion solida que
resefian posibles alteraciones que induce la contaminacién quimica sobre la salud y
adaptabilidad de las especies en el medio acuatico, afectando directa o indirectamente el
balance entre las concentraciones de moléculas prooxidantes, compuestos y enzimas
antioxidantes, lo que conlleva a anomalias oxidativas tales como dafios al ADN, oxidacion
de proteinas, inactivacién enzimatica, peroxidacion lipidica, apoptosis y hasta autolisis

celular (STOREY, 1996).

El potencial biolégico para la produccion de EROs incluye sistemas
multienzimaticos complejos tales como el transporte de electrones mitocondrial y
microsomal, asi como también fagocitos activados. Cierta clase de xenobioticos, entre los
cuales se puede encontrar a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), representan
fuentes prolificas de radicales libres debido a su susceptibilidad de ser reducidos a su
correspondiente radical via NADPH-citocromo-P.s (reciclaje redox) (DI GUILIO, 1995).
El metabolismo de xenobidticos organicos involucra inicialmente a una variedad de
enzimas biotransformadoras encargadas de catalizar la introduccién de un grupo funcional
polar en los contaminantes lipofilicos y posteriormente, la intervencién de las enzimas que
conjugan estas moléculas a derivados de azicares, péptidos o sulfatos (LEE, 1981; LEE,
1998). Estas reacciones generalmente resultan en productos solubles en agua, inocuos y de
facil excrecion. Adicionalmente, existen otros compuestos de gran potencial oxidativo,
capaces de inducir estrés oxidativo agudo, tales como: paraquat, tetracloruro de carbono

(CCly), metales de transicién (Cu, Fe) y peroxido de hidrogeno.

El sistema de defensa antioxidante incluye un nimero de enzimas especificas, tales
como la superoxido dismutasa, la catalasa, glutationa peroxidasa, glutationa reductasa y
entre otras. [gualmente, la toxicidad mediada por radicales libres es también moderada por
moléculas barredoras de radicales libres tales como la glutationa, carotenos, vitaminas E y

C (HERMES-LIMA et al., 2001). Estos compuestos y enzimas permiten la efectiva



eliminacion de las EROs, constituyendo un mecanismo esencial del sistema de defensa

empleado por especies de organismos impactados por toxicos.

En poliquetos, los compuestos ricos en grupos sulfhidrilos cumplen un papel
preponderante en el metabolismo de xenobi6ticos, principalmente las metalotioneinas (MT)
y el glutation reducido (GSH) (DEMUYNCK y DHAINAUT-COURRTOIS, 1994). La
inducibilidad de éstas metaloproteinas y otras de distinta masa relativa en presencia de
metales pesados ha sido demostrada en el poliqueto E. complanata (MARCANO et al.,
1996). Actualmente, diversos autores han sefialado que las MT forman parte del sistema de
defensa antioxidante, por su capacidad de barrer radicales libres mediante interaccién con
sus grupos sulfhidrilos (VIARENGO et al., 2000; ZAPATA-VIVENES y NUSETTI,
2007).

Otro sistema de importancia susceptible a xenobi6ticos es el sistema inmunoldgico
innato. Actualmente existen protocolos para evaluar las respuestas inmunolégicas en una
gran variedad de especies de anélidos. E. complanata consta de un sistema inmunologico
conformado por un componente celular (celomocitos), el cual desempefia un papel clave
durante los procesos de inflamacion, cicatrizacion de heridas y fagocitosis de patdégenos, y
de un componente humoral, que comprende actividad bacteriolitica de lisozimas, factores
aglutinantes y hemolisinas. Todas estas funciones inmunol6gicas son sensibles a
contaminantes quimicos, por lo que el uso de estos biomarcadores resultan potencialmente

titil (DHAINAUT y SCAP, 2001; SAUVE et al., 2002).

Muchas publicaciones sefialan que diversos xenobidticos, en especial los metales
pesados, fracciones solubles de aceites usados de motores de vehiculos y petréleos pesados
pueden actuar como alteradores de las respuestas inmunoldgicas innatas en invertebrados
marinos, lo cual refleja en modificaciones de la actividad fagocitica y composicién relativa
de los fagocitos (MARCANO et al., 2007, SANCHEZ, 2008; ZAPATA-VIVENES et al.,
2012a).

Otra respuesta en el orden tisular que posee E. complanata es la habilidad de



autotomizarse, cicatrizar tejidos heridos y regeneracién tisular (ZAPATA-VIVENES,
2001). Los fenémenos de sellado y reparacion de tejidos en el poliqueto E. complanata
relacionan la participacion directa del sistema inmune y la accion eficiente de compuestos
antioxidantes, mecanismos que pueden ser vulnerables a la presencia a baja concentracion
de cobre (ZAPATA-VIVENES et al., 2005). NUSETTI et al., (2005) han mostrado
evidencias que la exposicién subletal a fracciones acuosas de lubricantes usados de motores
de vehiculos, constituidos por mezclas complejas de xenobioticos, inducen una condicion
de estrés oxidativo, la cual puede comprometer el proceso de sellado y formacién de
nuevos segmentos (setigeros) en esta especie. Adicionalmente, se ha evidenciado
amputaciones espontaneas en anélidos que habitan ambientes impactados por metales
pesados, especialmente el desprendimiento de sus porciones posteriores (LUCAN-
BOUCHE et al., 1999). Segun experimentos preliminares, esta respuesta de fision corporal

pareciera estar inducida en E. complanata por estrés en presencia de contaminantes.

La letalidad de los metales pesados (Cu, Zn, Hg, Cd, Ni), y mezclas complejas de
xenobidticos (fraccion soluble de lubricantes usados) ha sido evaluada en E. complanata
por medio de estimaciones de las concentraciones letales medias (CLsy) durante 96 horas
(TABLA 1). A pesar que las concentraciones de metales pesados usadas en la mayoria de
los bioensayos estaticos de toxicidad realizados son superiores a las encontradas en
sedimentos superficiales en las costas orientales de Venezuela, existen investigaciones
recientes que reportan incrementos en los niveles de metales pesados (MARTINEZ, 2006),
compuestos clorados (ROMERO et al., 2011) e hidrocarburos totales (DAKDOUK-
ORTIZ, 2009; ROMERO et al., 2011) en areas puntuales de las costas del estado Sucre;
tales niveles podrian provocar efectos subletales tales como perturbaciones moleculares y

celulares, a largo plazo (semanas, meses) en la biota circundante.

Los planes de desarrollo industrial (complejos gasiferos, puertos de aguas
profundas) en la region oriental, y especificamente en el estado Sucre, demandan el disefio
y aplicacion de herramientas adecuadas y sensibles que permitan estimar impactos

biologicos. Del mismo modo, se hace necesario promover la realizacion de estudios en la



bioquimica basal en invertebrados marinos, previa a la realizacion de estas obras de
envergadura, con la finalidad de contrastar cambios en su fisiologia normal, y asi poder
determinar futuras alteraciones en la calidad de los ecosistemas. Los efluentes descargados
por actividades antropogénicas podrian conllevar a dejar secuelas a nivel molecular en los
organismos asociados al sedimento; efectos que solo pueden ser detectados mediante
marcadores bioldgicos especificos y no especificos denominados biomarcadores

(MONSERRAT, 2006).

En tal contexto, este trabajo se fundamente en el uso del poliqueto E. complanata
(Pallas, 1766) como sensor biolégico de contaminacion en evaluaciones de ecosistemas
quimicamente impactado, determinando en este organismo una serie de biomarcadores a
distintos niveles de organizacion bioldgica. Para tal fin se evalu6 inicialmente los efectos
que pueden provocar distintos contaminantes de importancia ecotoxicoldgicas: cadmio
(Cd), mezclas complejas de xenobidticos (fraccién soluble de lubricantes usados) y agentes
prooxidantes (peroxido de hidrogeno, H,0,) sobre algunas respuestas bioquimicas,
celulares y tisulares, en bioensayos estaticos que asemejen parcialmente escenarios
contaminados. Posteriormente, se contrasté diversos biomarcadores en E. complanata
colectados en dos zonas costeras arrecifales del estado Sucre, con la finalidad de valorar la

calidad ambiental de estos dos ecosistemas.



Sustancias Fuente Concentraciones Nominales L.C;, 96 h Referencias
Cadmio CdCL. 5H,0O - 75,0 REISH et al., 1989
- 1,4 mg/L REISH, 1996

CdCl,. 5SH.O - 11,14 mg/1 CORDOVA, 1995

CdCl,. 5H,0 0-20 mg/1 5,42 mg/l Este trabajo *
Cobre CuS0.4.5H,0 - 2,14 mg/L MARCANO et al., 1997 1
DDT (CICeH4),CH(CCly) - 1 mg/1 REISH, 1996
FALUMV Lubricantes usados 0-100 %. (Proporcién 1:9) 13,99 % ZAPATA, 2001
Plomo Pb(NO3), 0-100 mg/L 0,54 mg/l Este trabajo T
Mercurio Hg,Cl, 0-900 mg/L 0,197 mg/L MENDEZ et al., 2009
Peréxido de Hidrogeno H,0, grado anal. 29 % 0-100 mmol/I 20,9 mmol/l Este trabajo *
Zinc ZnS0..7H,0 0-400 mg/L 139,6 mg/l Este trabajo *

TABLA 1. Estimaciones de las concentraciones letales medias (LCs) a 96 horas, usando a E. complanata expuestos a

distintos xenobidticos. 7 Contaminante mezclados en el sedimento; * Contaminante disuelto en agua de mar.



CAPITULO II

RESPUESTAS ANTIOXIDANTES EN EL POLIQUETO Eurythoe
complanata (Pallas, 1766) (POLYCHAETA: AMPHINOMIDAE) EN
PRESENCIA DE CONTAMINANTES



RESUMEN

Se evaluo los efectos de tres sustancias contaminantes: cadmio (Cd), per6xido de hidrégeno
(H20,) y una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMYV),
sobre el sistema de defensa antioxidante, enzimatico y no enzimatico, en distintas porciones
corporales del poliqueto E. complanata. Los organismos fueron expuestos durante 7 y 14
dias a 200 pg Cd/l, 3 % de FALUMYV y 200 mmol de H,O,/l en acuarios por separado.
Posteriormente, se escindieron los ejemplares en tres porciones: anterior (A, 20-25
setigeros), media (M) y posterior (P, 20 setigeros terminales). En las mismas fueron
cuantificados los niveles de metales pesados (Cd, Cu, Zn, Pb, Cr), la actividad de enzimas
catalasa, glutationa reductasa, glucosa-6-P deshidrogenasa y glutationa transferasa, dafio a
lipidos de membranas, metalotioneinas, grupos tioles solubles y frecuencia autotémica . En
presencia de la FALUMYV, E. complanata present6 la habilidad de acumular Cd, Zn, Pb y
Cr en su region P, con una alta capacidad metabdlica y de defensas antioxidantes en la
region M. Trece % de los organismos expuestos a FALUMYV mostraron dafios o sefiales de
desprendimiento de la region P. Las concentraciones de las sustancias toxicas, Cd y
FALUMYV, usadas provocaron alteraciones diferenciales en las respuestas de defensas
antioxidantes en E. complanata, indicando ajustes compensatorios, en el orden bioquimico
y corporal, lo cual posiblemente permita contrarrestar los efectos téxicos de la carga de
metales pesados y compuestos organicos toxicos. El incremento en las defensas
antioxidantes a lo largo del cuerpo de E. complanata pueden conllevar a evitar la toxicidad
y exacerbaciones oxidativas. La region P posee mayor sensibilidad a ser afectada por
oxiradicales (lipoperoxidacién). La autotomia de la regién posterior inducida por
acumulacién de metales pesados es considerada como un mecanismo de defensa corporal

en los procesos de desintoxicacion de metales pesados en poliquetos.
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INTRODUCCION

Los organismos que habitan zonas costeras impactadas generalmente se encuentran
expuestos a mezclas de xenobidticos organicos e inorganicos (metales pesados,
hidrocarburos aromaticos policicliclos, compuestos policlorados, entre otros), tales
compuestos han sido caracterizados por poseer un alto potencial téxico. La sobrevivencia
de los organismos en ambientes contaminados se encuentra asociada a la activacion de
mecanismos de defensa vinculados con el ingreso, metabolismo, acumulacién y
desintoxicacion de productos toxicos (AZEVEDO y DA MATTA, 2004). Tales procesos
frecuentemente pueden conllevar a manifestar patologias relacionadas a la formacion de
especies reactivas del oxigeno (EROs). En organismos vertebrados e invertebrados se ha
demostrado que la sobreproduccion de EROs causa el desarrollo de patologias oxidativas
que conllevan a manifestaciones de neoplasia (TUYOKUNI et al., 1995), senectud
(ZORRILLA-GARCIA, 2002), genotoxicidad (CHANG et al., 2009), disfuncién
inmunolégica (MARCANO et al., 1997) y retardo en la regeneracion de tejidos (NUSETTI
et al., 2005).

Los organismos marinos poseen un sistema de defensas antioxidantes que mantiene
en concentraciones fisiologicamente aceptables a las EROs (LIVINGSTONE, 2001). Las
defensas antioxidantes estan conformadas por respuestas de tipo enzimaticas, dentro de las
que se incluyen, las enzimas: superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutationa
peroxidasa (GPx), glutationa reductasa (GR) y glutatién transferasa (GST), y no
enzimaticas, por nombrar a las mas importantes: glutationa reducida (GSH), vitaminas C y
E, inclusive metalotioneinas (MT). La variacion en la actividad de tales enzimas y niveles
de compuestos antioxidantes han sido frecuentemente usados como pardmetros claves en
monitoreos de ambientes marino-costeros frente a contaminacion por xenobioticos. Este
sistema de defensa molecular ha sido evaluado en una variedad de modelos biolégicos
experimentales tales como bivalvos (SRAIN y RUDOLPH, 2010), gasterépodos (ROMEO
et al., 2006), corales (RAMOS y GARCIA, 2007) y poliquetos (DA ROSA et al., 2005; DA
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ROSA et al., 2008).

Uno de los grupos biologicos mas usados como organismos sensores en la
evaluacion de contaminacion han sido los anélidos, y de particular interés los poliquetos.
La mayoria de especies de poliquetos muestran la capacidad de acumular y degradar
compuestos xenobioticos téxicos a formas menos perjudiciales. Los poliquetos pueden
residir en ambientes marino-costeros influenciados por contaminantes provenientes de la
actividad industrial y urbanistica. A pesar de esto, tales organismos poseen mecanismos
suficientes de tolerancia a bajas concentraciones de metales pesados e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (SUN et al., 2006; SUN y ZHOU, 2008), exhibiendo mecanismos
de incorporacion poco dilucidados que le permiten acumular concentraciones elevadas en

consideracion con las encontradas en el entorno donde habitan.

En ensayos cronicos de exposicion a contaminantes se puede evaluar como varian
las defensas antioxidantes en los organismos. Existen referencias importantes que
demuestran la activacion dl sistema de defensa antioxidante en presencia de xenobidticos.
GERACITANO et al., (2004a) reportan incrementos en las actividades de las enzimas
antioxidantes SOD, GST y CAT en el poliqueto Laeonereis acuta expuestos a dosis
subletales de cobre. De igual manera, el poliqueto errante E. complanata puede metabolizar
hidrocarburos (NUSETTTI et al., 2005) y acumular metales pesados (Cu, Zn, Hg, Cd)
(MARCANO et al., 1996; VASQUEZ-NUNEZ et al., 2007). En esta tltima especie, se ha
reportado un concomitante incremento de las actividades de las enzimas CAT, GR y GST
cuando es expuesta a fracciones acuosas de lubricantes usados de vehiculos automotores,
en periodos moderados o intensos (NUSETTI et al., 2005). Estudios recientes han resaltado
la utilidad de los poliquetos como especies indicadoras de toxicidad (DEAN, 2008;
MORALES-CASELES et al., 2009).

El ingreso de metales pesados y algunos compuestos organicos pueden inducir la
sintesis de metalotioneinas (MT), proteinas de alta masa relativa y tioles de bajo peso

molecular (HERNANDEZ, 2006; ZAPATA-VIVENES et al, 2012b). Las MT son
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proteinas de baja masa molecular relativa, con un alto contenido de cisteina y su funcién se
encuentra asociada a la homeostasis de metales esenciales (ROESIJADI, 2000). La
inducibilidad de las MT y otras proteinas de alto peso molecular ha sido demostrada en
invertebrados expuestos a distintos xenobidticos, especialmente metales pesados. Ademas,
su capacidad de enlazar metales ha sido ampliamente demostrada en poliquetos (YOUNG y

ROESIJADI, 1983; MARCANO et al., 1996).

Una de las consecuencias de la sobreproduccion de oxiradicales a nivel molecular es
la peroxidacion lipidica (LPO), considerada un marcador de dafio oxidativo.
Adicionalmente se ha reportado una relacion directa de la induccion de dafios oxidativos
sobre lipidos de membranas en organismos expuestos a dosis subletales de metales pesados
(BEYTUT y AKSAKAL, 2002; NUSETTI et al., 2001). La LPO puede perturbar las
propiedades estructurales y funcionales de las membranas bioldgicas, alterando su fluidez y

capacidad para mantener un adecuado balance (SIES, 1999).

E. complanata posee un alto poder regenerativo de porciones corporales que han
sido escindidas, ademas de autotomizarse y reproducirse asexualmente. Los fragmentos
corporales sobrevivientes son capaces de regenerar los nuevos segmentos de la region
anterior y posterior (ZAPATA-VIVENES, 2001). Las respuestas de autoescinsién son
estimuladas por un dafio directo o estimulos ambientales externos (variacién de alimento,
temperatura), resultando en una rapida separacion de una porcion corporal. En algunos
casos, los xenobiodticos inducen a la perdida de apéndices (crustidceos) e escisiones
corporales (oligoquetos). BOUCHE et al., 2000 indicaron que la autotomia en Tubifex

tubifex es un buen parametro de toxicidad en anélidos.

La mayoria de las investigaciones ecotoxicoldgicas en las cuales se usan poliquetos
como organismos experimentales, tanto en ensayos estaticos como evaluaciones de campo,
han tenido como objetivo principal la determinacion de respuestas bioquimicas y
fisiol6gicas, tomando como 6rgano de andlisis el tejido corporal (carcasa). Este capitulo

tuvo como propoésito evaluar las respuestas antioxidantes, tanto enzimatica y como no
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enzimatica, intracorporales en el poliqueto marino E. complanata, bajo exposicion a
xenobioticos. En adicion, se discute la induccién de respuestas de compensacion
antioxidantes contra dafios provocados por compuestos pro-oxidantes y su vulnerabilidad

dependiendo la naturaleza de los xenobiéticos.
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MATERIALES Y METODOS

Organismos

Los ejemplares maduros del poliqueto E. complanata (1,53 + 1,08 g; rango 0,8
-2,68), sin distincion de sexo, fueron colectados manualmente por buceo auténomo a
profundidades de 0 a 5 m en aguas someras de la franja costera de la zona sur del Golfo de
Cariaco, en las adyacencias de la ensenada de Turpialito (11° 22" 30”" N, 64° 04" 50”" O),
en el mes de agosto del 2009. Los individuos colectados fueron transportados en envases de
aislamiento térmico hasta el Laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Ciencias. Los
mismos fueron mantenidos durante dos semanas en acuarios de 40 litros de capacidad con
agua de mar (1 individuo por cada 4 L de agua de mar), arena del sitio de captura, aireados
continuamente (90-95 %), temperatura del agua de mar 25 + 1 °C y alimentados con tejidos

del cangrejo Carcinus sp. (~0,2 g/dia/animal) colectado en la misma zona.
Ensayos Subletales

Los organismos con tallas que oscilaron entre 1,2 — 1,50 g fueron expuestos, en
experimentos separados, a concentraciones subletales de sustancias contaminantes de
diferentes naturalezas: 200 pg/l de cadmio (CdCl,.5H,0), 3 % v/v de una fraccién soluble
de aceite usados de motores de vehiculos (proporcién 1:9; lubricante: agua de mar v/v), y
100 pmol/L de peréxido de hidrégeno (H,O,) durante 7 y 14 dias. Las concentraciones
seleccionadas (cercanas o menores al CL;) fueron basadas en estimaciones previas de la
concentracion letal media (CLso) (TABLA 1). El experimento fue realizado por triplicado,
incluyendo los organismos del grupo control (sin contaminantes). El niimero de individuos
usados por cada concentracion fue de 10 ejemplares. Los organismos se alimentaron dos
horas previas a la renovacion del sistema (sedimento, agua y contaminantes). El recambio
fue realizado cada dos dias, para minimizar efectos de productos de excrecion y
descomposicion de alimentos. L.os compuestos seleccionados presentan alta importancia

toxicoldgica, basado en el interés de contrastar los efectos de un metal pesado de referencia,
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una mezcla compleja de xenobidticos y sustancias pro-oxidantes, respectivamente.

En cada acuario se colocaron 100 g de arena y rocas limpias provenientes del sitio
de captura, con la finalidad de simular condiciones del medio. Transcurridos los periodos
de exposicion, fueron seleccionados 6-10 poliquetos por cada tratamiento, y posteriormente
se separaron quirurgicamente en tres secciones: porcion anterior (10-15 segmentos), media
(préximos 15-20 segmentos) y posterior (el resto del cuerpo). Estos tejidos fueron

almacenado a —20°C durante un lapso no mayor de 7 dias.
Determinacion de Metales Pesados

Las distintas regiones corporales fueron colocadas, por separado, en fiolas de 25 ml
donde fueron deshidratados a 60°C durante 5 dias. Se procedié a realizar una pre-digestion
por 24 horas con 5 ml de acido nitrico 69% a temperatura ambiente. Seguidamente las
muestras fueron digeridas a 60°C por 4 horas, y luego a 80°C por 2 horas. Posteriormente,
se adicionaron 2,5 ml de agua desionizada, se filtr6 sobre papel Watman n°® 42 y se
completd el volumen final a 10 ml con agua desionizada (ROJAS-ASTUDILLO et al.,
2002).

Las soluciones fueron analizadas en un espectrometro de emision Optica
inductivamente acoplado a un plasma (ICP-OES), marca Perkin Elmer, modelo Optima
5300 DV. Las concentraciones de cada metal fueron expresadas como microgramos por
gramos de masa seca (pg/g). De manera similar fueron tratados materiales certificados de
referencia de ostras (Oyster 1566a) y determinados los limites de deteccion del ICP-OES y
dos soluciones blancos para evaluar la calidad del método de analisis. Se estimaron solo los
niveles de Cd en las porciones de organismos expuestos a este metal y FALUMV. Para los

organismos control y expuestos a FALUMYV se contrastaron: Zn, Cu, Pb y Cr.
Metalotioneinas

Los tejidos se homogenizaron en proporcién 1:8 en buffer Tris-HCI 20 mol/l pH

8,6, contentivo de sacarosa 500 mmol/l, leupectina 10 pmol/l, 4cido fenil-metil-sulfonil
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fluoruro (PMSF) 0,5 mmol/l y ditiotreitol 2 mmol/l a 0-4 °C. El homogenizado fue
centrifugado a 2.000 g por 30 min. Por cada mililitro del sobrenadante se le adicion6 1,5 ml
de etanol absoluto (-20°C) y 80 pl de cloroformo, y luego se centrifug6 a 6.000g por 10
min (4°C). El sobrenadante resultante se mezclé con 1 mg de ARN, 40 ul de HCl al 37 % y
3 ml de etanol frio, y fue mantenido a —20° C por una hora. Una nueva centrifugacién se
realiz6 a 6.000 g por 10 min. Posteriormente, el precipitado obtenido se resuspendié con
etanol 87 %, cloroformo 1 % y buffer de homogenizacion, y posteriormente se centrifugé a
6.000 g por 10 min. El precipitado se mezcl6 con 150 pl de NaCl 0,25 mol/l, 150 pul HCI
0,90 mol/l y 150 pl EDTA 4 mmol/l; luego se agreg6 a las muestras una soluciéon
contentiva de NaCl 2 mol/l, acido 5, 5'-Dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) a 0,4 mmol/l y
buffer fosfato de sodio 200 mmol/l pH 8,6. La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura
ambiente y protegidas de la luz durante 30 minutos, luego se centrifugé a 3.000 g x 30 min.
Se estimaron los niveles de grupos tioles (—SH) utilizando una curva patrén de glutationa
reducida (GSH) a 412 nm. Las concentraciones de MT fueron expresadas en micromoles de

MT/g de masa himeda (VIARENGO et al., 1997).
Tioles Totales (-SH)

La determinacion de tioles solubles se realizo por método de ELLMAN (1958). Se
tomaron 100 mg de las distintas regiones corporales, se homogenizaron con 2 ml del buffer
100 mmol/l Tris EDTA pH 8,0. Se centrifugdé a 5000 g durante 5 minutos. Del
sobrenadante obtenido, se tomaron 200 pl a los cuales se les adicion6 200 pl de acido
tricloroacético al 10 % (ATC) y se coloco en el congelador por 15 minutos, luego se
centrifugé durante 15 minutos a 2000 g. Se tomaron 200 pl del sobrenadante y se le
agregaron 800 pl de Tris-HCI pH 8,9 y 80 pl de DTNB. Posteriormente fueron leidos en un
espectrofotometro UV-VIS a 412 nm. Se us6 glutationa reducida como sustancia de

referencia.

Peroxidacion de Lipidos

La peroxidacion lipidica se estim6 por el protocolo propuesto por OHKAWA et al.,
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(1979). Los tejidos fueron homogenizados en una concentracién de 50 mg/ml en buffer
fosfato de sodio 100 mmol/l pH 7,5; 4 °C. El extracto se centrifugé a 4°C, 6.000 g, por 20
minutos. Doscientos pl del homogeneizado se incub6 en bafio de agua a 37° C con
agitacion constante durante 15 minutos. A cada tubo se le afiadi6 250 pl de una solucion
constituida por acido tricloroacético 12,5 % y HCI 0,8 mol/l. Luego, se le agreg6 500 pl de
solucion de acido tiobarbitirico (TBA) al 1%. Se colocaron en un bafio de agua a 90°C con
agitacion constante por 30 minutos, y posteriormente colocados en bafio de hielo por 10
minutos. Luego, se centrifugd (centrifuga) a 1.500 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Las absorbancias de las muestras fueron leidas a 535 nm. La concentracién de las
sustancias que reaccionan al acido tiobarbiturico (TBARS) se calcul6 usando 1,1,3,3-

tetraetoxipropano como estandar.
Proteinas

La concentracion de proteinas se determind por el método de LOWRY et al.,,

(1951), utilizando como estandar albumina estandar de suero de bovino.

Enzimas Antioxidantes

Preparacion de los Extractos Enzimaticos

Para la determinacion de las actividades enzimaticas se uso el protocolo propuesto
por ZAPATA-VIVENES (2001). Los tejidos se homogenizaron a 13.500 min™ empleando
un homogenizador IKA T25 Basic a 4°C. La homogenizacion se realiz6 en una relacion 1:8
m/v del buffer de extraccion. El buffer de extraccién consistié en Tris-HCI (hidroxymetil-
metilamina) 20 mmol/l pH 7,6 conteniendo acido etilendiamino-tetracetato (EDTA) 1
mmol/], ditiotreitol (DTT) 4 mmol/l, sacarosa 500 mmol/l, KCI 150 mmol/l y acido fenil
metilsulfonilfluorido (PMSF) en alcohol isopropilico 1 mmol/l. El extracto resultante se
centrifug6 inicialmente a 2 g por 10 minutos a 4°C en una centrifuga Eppendorf 5702 R
refrigerada. El sobrenadante se centrifug6 nuevamente a 10 g durante 30 minutos a 4 °C. El

volumen final colectado se us6 como fuente de enzimas.

18



Analisis Enzimaticos

La actividad de las enzimas antioxidantes se determiné en un espectrofotémetro
Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de temperatura controlada a 26 + 0,5

°C. Los ensayos enzimaticos fueron realizados por triplicado en un volumen final de 1,0 ml.
Las estimaciones de pendiente y actividad enzimadtica especifica (U/g de masa himeda del

tejido) se realizaron en el programa UV Winlab Lambda 25 bajo ambiente Windows.

Catalasa (CAT, EC.1.11.1.6): se determin6 por el descenso de la concentracién del

peroxido de hidrégeno (H.O,) a una longitud de onda de 240 nm (Coeficiente de

Extincion= 40 M'cm™?). La mezcla de incubacién estuvo constituida por buffer fosfato

KH,PO~/K,PO4 50 mmol/l a pH 7,5 y HO, 50 mmol/l. A la cubeta experimental de cuarzo,

se le agreg6 800 W de buffer fosfato y 50 pl del extracto enzimatico. Se mezcl6

rapidamente y se midi6 el cambio de absorbancia por 3 minutos. Se dio inicio a la reaccién

adicionando 150 pl de H,0,.

Glutationa reductasa (GR, EC 1.6.4.2): se estim6 siguiendo el descenso de la

absorbancia debido a la oxidacion continua del NADPH a una longitud de onda de 340 nm
(Coeficiente de Extincién=6,22 mM'cm™). En la mezcla de incubacién se incluy6 buffer
KH,PO~/K,HPO, 100 mmol/l pH 7,5, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH) 1,2 mmol/l, glutationa oxidada (GSSG) 12 mmol/l. A la cubeta experimental se
le anadi6 800 pl de buffer de incubacién, 10 YWl de NADPH y 140 pl del extracto

enzimatico. Para dar inicio a la reaccion se afiadié 50 pl de GSSG.

Glutationa-S-Transferasa (GST, EC 2.5.1.18): se determiné siguiendo el ascenso en
la concentracion del complejo formado por la glutationa reducida (GSH) y 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB), a una longitud de onda de 340 nm (Coeficiente de Extinciéon= 9,6
mM 'cm ). Mezcla de incubacién consistié en Na,HPO, 100 mmol/l pH 6,5, CDNB 2,5
mmol/] disuelto en etanol, glutatién reducida (GSH) 67 mmol/l. En la cubeta experimental

se agregd 900 [l de buffer de incubacion, 20 pl de CDNB, 30 pl del extracto enzimatico. La
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reaccién se inicio6 por la adicién de 50 pl de GSH.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49): la velocidad de reaccion
se determindé midiendo el incremento en la absorbancia a 340 nm como resultado de la

reduccion de NADP’. Una unidad reduce un micromol de nucleétidos de fosfopirimidina
por minutos a 25 °C a pH 7,8. Para tal fin se afiadié en la cubeta de reaccion: 800 ul de
imidazol-HCI 50 mol/l, a pH 7,5, 20 pl MgSO, 5 mol/l; 50 pl 0,05 mol/l NADP", 100 pl de

extracto. La reaccion se inicié con 40 pl glucosa-6-fosfato 5 mmol/l.
Frecuencia Autotomica

Se estimd el nimero de poliquetos lesionados en la pared tisular o porciones

corporales escindidas durante 14 dias de exposicion a Cd, H,O, y FALUMV.
Analisis Estadisticos

Un Anadlisis de varianza de multifactorial (porciones, dias de exposicion y tipo de
contaminante) fue aplicado usando el programa computarizado Statgraphic Plus version
5.1, en el cual se determinaron las diferencias entre las respuestas bioquimicas en las
porciones corporales de los organismos bajo los tratamientos experimental. Todos los
supuestos para realizar la prueba fueron tomados en cuenta. Para el contraste “a posteriori”

se utilizara la prueba de Duncan (SOKAL y ROHLF, 1981).

20



RESULTADOS

Contenido de Cd

La mayor cantidad de Cd fue acumulado hacia la regién posterior en el cuerpo de E.
complanata, tanto en los organismos expuestos a la concentracion subletal de Cd como a la
fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMYV) (Fs=27,56;
p<0,001), con similar patron de acumulacion en los dos periodos de exposicion (7 y 14
dias) (Fs=1,72; p>0,05) (TABLA 2). Los mayores niveles de Cd acumulados se
encontraron en los organismos expuestos a 200 pg Cd/l, incrementando entre 2,71-3,78
veces en contraste a la misma porcion corporal en los organismos considerados controles.
En presencia de FALUMYV se evidencio un rango de acumulacion similar, aunque con

menores promedios.

Los niveles de los siguientes elementos: zinc (Zn), plomo (Pb), cobre (Cu) y cromo
(Cr) se examinaron a lo largo del cuerpo de E. complanata, s6lo en organismos expuestos a
la FALUMYV en contraste al grupo control (TABLA 3). Se observaron exclusivamente
variaciones basales en la concentracion de Zn en los organismos controles, presentando sus

mayores valores hacia la porcién media-posterior.

En ambos periodos de exposicion a la FALUMV se observaron variaciones
significativas en algunos de los metales determinados en las distintas porciones corporales.
La acumulacion de Zn en los organismos expuestos cambio, haciéndose mas elevada hacia
la region anterior que en la posterior (Fs=10,20; p<0,05). El Cr present6 mayores
promedios en la regién posterior (Fs=0,25; p<0,05). El Pb incrementé en las distintas
porciones corporales, acumulandose cantidades relativamente mayores en las regiones
medias y posteriores, exclusivamente a los 14 dias de exposicion (Fs=9,32; p<0,05).
Contrariamente, el Cu no presentd variaciones en presencia de las concentraciones de

FALUMYV en los periodos experimentales.
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Metalotioneinas y grupos tioles

En la FIGURA 1A se muestran las variaciones de las concentraciones de
metalotioneinas totales (MT) en las regiones corporales: anterior, media y posterior de E.
complanata. En forma general, se evidencia un aumento significativo de los niveles de esta
proteina en los organismos expuestos a Cd, asi como también a la FALUMYV, aunque con
menores promedios. Se denota que las mayores concentraciones se encuentran en la region
anterior y media, tanto en los organismos expuestos a Cd y FALUMYV, incluyendo los

ejemplares expuestos a los 7 y 14 dias (Fs= 10,69; p<0,001).

Las porciones anterior y media de los organismos expuestos a peroxido de
hidrégeno (H»O) no mostraron diferencias con respecto a su control, a excepcién de la
porcion posterior, que incremento la concentracion de MT significativamente en el dltimo
periodo de exposicion (Fs= 8,10; p<0,001). Los niveles de MT en la regiéon posterior

incrementaron de forma similar en presencia de Cd, H,O, y FALUMV.

Las concentraciones de grupos tioles (-SH) (FIGURA 1B) revelaron un notorio
aumento en la porcion media de los organismos expuestos a Cd y FALUMV (Fs=30,34;
p<0,001), aunque no se evidenciaron diferencias durante los dos periodos de exposicién

(Fs=0,33; p>0,05).
TBARS y Proteinas

Los niveles de sustancias que reaccionan al acido tiobarbitirico (TBARS) mostraron
incrementos similares entre la porcién media y posterior de organismos expuestos a H,O,,
en ambos periodos de exposicion (Fs=13,5; p<0,001). Los niveles de TBARS
incrementaron en la region media-posterior en los animales expuestos a FALUMYV en los
dos periodos de exposicion (Fs=22,19; p<0,001) (FIGURA 2A). Los organismos expuestos

a Cd no mostraron variaciones en este parametro.

Las concentraciones de proteinas incrementaron en todas las porciones de los

organismos expuestos a Cd, al igual que los organismos expuestos a FALUMYV (Fs=34,23;
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p<0,001) (FIGURA 2B). Se observa las mayores concentraciones en la region media, al
menos en los organismos expuestos a Cd (162,16 + 37,15 mg/gmh y 150,96 + 41,82

mg/gmh) en los dos periodos. Los organismos expuestos a H,O, no mostraron cambios

estadisticos en los niveles de estas macromoléculas.
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7d 14 d
Tratamientos Anterior Media Posterior Anterior Media Posterior
Controles 2,32 + 1,64 2,31+1,29 2,90 + 1,28 3,23+1,36  2,45+0,69 4,72 + 2,07
Cd 6,30 + 1,93* 5,18+3,95* 10,97 +4,13* 6,82 +1,60* 5,94 + 3,89* 11,55 + 6,61*
FALUMV 1,89 £ 1,02 3,97 +252 5,69+ 2,88* 2,00 +1,87 3,36 + 1,80 5,57 +2,81%*

TABLA 2. Niveles de cadmio en distintas porciones corporales de E. complanata expuestos a contaminantes. L.os datos se
expresan en pug de Cd por gramo de tejido seco. Se denotan las medias y las desviaciones estandares de cada grupo. Los

asteriscos (*) muestran diferencias significativas al 95 % de confianza con respecto a su porcién en los organismos controles.
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Metal 7d 14 d

Control Anterior Media Posterior Anterior Media Posterior
Zn 59,76 + 24,78 64,76 £ 12,41 86,83 + 26,57 62,38+ 38,73 58,53+ 26,29 72,92+ 54,51
Pb 0,21 + 0,03 0,12+ 0,14 0,23 + 0,04 0,23 + 0,08 0,52 £0,14 0,24 + 0,04
Cu 16,8 + 10,62 7,44 + 6,63 10,18 + 4,17 17,04 + 11,6 15,47 + 7,33 17,82 + 13,8
Cr 0,7 £0,35 0,16 +0,13 0,3 £0,24 0,35 + 0,45 0,28 +0,10 0,35 +0,20
FALUMV Anterior Media Posterior Anterior Media Posterior
Zn 42,75 + 11,64 125,62 +49,8 * 143,19 + 80,9 * 43,88+ 10,56 151,17+ 37,5 * 109,8+ 54,2
Pb 2,21 +£0,73 2,82+1,14 4,13 + 2,40 3,48 + 0,62 6,80 + 3,97 * 6,28 + 3,47 *
Cu 56,85+15,48 44,93+21,99 57,70+22,37 57,6+3,8 116,6+40,38 * 86,39 + 23,56
Cr 0,14 +0,05 1,56+1,55 2,35+1,32 * 1,39 +0,25 2,92+1,40 5,31+2,74 *

TABLA 3. Niveles de metales pesados (Zn, Cu, Pb y Cr) en distintas porciones corporales de E. complanata expuestos a

contaminantes. Los datos se expresan en microgramos (jg) de metal por gramo de tejido seco. Se denotan las medias y las desviaciones estdndares

de cada grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas al 95 % de confianza con respecto a su porcion en los organismos controles.
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denotan las medias y las desviaciones estandares de cada grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias
estadisticamente significativas al 95 % de confianza.
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FIGURA 2. Niveles de sustancias que reacciones al acido tiobarbittirico (TBARS) (A) y
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proteinas totales (B) en las distintas porciones corporales de E. complanata expuestos a

distintos xenobioticos. Las barras blancas y negras representan las variables medidas durante 7 y 14 dias
de exposicion, respectivamente. En el eje de las abscisas: A= anterior, M= media y P= posterior. Las barras y
las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de cada grupo. Los asteriscos (*) muestran
diferencias estadisticamente significativas al 95 % de confianza.
Enzimas

La enzima catalasa (CAT) mostr6 un incremento significativo en la region media de
los organismos expuestos a Cd a los 14 dias. Las regiones anteriores y medias de
organismos expuestos a H,O, y todas las regiones corporales de organismos expuestos a
FALUMYV mostraron un aumento de esta enzima (FIGURA 3A). Los mayores promedios
de actividad fueron registrados en la region posterior en organismos expuestos a FALUMV

a los 14 dias (porcién media= 51,92 + 16,04 U/gmh y posterior= 42,12 + 14,88 U/gmh).

La actividad de la glutationa reductasa (GR) mostré variaciones durante los dos
periodos de exposicion (Fs=11,39; p<0,001). Todos organismos expuestos a los diferentes
xenobioticos (Cd, peroxido de hidrogeno y FALUMV) mostraron una significativa
elevacion de la actividad a los 14 dias de exposicién (FIGURA 3B). Los menores
promedios fueron registrados en la porcion anterior y posterior de los organismos expuestos

durante los primeros 7 dias (Fs=5,32; p<0,005).

La actividad de glutationa-S-transferasa (GST) s6lo se mostré incrementada en las
porciones media y posterior de los poliquetos expuestos a FALUMYV (Fs= 5,32; p<0,005),
tanto para los 7 como para los 14 dias de exposicion (Fs= 11,39; p <0,001). Los
incrementos fueron estimados en el orden de un 2,46 y 1,67 veces en las porciones media y
posterior a los 7 dias; 1,73 y 2,18 veces para las mismas regiones en organismos expuestos

por 14 dias con respecto a su control (FIGURA 4A).

La actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) mostrd
variaciones entre las porciones corporales en los organismos controles, registrandose los
mayores promedios en la region posterior (Fs=6,49; p<0,01) (FIGURA 4B).
Contrariamente, se observd un decrecimiento en las porciones posteriores de los

organismos expuestos tanto a Cd como a la FALUMV durante el periodo de 7 dias
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(Fs=16,49; p<0,001).
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FIGURA 3. Actividad de catalasa (CAT) (A) y glutationa reductasa (GR) (B) en las

distintas porciones corporales de E. complanata expuestos a distintos xenobidticos. Las
barras blancas y negras representan las variables medidas durante 7 y 14 dias de exposicion, respectivamente.
Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de cada grupo. En el eje de las
abscisas: A= anterior, M= media y P= posterior. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente
significativas al 95 % de confianza.
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FIGURA 4. Actividad de glutationa transferasa (GST) (A) y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (B) en las distintas porciones corporales de E. complanata

expuestos a distintos xenobioticos. Las barras blancas y negras representan las variables medidas
durante 7 y 14 dias de exposicién, respectivamente. En el eje de las abscisas: A= anterior, M= media y P=
posterior. Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de cada grupo. Los
asteriscos (*) muestran diferencias N listicamente significativas al 95 % de confianza.
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Frecuencia Autotomica

El 13,33 % (%5,77) de los organismos expuestos a la FALUMV por 14 dias
mostraron lesiones, y en la mayoria de los casos presentaron desprendimientos de porciones
corporales (auto-escindidos). Generalmente, la zona de escisién estuvo localizada desde la
region media hacia la regiéon posterior, entre los setigeros 15-20 de la porcion terminal.
También fueron registrados eventos aislados de autotomia en poliquetos expuestos a Cd,
representado el 3,33 % (+5,78) de la poblacion expuesta a dicho metal. Se estim6 que el 90

% de las regiones posteriores desprendidas en los organismos expuestos no sobrevivieron.
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DISCUSION

El poliqueto E. complanata mostré una tendencia a acumular Cd, Zn, Pb y Cr hacia
la region posterior en organismos expuestos a Cd o la fraccion acuosa de lubricantes usados
de motores de vehiculos (FALUMYV). De igual forma, los incrementos de metales pesados
en organismos expuestos a la FALUMV se encuentran en estrecha relacion con los
compuestos xenobidticos disponibles en la misma. Los analisis quimicos han demostrado
que las FALUMYV contienen, ademas de altas concentraciones de hidrocarburos aromaticos
policiclicos, concentraciones significativas de metales pesados, uno de los mas importantes
es el Cd (GESAMP, 1993; ZAPATA-VIVENES, 2001). Los niveles de metales pesados en
estos lubricantes usados pueden variar dependiendo del tiempo de uso, marca y tipo de

motor (ATSDR, 1997).

El perfil de acumulaciéon de metales pesados en E. complanata, con crecientes
concentraciones desde la region anterior hacia la region posterior en organismos expuestos
a dosis subletales de contaminantes, sugiere ser una estrategia fisioldgica de defensa contra
la toxicidad de los mismos. Este almacenamiento caudal posiblemente esté relacionado con
los procesos de desintoxicacién de metales pesados (LUCAN-BOUCHE et al., 1999). Un
caso similar de depuracion de metales ocurre en crustaceos. Los cangrejos son capaces de
acumular cantidades significativas de metales pesados en su exoesqueleto, y que
posteriormente es desprendido por procesos de muda o ecdisis (ENGEL y BROUWER,
1991). Los bivalvos también tienden a acumular buena parte de los metales pesados en sus
conchas y biso como mecanismo de defensa molecular desintoxicante (NICHOLSON vy

SZEFER, 2003)

La habilidad fisiol6gica de acumular metales pesados, y posiblemente otros téxicos,
hacia la region posterior posiblemente estimule el desprendimiento de esta region corporal.
El hallazgo de organismos con zonas corporales dafiadas, con formacion de coagulos o
completamente escindidos en presencia de los contaminantes durante 14 dias de exposicion,

conlleva a inferir que tal auto-amputaciéon forma parte de los mecanismos corporales
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destinados a disminuir concentraciones toxicas de metales.

Investigaciones en el campo han reportado que algunas especies de anélidos que
habitan zonas contaminadas pueden mostrar la region posterior mancada o escindida.
LUCAN-BOUCHE et al., (1999) reportan que el oligoqueto T. tubifex colectado en areas
cercana a minas de plomo mostraba signos de desprendimiento o de indicios de
regeneracion de la region posterior. Adicionalmente, estos autores demostraron en ensayos
de laboratorio, la capacidad que poseen tales oligoquetos de autotomizarse bajo
concentraciones de cobre y plomo. En esta misma especie, BOUCHE et al., (2000) han
referenciado la produccion de mucus y el desprendimiento de la region caudal en
individuos expuestos a Cd. De igual manera, en este oligoqueto VIDAL y HORNE (2005)
reportaron concentraciones significativas de mercurio acumuladas en la regién posterior
que podrian inducir autotomia. Eventos similares podrian estar llevandose a cabo en el

tejido corporal de E. complanata.

La capacidad de bioacumular metales pesados (Cu, Zn, Hg y Cd) en la pared
muscular de E. complanata ha sido demostrada en anteriores investigaciones (MARCANO
et al., 1996; REISH y GERLINGER, 1997; VASQUEZ-NUNEZ et al., 2007). La principal
ruta de ingreso de metales pesados en anélidos se realiza en la regién media, ya que posee
casi la totalidad del intestino. Se presume que la capacidad de metales pesados en la
porcion posterior esté relacionada con mecanismos de trasportes desde las zonas de ingreso
del metal (porciéon media) hacia la regién caudal, donde celomocitos especializados

cumplen un papel primordial en esta funcién.

Las mayores concentraciones de compuestos antioxidantes y maxima actividad
enzimatica se localizaron en la region media. En la region media se encuentra tejido
cloragégeno (TCG) o tiflosol, un agregado de células que forman una interfase entre el
epitelio alimentario, los vasos sanguineos y el fluido celémico, el cual desempefia una
funcion metabdlica importante en anélidos analogo al higado de los vertebrados

(STURZEMBAUM et al., 2001). Se ha conocido previamente que altas concentraciones de
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Cd son acumuladas en la region intestinal en anélidos, siendo el epitelio intestinal la ruta
mas efectiva para la incorporacién de metales pesados en comparacién al ingreso a través
de la pared corporal externa. En oligoquetos se ha demostrado que el TCG presenta
compartimientos para depositar metales pesados bien identificados tales como los granulos

electrodensos y estructuras vesiculares (MORGAN et al., 2004).

Las concentraciones de metalotioneinas (MT) y tioles totales (-SH) observadas en la
region media sugiere un papel preponderante de tales compuestos en la defensa contra la
toxicidad causada por toxicos, especialmente Cd. Los incrementos en los niveles de MT,
-SH, e inclusive proteinas totales (PT) en la region media y posterior reflejan una
asociacion con la sintesis “de novo” de proteinas enlazadoras ricas en grupos sulfhidrilos
(HERNANDEZ, 2006). Estudios comparativos en un amplio rango de especies, incluyendo
poliquetos, sugieren que los metales pesados pueden ser incorporados dentro de granulos
ricos en azufre en lisosomas modificados, donde las MT y grupos —SH juegan un papel
preponderante (DAS et al., 2000). El ingreso de los metales pesados en las distintas
porciones corporales conlleva a la sintesis de diversos compuestos quimicos de distintas
masas moleculares que enlazan metales (proteinas, péptidos y/o ligandos sulthidrilicos
libres de bajo peso molecular). Tales moléculas quelantes facilitan el transporte de los
metales pesados a través del fluido celémico y posterior compartimentacién subcelular (por
ejemplo liposomas y gotas de lipidos), para luego ser excretados a través de los nefridios

(HOMA et al., 2007).

La toxicidad de los metales pesados puede ser contrarrestada por la induccion de
MT vy la glutationa reducida (GSH). El incremento de los compuestos antioxidantes en la
region media pueden denotar las respuestas compensatorias que posee el poliqueto,
asociada a la defensa contra la accién directa del metal y posibles exacerbaciones
oxidativas, producto de la exposicion a xenobioticos. En recientes publicaciones se ha
demostrado que las MT pueden desempefiar un rol protector contra el estrés oxidativo en
organismo expuestos a compuestos pro-oxidantes (VIARENGO et al., 2000; ZAPATA-
VIVENES y NUSETTI, 2007).
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Actividad incrementada de CAT en la porcién media en organismos expuestos a los
distintas toxicos podria ser el resultado de la participacion de ésta enzima en la
descomposicion del peréxido de hidrogeno (H,O.), u otros peréxidos organicos que se
producen en el metabolismo de xenobidticos contentivos en la FALUMYV. Al respecto, se
conoce que el H,O, es una especie del oxigeno molecular relativamente poco reactiva en
los sistemas biolégicos, no obstante, su potencial perjudicial se debe a que es un precursor
en la formacion del radical hidroxilo ("OH) en presencia de metales de transicion (Fe/Cu)
como catalizadores; el mismo es un potente oxiradical que puede oxidar proteinas, acidos
nucleicos y lipidos (lipoperoxidacion) (STOREY, 1996; HALLIWELL y GUTTERIDGE,
1984; HALLIWELL y GUTTERIDGE, 1999).

Se encontr6 una elevada actividad de la enzima GR durante el periodo mas largo de
exposicion a Cd y FALUMYV. Esta elevacion es paralela en algunas regiones corporales con
los aumentos en los niveles celulares de —SH, sugiriendo como maximo representante a
GSH. GR es una flavoenzima dependiente de NADPH (nicotinamin dicnucleotido fostato
reducido) que cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a GSH, sustrato que
puede ser usado tanto para glutationa peroxidasa (GPx) tanto GST. Resultados similares
fueron encontrados en E. complanata cuando es expuesto durante 15 y 21 dias a FALUMV

(NUSETTI et al., 2005).

La elevada actividad de GST en las porciones media y posterior de los organismos
expuestos a FALUMYV, demuestran el ingreso y metabolismo de xenobi6ticos organicos, e
incluso metales pesados. GST conjuga metabolitos electrofilicos a la glutationa reducida
(GSH), formando complejos orgéanicos hidrosolubles de facil excrecién. Dado que estas
reacciones permiten la conjugacion de GSH con los materiales téxicos derivados de la
actividad de citocromo-P4s, 6xido reductasa. Las formas multiples de GST exhiben un
rango amplio de actividad en presencia de diversos substratos, como hidroxiradicales,
peroxiradicales y epdéxidos. Las actividades de GST se detectan comtinmente en la fraccién
microsomal y en el citosol, y son susceptibles a ser inducidas por exposicién a sustancias

pro-oxidantes (DI GUILIO et al., 1995).
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La actividad reducida de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en
la porcion posterior en los organismos expuestos a Cd y FALUMYV durante los 7 dias de
exposicion posiblemente esté relacionada con los cambios en la condicién oxidativa-
celular, como lo sugieren las altas concentraciones de sustancias que reaccionan al acido
tiobarbitdrico (TBARS) encontradas en estos organismos; estas sustancias la conforman en
su mayoria productos lipidicos peroxidados. La enzima G6PDH cataliza la conversion de
glucosa-6-fosfato a 6-fosfogluconato con la produccion de NADPH. Este ultimo compuesto
puede ser utilizado como poder reductor por la enzima GR. Por lo tanto, una reduccién de
la actividad de G6PDH puede conllevar a desequilibrar el estado redox GSH/GSSG,
atenuando la capacidad antioxidante y aumentando el riesgo de estrés oxidativo en las

porciones posteriores.

En concordancia a los resultados encontrados para la especie en estudio, en el
poliqueto estuarino Laeonereis acuta (Nereididae) se ha reportado un gradiente en
actividades de enzimas antioxidantes (DA ROSA et al., 2005), exhibiendo aumentos en
CAT y SOD en la region posterior, y una alta actividad de GST en la region anterior. La
actividad de las enzimas antioxidantes, capacidad antioxidante total y los niveles de las
especies reactivas del oxigeno varian corporalmente en el poliqueto L. acuta cuando es
expuestos a dosis de cobre. Adicionalmente, el mayor dafio a nivel del ADN se ha
registrado hacia la region anterior en organismos expuestos a cobre (GERACITANO et al.,
2004a). FERREIRA-CRAVO et al. (2007), muestran que la region anterior de este
poliqueto colectado en sitios impactados por metales pesados presenta una reducida
capacidad antioxidante total, aunado a una alta tasa de produccion de oxiradicales. Este tipo
de gradiente interno del sistema de defensas antioxidantes ha sido demostrado en el
capitelido Heteromastus filiformis con una correlacién entre un gradiente externo de pO. y

pH (ABELE et al., 1998).

E. complanata mostré los mayores niveles de TBARS en la region posterior,
especificamente en organismos expuestos a H.O, y a la FALUMYV, donde se evidenci6 que

su sistema antioxidante probablemente es menos activo. Los altos niveles de TBARS
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indican dafios oxidativos asociados posiblemente a una insuficiencia en los mecanismos de
defensa antioxidante del organismo durante el proceso de desintoxicacion. Se parte del
supuesto que la capacidad antioxidante en la region posterior en organismos expuestos a Cd
y a FALUMYV es sobrepasada por la produccion de radicales libres (EROs); produccion que
puede ser mediadas por metales pesados o mediante el ciclo redox de sustancias organicas
contentivas en la FALUMV. Se ha sefialamos que los metales pesados pueden actuar
directa o indirectamente como catalizadores de reacciones oxidativas debido a su alta

afinidad de unirse a grupos funcionales de biomoléculas.

Algunos metales pesados como el Cd, Cu y Fe, a determinadas concentraciones,
pueden inducir estrés oxidativo mediante la sobreproduccion de EROs por reacciones
similares a la reaccion de Fenton (ERCAL et al., 2001). En contraparte, se ha destacado la
funcién del tripéptido GSH, el cual puede formar complejos estables con cationes de
metales pesados a nivel intracelular, representando este proceso una estrategia bioquimica

de desintoxicacion de potenciales contaminantes

Las concentraciones experimentales de las sustancias toxicas probadas resultaron en
alteraciones diferenciales de las respuestas de defensas antioxidantes en E. complanata,
indicando ajustes compensatorios, en el orden bioquimico y corporal, para contrarrestar los
efectos relacionados por el ingreso de metales pesados y diversos compuestos organicos.
En sintesis, los ajustes de las defensas antioxidantes, enzimaticas y no enzimaticas, a lo
largo del cuerpo del poliqueto E. complanata deja mostrar: (1) la eficiencia que poseen para
evitar la toxicidad y exacerbaciones lipoperoxidativas en presencia de xenobidticos de
distintas naturaleza en las regiones anterior y media; (2) la sensibilidad que posee la region
posterior, y lo propenso a ser afectada por EROs (elevada lipoperoxidacion), y (3) la
autotomia de la region anterior, inducida por acumulacion de metales pesados, se presenta
como un mecanismo novedoso de defensa corporal que permite liberarse de

concentraciones toxicas de metales pesados.
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CAPITULO III

INMUNOTOXICIDAD, RESPUESTAS CELULARES E INDICES
MOLECULARES DE CRECIMIENTO EN E. complanata Pallas,
1766 (POLYCHAETA: AMPHINOMIDAE) EN PRESENCIA DE

CONTAMINANTES
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RESUMEN

Se evalué los efectos que producen concentraciones de Cd (200 pg/l) y una fraccién
hidrosoluble de lubricantes usados de motores de vehiculos (al 3 %) sobre el sistema
inmunolégico innato-inespecifico (numero total celomocitos, fagocitosis y lisozimas) en el
poliqueto E. complanata durante un periodo de exposicion de 21 dias. Adicionalmente, se
determino el tiempo de retencion de rojo neutro (TRRN) y presencia de microntcleos
(FMN) en celomocitos como parametros de estrés. En la pared corporal de los poliquetos se
estimaron las concentraciones de las macromoléculas: ADN, ARN y proteinas totales (PT)
y sus respectivos radios (PT/ARN, PT/ADN y ARN/ADN) como parametros de
crecimiento. El cambio de su masa corporal fue estimado antes y después de los
experimentos. Los parametros celulares tales como viabilidad, nimero total (NTC)
presentaron la tendencia a descender en presencia de FALUMYV, no asi con Cd.
Paralelamente, la fagocitosis disminuy6, asociada a una alta desestabilizacion de las
membranas lisosomales y FMN. El TRRN para cada tratamiento fue de 328,69 min para
organismos controles, 172,91 min para organismos expuestos a Cd y 191,1 min para
organismos expuestos FALUMYV. En los organismos expuestos a FALUMV fue
evidenciada la formacién de micronicleos en celomocitos con una frecuencia de 2,4/1000
células. Solo los niveles de proteinas expresados en base a ADN (PT/ADN) en organismos
expuestos a FALUMYV se mostraron incrementados. El crecimiento corporal en relacion a
su cambio de masa, antes y después de los tratamientos, no vario entre los organismos. En
Las respuestas inmunolégicas en el poliqueto E. complanata, especialmente la fagocitosis,
presentaron sensibilidad a los xenobioticos evaluados en organismos expuestos a largo
plazo. Sugerimos que el incremento en la frecuencia de micronticleos y desestabilizacién de
la membrana lisosomales en celomocitos de poliquetos son marcadores biologicos
adecuados para ser empleados en ambientes con posible sospecha de impacto por metales

pesados y xenobioticos organicos.
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INTRODUCCION

El sistema de defensa inmunol6gico en poliquetos esta constituido por celomocitos
(fagocitos), moléculas bacterioliticas y degradacién a nivel lisosomal. Se conoce que la
exposicion a contaminantes puede alterar las funciones y el balance del sistema inmune,
resultando en efectos perjudiciales, los cuales incluyen inmunosupresion, proliferacion
anormal celular y la alteracién de los mecanismos de defensa del hospedero contra
patégenos (CHENG, 1988; CHEUNG et al., 2001). Las respuestas inmunoldgicas han
servido efectivamente en monitoreos ambientales como parametros alternativos para
determinar posibles efectos toxicolégicos provocados por metales pesados, que pudieran no
ser evidentes mediantes analisis quimicos (PIPE y COLES, 1995; ZAPATA-VIVENES et
al., 2012a; NARANJO, 2012). En investigaciones realizadas se ha demostrado que el
sistema inmunologico puede ser mas sensible a los contaminantes quimicos que cualquier

otro sistema funcional.

El sistema inmunologico de E. complanata ofrece aspectos de interés para su
aplicacion en estudios de toxicologia ambiental. Su capacidad inmunitaria reside en el
fluido celémico y lo conforma un conjunto de elementos funcionales no especificos,
humorales y celulares mediados, que presentan cierta analogia a los mecanismos de
inmunidad de otros organismos de diferentes taxas (ZAPATA-VIVENES et al., 2005). Por
lo tanto, las respectivas repuestas de defensa interna del poliqueto son apropiadas para ser
usadas como biomarcadores en el analisis de riesgo bioldgicos de la exposicion a productos

quimicos en el ambiente marino.

La susceptibilidad de las defensas inmunolégicas de E. complanata a ciertos
contaminantes presentes en los ecosistemas acuaticos ha sido examinada en condiciones
experimentales subletales, agudas y croénicas. Especificamente, los metales pesados,
compuestos organoclorados e inclusive hidrocarburos aromaticos policiclicos han mostrado
efectos supresores sobre la capacidad de los celomocitos, in vitro, de reconocer y aglutinar

antigénos, y efectos inhibitorios sobre la actividad de los fagocitos y de la lisozima en el
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celoma (CORDOVA-COVA, 1995). Las alteraciones funcionales incluyen inhibicién de
los diferentes mecanismos no especificos y especificos de los procesos de defensa interna.
En general, estas observaciones han permitido reconocer atributos inmunol6gicos comunes

en el reino animal que son especialmente sensibles.

Diversos autores han diagnosticado efectos de agentes xenobioticos sobre las
respuestas inmunologicas en células sanguineas de invertebrados marinos tales como
nimero total de células (SANCHEZ, 2008), viabilidad (NARANJO, 2012), formacién de
rosetas secretoras y eritrocitarias (CORDOVA-COVA, 1995; NUSETTI et al., 1998),
lizosimas y fagocitosis (MARCANO et al., 1997; ZAPATA-VIVENES et al., 2005). Las
respuestas inmunologicas medidas “in vitro” son en gran parte dependiente de la
interaccion de diversos factores o procesos bioquimicos que ocurren “in vivo” y ejercen
efectos determinantes sobre los diferentes elementos funcionales del sistema inmune de
distintas especies. La inmunocompetencia de un organismo puede ser afectada
negativamente por la exposicion a determinados agentes quimicos en el ambiente, pues los
componentes a escala celular y molecular del sistema de defensa interna son blancos
potenciales de las sustancias contaminantes. Por lo tanto, examinar las respuestas del
sistema inmune de los poliquetos y la evaluacién de los efectos de la contaminacion
quimica sobre este proceso, brinda la posibilidad de aumentar la capacidad técnica del uso
de estos organismos en analisis de riesgos biologicos sobre bentos marinos costeros

impactados por contaminacion.

El efecto de xenobidticos a nivel celular puede ser detectado, de igual forma, por
alteraciones de la estabilidad de membranas lisosomales, considerandose que el grado de
desestabilizacion es proporcional a la magnitud del estrés (LOWE et al., 1995; WEEKS y
SVENDSEN, 1996 ). Una deteccion previa del estrés a nivel subletal en organismos
marinos a través del uso de esta respuesta, puede llegar a proveer informacién adicional al
diagnostico del estado ambiental antes severas concentraciones de distintos xenobioticos
que rompen la dindmica del ecosistema. La determinacion de la integridad de la membrana

lisosomal indica posibles condiciones deletéreas ante cambios drasticos e irreversibles que
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ocurren en el ambiente, pudiendo ser una alternativa en la toma de decisiones preventivas.
Este parametro de dafio celular puede estimarse mediante el tiempo de retencion de
colorantes, tal como el rojo neutro, presentando una relacion proporcional entre la
reduccién del tiempo de retenciéon en células de organismos que habitan zonas impactadas
por xenobidticos (FANG et al., 2008), ya que se ha demostrado que la acumulacion de
metales pesados se lleva a cabo en compartimientos lisosomales, lo que puede afectar la

integridad funcional celular (VIARENGO y NOTT, 1993).

El crecimiento evaluado a través de los niveles de macromoléculas tales como
proteinas (PT), ARN y ADN, sus cocientes y su correlacion con el cambio de masa
corporal, permiten estimar la condicién fisiol6gica en los animales. Se conoce que los
niveles de tales biomoléculas se encuentran relacionados con su estatus alimenticio-
energético, sintesis de proteinas y volumen celular, respectivamente. En algunos
invertebrados se ha demostrado que los coeficientes PT/ARN, PT/ADN y ARN/ADN son
parametros sensibles a cambios ambientales y regimenes alimenticios, sin embargo existe
poca informacion de los mismos en presencia de xenobioticos referenciales. En peces ha
sido frecuentemente utilizado para determinar efectos de concentraciones de xenobidticos y
cambios de salinidad (CHOPITE y NUSETTI, 1989). Sin embargo en invertebrados
marinos son muy pocos los trabajos encontrados en la bibliografia. Recientemente,
ACOSTA (2001) y ACOSTA y LODEIROS (2003) contrastaron los niveles de ARN/ADN
en el bivalvo Tivela mactroides en tres zonas costeras del oriente Venezolano, para evaluar
un gradiente de contaminacion en sedimentos, proponiendo al parametro como un indice de
condicién en presencia de polutos. Se considerar a la relacion ARN/ADN, y otros
cocientes entre biomoléculas, como indices fisioldgicos adecuados, los
cuales reflejan el estado metabdlico que presenta un organismo como
producto de perturbacién ambiental por contaminacién de metales

pesados.

En este capitulo se realiz6 un bioensayo de exposicién usando dos sustancias

contaminantes, Cd y una fracciéon acuosa de lubricantes de vehiculo (FALUMYV), para
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medir la competencia del sistema inmunolégico innato, la actividad de la lisozima y
fagocitosis, algunos parametros hematolégicos, estabilidad de las membranas lisosomales
de celomocitos y crecimiento basado en los cocientes entre proteinas, ARN y ADN en el

poliqueto E. complanata.
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MATERIALES Y METODOS

Organismos

Los ejemplares del poliqueto E. complanata maduros (1,64 + 0,89 g), sin distincion
de sexo, fueron colectados manualmente por buceo autonomo a profundidades de 0 a 5 m
en aguas someras de la franja costera de la zona sur del Golfo de Cariaco, en las
adyacencias de la ensenada de Turpialito (11° 22” 30" N, 64° 04" 50" O), en el mes de
agosto del 2009. Los individuos colectados fueron transportados en envases de aislamiento
térmico hasta el laboratorio de Bioquimica de la Escuela de Ciencias. Los mismos fueron
mantenidos durante dos semanas en acuarios con agua de mar (1 individuo por cada 4 L de
agua de mar), arena del sitio de captura, aireados continuamente (90-95 %), temperatura del
agua de mar 26 + 1 °C y alimentados con tejidos congelados del cangrejo Carcinus sp.

(~0,2 g/dia/animal).
Ensayo Subletal

Los organismos fueron expuestos en acuarios estaticos a concentraciones subletales
de dos contaminantes de distinta naturaleza quimica: (1) 200 pg/l de cadmio (CdCl,.5H,0)
y (2) 3 % v/v de una fraccion soluble de aceite usados de motores de vehiculos (FALUMYV,
proporcion 1:9; lubricante: agua de mar v/v) durante un periodo de 21 dias. Las condiciones

experimentales se realizaron conforme a los procedimientos descritos en el CAPITULO II.
Coleccion de Celémocitos

Se procedi6 a colectar el fluido celémico por puncion directa en el celoma usando
una jeringa hipodérmica de 1 ml de capacidad, esterilizada, con aguja calibre 20,
conteniendo 0,5 ml agua de mar estéril y EDTA 4 mmol/l, filtrada a miliporo (45 pm). El
volumen de hemolinfa extraido (~0,2-0,3 ml) fue posteriormente transferido a tubos de
microcentrifuga Eppendorf de 1,5 ml de capacidad, manteniéndose a una temperatura de

10°C. Luego, se centrifugd a 1000 g durante 10 minutos a 4°C, se tomo la fraccion
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precipitada, la cual fue re-suspendida en 1 ml de agua de mar filtrada con EDTA.
Viabilidad y Nimero Total de Celomocitos

Esta respuesta fue determinada por tincion diferencial con el colorante azul de
tripano al 0,4 % (NUSETTI et al., 1998). Se mezclaron 10 pl de la suspension final de
celomocitos con un volumen igual de azul de tripano, se resuspendié y se contaron las
células en un hemocitémetro por microscopia de luz (400 X). Las células vivas fueron
diferenciadas de las muertas porque éstas ultimas toman una coloracion azul. La viabilidad
fue expresada como porcentaje (%) de células vivas. El nimero total de hemocitos por ml
se determino en los cuatro cuadrantes de la camara y se calcul6 de acuerdo a la siguiente

formula: Numero de células/ml= (X/2) 10*(GOVEN et al., 1996).
Fagocitosis

El fluido celémico fue incubado con una suspension de levadura comercial
(Saccharomyces cerevisiae) a una concentracion de 10° de células por mililitro (3:1) a una
temperatura de 8 °C durante 6 horas. Se calcul6 el porcentaje de celomocitos que contenian
al menos una levadura o resto de ellas en su citoplasma, de acuerdo a la formula:

fagocitosis (%)= (células fagocitarias/células Totales) x 100.
Ensayo de micronucleos

Se realiz6 un fijado de células en una mezcla metanol: acido acético (3:1)
(UNEP/RAMOGE, 1999) durante 10 -15 min. El frotis fue coloreado con Giemsa al 3 %
durante 30 min, y lavado posteriormente con agua bidestilada. Se dejé secar a temperatura
ambiente. Las observaciones fueron se realizaron bajo microscopia de luz a 1000 X con
aceite de inmersion. Se consideraron las células que presentaban membranas celulares y
nucleos intactos, separados y con un diametro de 1/3 con respecto al nucleo principal.
Ademas, tales micronucleos deben tener la misma intensidad de coloracién, apariencia oval
o redondeado, fragmentado (para excluir particulas pequefias tefiidas y células apostéticas),

nicleo plano de enfoque y refraccién. Se examinaron alrededor de 1000 células por frotis.
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Los valores fueron expresados en porcentaje de micronticleos.
Estabilidad de la Membrana Lisosomal

Cuarenta microlitros (40 pl) de liquido celémico fueron transferidos a un
portaobjetos y mantenido 15 minutos en camara htimeda (bajo oscuridad). Se colocé 40 nl
de rojo neutro disuelto en dimetil sulféxido en la ldmina durante 15 minutos. Las
observaciones se realizaron al microscopio (400 X) cada 15 minutos por una hora y cada 30
minutos las horas subsiguientes (generalmente un maximo de 2 horas). Se registré el
tiempo maximo en que las células permanecen sin alteracion. Las observaciones no fueron
mayores a 1 minuto para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. Las células se
examinaron con relacion a las anormalidades estructurales que presentan en el tiempo de
retencion de rojo neutro, estimandose la proporcion de células que presentan el colorante en
el citosol. Se determin6 el numero de células con citosol totalmente tefiido y citosol sin
tefiir (en porcentaje). Cuando el niimero de células tefiidas fue mayor del 50% del nimero
total de células contadas se detuvo el conteo y se estimd el tiempo de retencion del rojo

neutro (LOWE et al., 1992; LOWE et al., 1995).
Coeficiente Proteinas/ARN/ADN

Un gramo de tejido muscular fue homogenizado en 10 ml de buffer salino
(NaHPOw/Na,HPO4). Un ml de extracto homogenizado se les afiadio 1 ml de acido
perchlérico (APC) al 0,4 N y se dejo6 reposar por 1 hora a 8 °C. El precipitado se lavo con
APC al 0,1 N y se disolvio con KOH al 0,3 N a 37°C durante una hora. Después de este
tiempo se extrajo una alicuota para determinacion de proteinas por método de LOWRY et

al. (1951).

El ARN y ADN fueron separados por precipitacion con 1 ml de APC 1 N con
centrifugacion a 4 °C. E1 ARN contentivo en el sobrenadante y ADN en el precipitado. El
precipitado fue calentado con APC a 80°C por un periodo de 20 min. El ARN fue
determinado por el método de revelacion por orcinol (CAMBELL y SARGENT, 1967), y
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el ADN mediante la reacciéon de difenilamina (BURTON, 1956). Se usé como sustancia

referencial ARN de levadura (S. cerevicea) y ADN de timo de bovino.
Tasa de crecimiento

Los animales expuestos a los xenobidticos y controles fueron pesados, antes y
después de cada periodo de exposicion. La tasa de crecimiento (TC) se determiné por la
ecuacién de MARTIN (1986), donde Mo es la masa del animal antes del experimento y Mf

es la masa final, determinados por la siguiente féormula: TC= In Mf/Mo x 100.
Analisis Estadisticos

Para el procesamiento de los datos se us6 un Analisis de varianza de simple
mediante el programa computarizado Statgraphic Plus version 5.1 (ambiente Window).
Para el contraste “a posteriori” se aplico una prueba de Bonferroni (SOKAL y ROHLF,
1981).
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RESULTADOS

La FIGURA 5 (A) muestra una ligera tendencia a la reduccion en los porcentajes de
viabilidad, aunque no significativa, en los celomocitos de poliquetos expuestos a
FALUMYV, registrandose promedios de 89,05 % + 7,77 en comparacién a los organismos
controles (94,33 % + 1,69) (Fs= 1,69; p>0,05). En el ntimero total de celomocitos (NTC)
present6 diferencias significativas, obteniendo sus promedios mds bajos en los poliquetos
expuestos a FALUMYV (172,0 + 32,25 celomocitos x10°*/ml), en contraste a los organismos
expuestos a Cd (194,5 + 29,28 celomocitos x10°/ml) y controles (211,83 + 23,40
celomocitos x10*ml) (Fs= 3,94, p<0,05) (FIGURA 5B).

El nimero de fagocitos (FIGURA 5C) muestra una reducida actividad de 1,56 veces
en los poliquetos expuestos a FALUMYV al 3 % con respecto a los organismos controles
(Fs=6,0, p<0,05). Los organismos expuestos a Cd presentaron mayor promedio en la
actividad fagocitica, pero no presentaron diferencias significativas con respecto al control.
La actividad de lisozimas (Fs= 1,57, p>0,05) no fue afectada por los tratamientos de Cd y

FALUMYV (FIGURA 5D).

El mayor porcentaje de celomocitos con desestabilizaciéon en sus membranas
lisosomales (DML) fue observado en los poliquetos expuestos a FALUMV (FIGURA 6),
los cuales alcanzan promedios mayores al 50 % de dafio celular en un periodo de 120-180
minutos (Fs=16,77; p<0,05). Los tiempos de retencion del rojo neutro para cada tratamiento
fueron de 328,69 min para organismos controles, 172,91 min para organismos expuestos a

Cd y 191,1 min para organismos expuestos FALUMYV.

En los organismos expuestos a FALUMV fue evidenciada la formacién de
micronuicleos en celomocitos con una frecuencia de 2,4/1000 células (Fs=14,0; p<0,05).
En cambio, el tratamiento con Cd no causo variaciones en comparacion con los organismos

controles (FIGURA 7).
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FIGURA 5. Viabilidad (A), nimero total (B), fagocitosis (C) y Actividad de lisozimas (D) en E. complanata expuestos a

distintos xenobidticos durante 21 dias. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas al 95 %.
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FIGURA 6. Porcentaje de células con membranas lisosomales desestabilizadas en

poliquetos expuestos a FALUMYV y Cd por 21 dias. La zona punteada muestra la estimacién del
dafio al 50 % de los celomocitos.

Los niveles de macromoléculas tales como proteinas (PT) (Fs=0,39; p>0,05), ARN
(Fs=0,02; p>0,05) y ADN (Fs=0,98; p>0,05), y los radios de crecimiento PT/ARN
(Fs=0,99; p>0,05) y ARN/ADN (Fs=0,93; p>0,05) no mostraron variabilidad en presencia
de las dos concentraciones de Cd y FALUMYV con respecto al grupo control (FIGURA 8).
Sin embargo, los niveles de proteinas expresados en base a ADN (PT/ADN) en organismos
expuestos a FALUMV se mostraron estadisticamente incrementados (Fs=5,6; p>0,05)
(FIGURA 9). Aunque, el crecimiento corporal en relacién a su cambio de masa, antes y
después de los tratamientos, no vario entre los organismos (Fs=2,04; p> 0,05), los mismos
mostraron promedios de 10,32; 11,2 y 8,43 para control, expuestos a Cd y FALUMYV,
respectivamente (FIGURA 10).
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FIGURA 7. Frecuencia de microntcleos en poliquetos expuestos a FALUMYV y Cd por 21
dias. Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de cada
grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas al 95 %.
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FIGURA 8. Concentracion de proteinas, ARN y ADN en poliquetos expuestos a FALUMV

y Cd por 21 dias. Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de cada

grupo.

52



m Control
4
ocd

OFALUM

PT/ARN ARN/ADN PT/ADN

FIGURA 9. Radios PT/ARN, ARN/ADN y PT/ADN en poliquetos expuestos a FALUMV
y Cd por 21 dias. Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones
estandares de cada grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente
significativas al 95 %.
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FIGURA 10. Tasa de crecimiento corporal en poliquetos expuestos a FALUMYV y Cd por
21 dias. Las barras y las extensiones denotan las medias y las desviaciones estandares de
cada grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas al 95 %.
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DISCUSION

Los resultados revelaron que las respuestas celulares e inmunoldgicas tales como el
nimero total de células (NTC), fagocitosis, aparicion de micronticleos y la estabilidad de
las membranas lisosomales de celomocitos presentaron alta sensibilidad en presencia de
concentraciones subletales de Cd y mezclas complejas de contaminantes hidrosolubles
(FALUMV), en un periodo cronico. Ademas, estos xenobioticos provocaron variabilidad en

los cocientes entre las concentraciones de proteinas y ADN.

El nimero total de células circundante en el fluido celémico puede reflejar cierta
vulnerabilidad celomopoyética, lo cual implica disminucién en los procesos de division,
diferenciacion y maduracion de células precursoras de celomocitos. Sin embargo, el
porcentaje de viabilidad no mostré ninguna perturbacion en presencia de los xenobiéticos,
lo que demuestra que los efectos observados en las respuestas celulares, muestran estar
relacionado exclusivamente a las concentraciones subletales usadas. Los cambios en el
NTC indican un posible impacto de los xenobioticos sobre los centros hematopoyéticos

(formadores de celomocitos) o la autolisis de celomocitos maduros.

La fagocitosis es una de las respuestas que con mayor frecuencia ha sido usada para
estimar efectos de xenobidticos a nivel inmunolégico. En este trabajo, tal respuesta muestra
una tendencia a disminuir en organismos contaminados con FALUMYV. Se ha de suponer
que la supresion de la actividad fagocitica pareciera ser una respuesta comun en
organismos, invertebrados y vertebrados, expuestos a metales pesados (MARCANO et al.,
1997) y a fracciones solubles de hidrocarburos (MARCANO et al., 2006). La disminucion
de la actividad fagocitica en celomocitos aumenta los riesgos de infecciones bacterianas, en
todo caso, el proceso de contaminacion es el elemento estresor principal asociado a los
cambios en el sistema interno de defensa, que son manifestaciones de efectos de toxicidad

capaces de incidir negativamente en la condicién de salud del organismo.

La fagocitosis es la primera linea de defensa contra la invasion de microorganismos.
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Durante este proceso, el agente invasor es englobado, internalizado y destruido
intracelularmente por los celomocitos, a través de mecanismos microbicidas conocidos. En
distintas publicaciones ha sido demostrado que los celomocitos granulares son las células
encargadas del proceso fagocitico. Tales células poseen lisosomas que pueden fundirse con
las vesiculas endosémicas o fagosomas, liberando una diversidad de factores
inmunol6gicos como la finalidad de neutralizar y destruir a los agentes invasores, tales
como enzimas hidroliticas, factores microbianos y especies reactivas del oxigeno (GOVEN
et al., 1994; GOVEN y KENNEDY, 1996). CHENG (1988) y CHEUNG et al., (2001)
reportan efectos perjudiciales en los bivalvos Crassostrea virginica y Perna viridis, los
cuales incluyen inmunosupresion celular en estos invertebrados marinos en presencia de
xenobi6ticos. Contrariamente, NARANJO (2012) y ZAPATA-VIVENES et al. (2012a)
reportan una proliferacién anormal de hemocitos en camarones y bivalvos expuestos de Cd

y FALUMYV, respectivamente.

La lisozima es una enzima antimicrobiana que actia sobre las uniones de los
peptidoglicanos de la pared de ciertas bacterias y hongos, funcionando asi como un
componente innato que protege al organismo de bacterias en el ambiente y controla la flora
simbiotica natural (GOVEN et al., 1994). Esté mecanismo de proteccion ha sido descrito en
E. complanata (MARCANO et al., 1997; ZAPATA-VIVENES et al., 2005) y el bivalvo
Lima scabra (SANCHEZ, 2008). Contrariamente, se ha observado incrementos en la
actividades de la lisozima en la glandula digestiva de P. imbricata expuesta a corto plazo a

FALUMYV (ZAPATA-VIVENES et al., 2012a).

En otro estudio, usando a P. imbricata como modelo, mostr6 que basicamente la
capacidad fagocitica de los hemocitos y la actividad litica microbiana de la lisozima no
fueron adversamente comprometidos durante el proceso de contaminacién subletal por
fracciones acuosas de una formulacién de petr6leos pesados (NUSETTI et al., 2004). La
modulacion del sistema inmunolégico por agentes contaminantes ha sido descrita en una
variedad de invertebrados acuaticos (LIVINGSTONG et al., 2001). Por lo general la

exposicion cronica a sustancias organicas (hidrocarburos aromaéticos, pesticidas, bifenilos

55



policlorados, entre otros) ejercen efectos negativos sobre la actividad fagocitica
(FOURNIER et al., 2000). Sin embargo, esta tendencia de disfunciéon inmunolégica no es
una constante en condiciones agudas; puede ocurrir estimulacion o inhibicién de la
fagocitosis. Los xenobiéticos persistentes en el ambiente pueden afectar algunas funciones
de los hemocitos, en particular la fagocitosis (BROUSSEAU et al., 2000), la capacidad de
agregacion la cual es crucial para la encapsulacion de particulas extrafias, cicatrizacion
(ZAPATA-VIVENES et al.,, 2005) y la habilidad de producir especies reactivas del
oxigeno como radicales antibacterianos (LIVINGSTONG, 2001).

La sensibilidad en organismos acuaticos a los metales pesados depende de la
actividad biolégica del metal involucrado. Se sabe que el Cd no posee una funcién
bioldgica conocida y que interfiere con los procesos fisioldgicos normales. Al parecer en
los sistemas biolégicos el Cd puede competir con el zinc, cobre y calcio por los sitios de
uniéon en las macromoléculas. Su competencia con el calcio, se debe a que este metal
presenta un radio i6nico semejante al calcio (SALAZAR-LUGO, 2009). A nivel molecular,
los efectos del Cd estan relacionados con la inhibicién parcial de la cadena transportadora
de electrones, especificamente a nivel del complejo III en el sitio de unién de la
semiubiquinona, afectando la transferencia de electrones. La semiubiquinona, transfiere un

electron al oxigeno molecular para formar el anién superéxido (+O,) (WU y CHEN, 2004).

ZAPATA-VIVENES et al. (2005) reportan que las lisozimas de la pared corporal y
la fagocitosis en el fluido celémico de E. complanata manifiestan ser elementos de un
sistema de defensa adaptativo contra la infeccion microbiana, susceptible a la accién toxica
subletal aguda del cobre. Se conoce que el incremento en los niveles basales de la lisozima
probablemente refleja un mecanismo de defensa humoral, el cual protege al organismo de
bacterias que viven en su ambiente. La induccion de la actividad de la lisozima
posiblemente est4 asociada a la funcién de un mecanismo de vigilancia de primera linea en
los procesos de reconocimiento de la carga infecciosa bacteriana y potenciacion de la

capacidad bacteriolitica.
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MARCANO et al. (1997) reporté que la contaminacion subletal con cobre en
poliquetos inhibi6 la actividad de la lisozima en los organismos sensibilizados con M.
lysoleickticus. Estos autores demuestran que la exposicion subletal aguda y cronica de E.
complanata al cobre puede alterar la capacidad de los celomocitos de formar rosetas
secretorias y eritrociticas, indicando deficiencias en los mecanismos de reconocimiento
antigénico y en la produccién de lectinas con la consecuente disminucion de la
inmunocompetencia humoral y celular (CC)RDOVA-COVA, 1995; NUSETTI et al., 1998).
Observaciones similares han sido sefialadas para la lombriz de tierra L. terrestis
contaminada con bifenilos policlorados (RODRIGUEZ-GRAU et al., 1989; GOVEN et al.,
1994).

El ensayo del tiempo de retencion del rojo neutro (TRRIN) muestra el efecto que
sobre la estabilidad e integridad de las membranas lisosomales que poseen algunos
xenobioticos organicos e inorganicos. Los resultados muestran que el sistema lisosomal en
los poliquetos expuestos a Cd y FALUMV puede constituir un blanco subcelular
susceptible. Los celomocitos de organismos controles retuvieron el colorante por largos
periodos (> a las 4 horas de ensayo) mostrando la efectividad de reducir la toxicidad el
colorante en el interior de la célula. En contraste, en células estresadas por ambos
contaminantes se observé que el colorante difunde al citoplasma mas rapidamente, dando
reducidos valores en el TRRN. A pesar de existir diferencias significativas entre los
tratamientos usados, los promedios en los organismos expuestos muestran la tolerancia que

poseen los organismos en presencia de toxicos.

En numerosas investigaciones, se ha estimado que el TRRN en células sanguineas
en invertebrados marinos contaminados oscila entre 60 a 120 minutos para alcanzar el 50 %
de células dafiadas por el colorante (NASCIMIENTO et al., 2002). Se ha evidenciado que
cuando se evalta este parametro en moluscos que habitan areas impactadas puede reflejar
el estrés quimico de los organismos afectados. En anélidos terrestres se ha usado esta
técnica para evaluar efectos de clorpirifos en celomocitos de E. foetida, registrandose

valores reducidos en los organismos expuestos al toxico. En el camarén L. vannamei se
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observo una disminucién en el TRRN en organismos expuestos a Cd, manifestando una
relacion dosis-respuesta, en concentraciones relativamente bajas de este metal (NARANJO,

2012).

El incremento en los promedios entre la relacion de proteinas (PT) y ADN siguiere la
activacion de mecanismos de compensacién bioquimica relacionados con la sintesis de
proteinas. La formacion de nuevas biomoléculas posiblemente se encuentre vinculada con
la captacion, defensa y desintoxicacion de compuestos metalicos y organicos que ingresan
en las células de la pared corporal. Dentro de estas proteinas se pueden encontrar moléculas
de distintas masas moleculares, que incluyen a las metalotioneinas (MT). En el CAPITULO
I se reportd el incremento en los niveles de proteinas totales y de estas proteinas
especializadas, en un tiempo de duracion mas corto, en poliquetos expuestos ambas fuentes
de xenobibticos. Se puede justificar una alta capacidad de sintesis de macromoléculas en
poliquetos asociada posiblemente con el crecimiento y regeneracion de tejidos. Se conoce
que la actividad de trascripcion y sintesis de proteinas son de importancia en las fases
iniciales de diferenciacion en el proceso de regeneracion tisular por traumas en el poliqueto

Owenia fusiformis (FONTES et al., 1980).

El contenido de ADN en la pared corporal del poliqueto al parecer es independiente
de la condicion nutricional, no asi PT y ARN (SALAZAR et al., 1997). Asi, el radio
ARN/DNA vy la concentracion de RNA reflejaron que la intensidad metabolica celular es
similar en los poliquetos bajo tratamiento, considerando que la condicién y el crecimiento
no fueron afectados por los téxicos. Similarmente, SALAZAR-LUGO (1993) y NUSETTI
et al. (1998) no hallaron cambios significativos en tales radios de crecimiento en E.
complanata expuestos a una dosis subletal de Cu. En otro orden de ideas, MENDOZA-
ALFARO et al., (2002) considera que la concentraciéon de DNA, es considerado un
indicador del nimero de células y no presenta sensibilidad a los cambios en las condiciones

ambientales.

En este trabajo no fueron evidenciados cambios en el crecimiento corporal de los
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poliquetos controles cuando se contrastan con los organismo expuestos a Cd y FALUMYV,
lo que refleja que sus condiciones fisiologicas y corporales no fueron alteradas, al menos en
relacion a este parametro. En sintesis, las respuestas inmunolégicas en el poliqueto E.
complanata, especialmente la fagocitosis, presentaron sensibilidad a los xenobi6ticos
evaluados en organismos expuestos a largo plazo. Sugerimos que el incremento en la
frecuencia de micronticleos y desestabilizacion de la membrana lisosomales en celomocitos
de poliquetos son marcadores bioldgicos adecuados para ser empleados en ambientes con

posible sospecha de impacto por metales pesados y xenobidticos organicos.
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CAPITULO IV

VARIACION ESTACIONAL EN LAS RESPUESTAS
ANTIOXIDANTES Y PARAMETROS MOLECULARES DE
CRECIMIENTO EN Eurythoe complanata Pallas, 1766
(POLYCHAETA: AMPHINOMIDAE)
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RESUMEN

Las respuestas antioxidantes e indices molecular de crecimiento (proteinas/ARN,
proteinas/ADN y ARN/ADN) han sido frecuentemente usados como biomarcadores de
toxicidad en ensayos estaticos usando a E. complanata. Sin embargo, no se posee
informacion sobre las variaciones de tales respuestas con respecto a los cambios de
temperaturas registrados en su habitat. Para tal fin, se realizaron colectas de poliquetos en
las adyacencias de la Ensenada de Turpialito en el golfo de Cariaco (10°27°30"" N, 64° 01
52" 0), durante los meses de diciembre del 2009 (26,03 + 0,64°C), febrero (23,96 + 0,67
°C), junio (27,82 + 0,50°C) y octubre del 2010 (29,93 £ 0,37°C). Al mismo tiempo, se
estimo6 en cada colecta se estim6 el niimero de organismos en crecimiento (regenerados). Se
realizaron ensayos de aclimatacién en poliquetos bajo diferentes temperaturas (24 y 28 °C).
La pared muscular se us6 para determinar la actividad de enzimas catalasa, glutationa
transferasa, glucosa-6-P deshidrogenasa, dafio a lipidos de membranas, metalotioneinas y
grupos tioles, y parametros moleculares de crecimiento (indices PT/ARN, PT/ADN vy
ARN/ADN). Se demostré que las actividades de CAT, ademas de TBARS pueden ser
moduladas durante los cambios estacionales de temperaturas, logrando un incremento
significativo en los poliquetos expuestos a temperaturas que sobrepasan los 28 °C;
temperaturas ambientales que corresponden con los meses de colecta de junio y octubre.
Los niveles de ADN mostraron un incremento durante los meses de junio y octubre, los
cuales tienen una correspondencia significativa con el nimero de individuos regenerados
(37-62 %); cambios que no mostraron asociacion con los indices moleculares. Estas ligeras
variaciones en las defensas antioxidantes forman parte de los mecanismos bioquimicos de
ajustes por produccion de oxiradicales relacionados con cambios oscilantes de
temperaturas. El indice ARN/ADN mostr6 un crecimiento continuo de la especie, sin
variaciones. El elevado porcentaje de individuos con formacién de nuevos segmentos
revelan asociacion con el ciclo de reproduccion sexual o capacidad de crecimiento somatico

con los meses de elevada temperatura en aguas del golfo de Cariaco.
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INTRODUCCION

El uso de invertebrados marinos, con particular interés en bivalvos
y anélidos, en el monitoreo ambiental ha incrementado
significativamente en los ultimas afos, sobretodo en investigaciones
sobre las variaciones naturales o estacionales, ya sea por efectos de
sustancias antropogénicas que actian como pro-oxidantes y la
capacidad de acumulacién en ambientes marinos. Se ha hecho de uso
frecuente la determinacion de las actividades de las enzimas vy
compuestos antioxidantes en organismos acuaticos con el objetivo de
proveer informacién sobre las modulaciones que pueden inducir sobre
los organismos marinos los cambios ambientales (temperatura), dietas y
contaminantes (BOCCHETTI et al., 2008); estos factores anteriormente
nombrados pueden influenciar la formacién de especies reactivas del
oxigeno (EROs). Como los organismos dependen de la temperatura,
muchos de los poliguetos deben cambiar su actividad basal y tasa
metabdlica concomitantemente con las fluctuaciones de temperatura
gque se registran en el ambiente, consecuentemente a estos eventos

existe una oscilacién en los niveles de EROs.

Existen pocos estudios que relacionen las variaciones de estatus
antioxidantes en poliquetos en relacion a efectos de agentes externos.
Aunque, se ha demostrado que la generaciéon de las EROs, la tasa de
oxidacion y el estatus de moléculas antioxidantes esta relacionado
directamente con la temperatura y la actividad metabdlica en
vertebrados (WILHELM-FILHO et al., 2000). Los organismos estin expuestos
diaria y estacionalmente a cambios de temperaturas y disponibilidad de oxigeno, eventos
que pueden modificar la produccién de EROs, por tal motivo los cambios en las actividades
de las enzimas y algunos biomarcadores de dafios oxidativos p.e. la lipoperoxidacion, han

sido sugeridos como biomarcadores especificos de estrés oxidativo.
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Se parte del criterio que las defensas moleculares antioxidantes pueden cambiar su
actividad en relacion a las modulaciones de las temperaturas ambientales. Este detalle esta
fundamentado en reportes de algunos trabajos que lo han demostrado en distintas taxas:
Liza ramada (SHEEHAN y POWER 1999), Mytilus galloprovincialis (BORKOVIC et al.,
2005), Modiolus modiolus (LESSER et al., 2004), Mytilus edulis (MANDUZIO et al.,
2004), Perna perna (WILHELM-FILHO, 2001), Laeonereys acuta (FERREIRA-CRAVO
et al., 2007) y Callinectes amneicola (OLAKOLU et al., 2012)

La evaluacién de los sistemas bioquimicos provee informacion acerca de los
cambios que pueden provocar algunos téxicos, a nivel celular y molecular. Tales sistemas
constituyen la primera linea de respuesta frente a una situacién de estrés. En distintas
especies de invertebrados ha sido estudiado el sistema de monooxigenasa de funcion
multiple (MFO), encargado de la bio-transformacion y activacion de sustancias
xenobioticas (LEE, 1981). Sin embargo, el metabolismo de xenobidticos puede conllevar la
produccién exacerbada de especies moléculas altamente reactivas tales como el ani6n
superoxido ('O.¢), peroxido de hidrégeno (H,O,) y el radical hidroxilo (OHe)
(FRIDOVICH, 1998).

Las fuentes bioldgicas que originan radicales libres suelen ser diversas e incluyen
fotosensibilizacion de pigmentos, radiaciones ultravioleta, reacciones mediadas por metales
pesados de transicién, ciclo redox de xenobidticos, fagocitosis, temperatura, entre otros.
(HALLIWEL y GUTTERIDGE, 1984; LIVINGSTONE, 2001). Los radicales libres del
oxigeno u oxiradicales producen variedades de efectos a nivel celular tales como
peroxidacion lipidica, dafios a los acidos nucleicos, efectos directos e indirectos sobre la

sintesis del ATP, inactivacion enzimatica y degradacion de proteinas (MARIN et al., 1993).

Las EROs son controladas por un sistema de defensa antioxidante efectivo, capaz de
reducirlas a niveles fisiol6gicamente aceptables. Dentro del sistema de defensa enzimatico
se encuentran la catalasa (CAT), glutationa reductasa (GR), glutationa peroxidasa (GPx),

glutationa-S-transferasa (GST), las cuales participan efectivamente en barrer oxiradicales
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como respuesta funcional contra los procesos de deterioro celular, evitando el estrés
oxidativo. CAT y GPx funcionan conjuntamente para eliminar per6xido de hidrégeno y
especies reactivas peroxidadas, respectivamente. GR contribuye al balance normal de la
glutationa reducida y glutationa oxidada, cuampliendo un papel esencial en el metabolismo y
control de agentes pro-oxidantes. GST interviene en la conjugacion de algunos metabolitos
electrofilicos (tales como epoxidos producidos por el Pus) con la glutationa reducida
(GSH), permitiendo la excrecion de sustancias toxicas. Se incluye dentro del sistema
antioxidantes a compuestos como GSH y las metalotioneinas. Las alteraciones en los
niveles de estos compuestos y de los sistemas enzimaticos antioxidantes por influencia de
agentes contaminantes, usualmente preceden a las manifestaciones asociadas con el estrés
oxidativo, por ejemplo: deficiencias metabdlicas, inmunolédgicas, incapacidad de

cicatrizacion, crecimiento retardado, entre otras.

El crecimiento es una medida integral del metabolismo de los organismos, siendo
sensible a efectos estresantes que incluyen factores fisicos y quimicos. E. complanata es un
organismos de crecimiento corporal continuo, tanto para reproduccién asexual como para
regeneracion de sus porciones corporales que son lesionadas (ZAPATA-VIVENES, 2001).
Estos procesos implican un gasto energético importante que involucra la sintesis de
biomoléculas para la division y el crecimiento celular. La determinacion de los niveles de
macromoléculas relacionadas con el crecimiento (proteinas, ARN y ADN) y sus respectivos
cocientes se ha hecho de uso extensivo en organismos acuaticos colectados en ambientales
naturales, bajo condiciones controladas en el laboratorio como indicadores crecimiento o

estrés (NUSETTI y MORALES, 1988, LEMUS, 2005).

Se presume que la cantidad de ADN por célula es estable, y su incremento puede dar
referencias acerca de la actividad mitotica (proliferacion celular). Sin embargo, el
contenido de ARN (generalmente el ARNr) y proteinas totales (PT) indican la capacidad de
la sintesis proteica, indicando disponibilidad de trascriptos y ensamblaje de proteinas. En
consecuencia, las relaciones PT/ADN, PT/ARN y ARN/ADN se han identificados como

parametros de crecimiento molecular instantdineo (BULOW, 1987). Estos valores y
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relaciones de biomoléculas pueden ser afacetados por la condicién nutricional del
organismo (MENDOZA et al., 2002), metales pesados (LEMUS, 1992) y temperatura
(LEMUS, 2005).

Para proponer respuestas moleculares como herramientas de evaluaciéon de calidad
ambiental es necesario conocer como tales parametros pueden variar en presencia de
estresores ambientales por ejemplo, los cambios estacionales de temperatura. En referencia
a lo antes expuesto, en esta investigacion evalu6 como varian estacionalmente una bateria
de biomarcadores moleculares y celulares donde se incluyen las respuestas antioxidantes,
estabilidad lisosomal y composicion biomoléculas (proteinas, ARN y ADN) en el poliqueto

E. complanata.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de Organismos

Los ejemplares del poliqueto E. complanata fueron colectados manualmente en
aguas someras de la franja costera de la zona sur del Golfo de Cariaco, en las adyacencias
de la ensenada de Turpialito (11° 22" 30" N, 64° 04" 50" O), en el mes de diciembre del
2009 (26,03 + 0,64°C), febrero (23,96 + 0,67 °C), junio (27,82 + 0,50°C) y octubre del
2010 (29,93 £ 0,37°C). El tracto intestinal de los individuos fue disecado y su porcion
muscular fue lavada con agua bidestilada y almacenada a -20°C. Los valores promedios

mensuales de temperatura fueron registrados por un termégrafo.
Regeneracion

En organismos colectados en el ambiente se determin6 el nimero de individuos
(expresado en porcentaje) con signos de formacion de nuevos segmentos en la regién
anterior o posterior. También fue determinada la sumatoria del nimero de segmentos

regenerados por cada individuo.
Bioensayos

Dos grupos de organismos (n=20), por separados, fueron mantenidos en acuarios a
diferentes temperaturas 24,08 + 0,41 (considerada 24 °C) y 27,97 + 1,02 (considerada 28
°C) por un periodo de 36 dias, en tiempos desfasados. Se procedi6 a medir, tanto en
organismos colectados en las distintas épocas como en los ejemplares aclimatados a
distintas temperaturas (considerados organismos referenciales), los niveles de compuestos

antioxidantes (metalotioneinas y grupos sulthidrilos), actividad enzimatica de CAT, GST y
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G6PDH, concentracion de ADN, ARN y proteinas y sus respectivos cocientes relacionados.

Analisis Bioquimicos

Los niveles de metalotioneinas fueron estimados por el método de VIARENGO et
al., (1997) y grupos sulfhidrilos totales por método colorimétrico de ELLMAN (1958). La
actividad de las enzimas CAT, GST y G6PDH fueron determinadas por los protocolos
estandarizados propuestos por ZAPATA-VIVENES (2001), y dafio lipoperoxidativos
(TBARS) por la metodologia de OHKAWA et al., (1979) (métodos descritos en
CAPITULO II). Las concentraciones de biomoléculas: proteinas, ARN y ADN se
realizaron por los métodos de LOWRY et al., (1951), CAMBELL y SARGENT (1967) y
BURTON (1956), respectivamente (métodos descritos en CAPITULO III). También fueron
estimados los respectivos radios PT/ARN, PT/ADN y ARN/ADN.

Analisis Estadisticos

Un Andlisis de varianza de una via fue aplicado usando el programa computarizado
Statgraphics Plus version 5.1 (ambiente Window), en el cual se determinaron las
diferencias entre las respuestas bioquimicas en los distintos meses de colectas y su
contrastes con los bioensayos de aclimatacion. Para el contraste “a posteriori” se utilizo la

prueba de Duncan (SOKAL Y ROHLF, 1981).
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RESULTADOS

En la FIGURA 11 se muestran los niveles de metalotioneinas (MT) en la pared
corporal en el poliqueto E. complanata colectados durante los meses de diciembre 09,
febrero, junio y octubre 2010. Las concentraciones de MT no presentaron diferencias
significativas entre los meses de colecta (Fs=2,09; p>0,05), tampoco se observaron
diferencias en los poliquetos expuestos a 24 °C (72,13 + 12,69 pg de MT/gmh) y 28 °C
(80,31 + 17,73 pg de MT/gmh), bajo condiciones controladas en el laboratorio. En el
ambiente, los promedios de MT mas elevados fueron encontrados en los meses de junio

(111,83 + 34,78 pg de MT/gmh) y octubre (110,36 + 49,08 pg de MT/gmh).
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FIGURA 11. Concentracion de metalotioneinas (MT) en E. complanata en relacion a los

cambios mensuales de temperaturas. Los datos se expresan en microgramos de MT por gramo de
tejido fresco.

68



De igual manera, no se observaron diferencias entre los niveles de grupos tioles
totales cuantificados en la pared corporal del poliqueto colectados en distintos meses
(Fs=0,58, p>0,05). Los promedios de —SH totales oscilaron entre 41,09 y 50,64
pmoles/gmh, tanto para los organismos colectados en el ambiente como para los expuestos

a distintas temperaturas (24 y 28 °C) en el laboratorio (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Niveles de tioles totales en E. complanata en relacién a los cambios
mensuales de temperaturas.

La variacién de temperatura ambiental entre los meses Diciembre 2009 a Octubre
2010 produjo cambios significativos en los niveles de lipidos peroxidados (Fs=11,14,
p<0,001). En la FIGURA 13 se muestran los incrementos en los niveles de TBARS desde
el mes de febrero (63,61 + 10,41 nmoles de TBARS/mg proteinas) hasta octubre (112,64 +
17,86 nmoles de TBARS/mg proteinas), en un ascenso concomitante al aumento en la
temperatura del mar. Incrementos similares fueron encontrados en los organismos
aclimatados a 28 °C (81,37+ 27,83 nmoles de TBARS/mg proteinas), en contraste a los
organismos aclimatados a 24 °C (51,56% 5,71 nmoles de TBARS/mg proteinas).
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FIGURA 13. Niveles de sustancias que reaccionan al acido tiobarbittrico en E. complanata

en relacion a los cambios de temperaturas mensuales. Los asteriscos (*) muestran diferencias
estadisticamente significativas al 95 % de confianza.
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FIGURA 14. Actividad de glutationa-S-transferasa en E. complanata en relacion a los
cambios mensuales de temperaturas.

70



45
40
35
30
25
20
15

L b

- -

U G6PDH/gmh

% L

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
24 28 Piciembre Febrero Junio Octubre
|

FIGURA 15. Actividad de glucosa-6-P deshidrogenasa (G6PDH) en E. complanata en
relacién a los cambios mensuales de temperaturas.
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FIGURA 16. Actividad de la catalasa (CAT) en E. complanata en relacién a los cambios
mensuales de temperaturas.
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La actividad de las enzimas GST y G6PDH no mostraron variabilidad con respecto
a los cambios estacionales (FIGURAS 14 y 15, respectivamente). Sin embargo, la actividad
de catalasa increment6 significativamente en los meses de Junio (48,51 + 15,98 U
CAT/gmh) y octubre 2010 (48,83 + 14,85 U CAT/gmh), al igual que los poliquetos
mantenidos durante 36 dias a una temperatura promedio de 28 °C, mostrando promedios de
45,22 U CAT/gmh (FIGURA 16). Los promedios mas bajos fueron encontrados en los

meses de diciembre, febrero y expuestos a 24 °C.

Las concentraciones de de ADN se mostraron incrementadas en los organismos
expuestos a 28°C concomitantemente cono los individuos colectados en el ambiente en los
meses de junio y octubre (FIGURA 17). Los niveles de ARN no mostraron variabilidad
con respecto a los cambios de temperaturas en el ambiente ni bajo condiciones controladas.

(FIGURA 18).

Las concentraciones de proteinas totales (FIGURA 19) no mostraron variaciones
con respecto a los cambios de temperatura ambiental en casi un afio de muestreos (Fs=1,97,
p>0,05). Los promedios oscilaron entre 118,66 + 16,16 a 140,46 + 41,21 mg de
proteinas/gmh para los meses de junio y febrero respectivamente. A su vez, no fueron
encontrados cambios significativos en los niveles de proteinas de organismos expuestos a

temperaturas contraladas en el laboratorio.

Los cocientes PT/ADN, PT/ARN y ARN/ADN en E. complanata no presentaron
variaciones con respecto a los meses de colectas. Los niveles de PT/ADN se mantuvieron
con promedios similares durante diciembre, febrero y octubre, obteniéndose el mas bajo en
el mes de junio-2010. En cambio, se observd que el mayor promedio del indice ARN/ADN

se evidenci6 en el mes de octubre.

El porcentaje de regeneracion en individuos colectados en los distintos meses se
presenta en la TABLA 4. Se muestra que la regeneracion es un proceso comun en los
individuos colectados en cualquier época del afio, pero los mayores promedios de

crecimiento y ndmero de segmentos (setigeros) recién formados en los individuos fueron
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encontrados en los meses de junio y octubre del 2009.
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FIGURA 17. Concentracién de ADN en el poliqueto E. complanata en relacion a los

cambios mensuales de temperaturas. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente
significativas al 95 % de confianza.
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FIGURA 18. Concentraciéon de ARN en el poliqueto E. complanata en relacion a los
cambios de temperaturas mensuales.
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FIGURA 19. Niveles de proteinas totales solubles en E. complanata en relacion a los
cambios de temperaturas mensuales.
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FIGURA 20. Coeficientes de crecimiento molecular (proteinas/ADN [x 100],
proteinas/ARN [x 100] y ARN/ADN) en el poliqueto E. complanata en relacion a los
cambios mensuales de temperaturas.
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FIGURA 21. Coeficientes de crecimiento molecular (proteinas/ADN [x 100], proteinas
/ARN [x 100] y ARN/ADN) en el poliqueto E. complanata en relacion a 2 temperaturas.

Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas al 95 %.

Meses % de Regeneracion N° de Segmentos
Diciembre 32 6,90 + 2,07
Febrero 33 6,63 + 1,92
Junio 56 9,00 + 3,68 *
Octubre 52 10,00 + 3,55 *

TABLA 4. Porcentaje de regeneracion y numero de segmentos (anteriores y posteriores) en

E. complanata colectados en los distintos meses. El asterisco (*) muestra diferencias significativas

al 95 % de confianza.
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DISCUSION

Los resultados demuestran que a temperaturas elevadas el poliqueto E. complanata
puede desarrollar una condicién de estrés oxidativo, fundamentado en los incrementos en
los niveles de lipoperoxidacion (LPO) y en la actividad de la enzima CAT encontrada en
los organismos colectados en el ambiente en los meses de junio (27,82 °C) y octubre (29,93
°C). Adicionalmente, fue evidenciada una respuesta fisioldgica similar al estrés térmico en
los organismos aclimatados a 28 °C. La actividad de CAT increment6 en los organismos
perturbados térmicamente sugiriendo que esta elevacién forma parte de las respuestas
bioquimicas que controlan los niveles fisioldgicos de las especies reactivas del oxigeno

(EROs) y presencia de moléculas pro oxidantes, especialmente H,O..

Se parte del criterio que el incremento de la temperatura en aguas costeras del golfo
de Cariaco induce el aumento de la tasa metabolica y respiracion celular en E. complanata,
y por ende sobreproducciéon de las EROs. Se ha considerado que la respiracion celular
puede producir entre 2-3 % de los oxiradicales a nivel mitocondrial. Esta relacion entre la
generacion de EROs por cambios de temperatura estacionales ha sido demostrada usando
mitocondrias aisladas en A. marina, donde se reporta modificaciones en el metabolismo
energético durante el verano con un concomitante ascenso en las actividades de SOD, CAT

y citrato oxidasa (KELLER et al., 2004).

La respiracién celular acoplada a la fosforilaciéon oxidativa resulta en la reduccion
tetravalente del oxigeno molecular para formar agua, catalizada por citocromo oxidasa del
complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial (CADENAS et al. 2000). En el curso de
la conversién de O, a H,O se forman secuencialmente el anién radical superéxido (¢O,), el
peroxido de hidroégeno (H.O,) y el radical hidroxilo (OH") (ABELE y PUNTARULO,
2004). Estas especies moleculares reactivas oxigenadas son potencialmente téxicas a los
sistemas bioldgicos, especialmente OH" que es un oxidante potente capaz de reaccionar

indiscriminadamente con las biomoléculas de importancia, causando dafios estructurales y
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fisiologicos (FRIDOVICK, 1997).

Casos similares ocurren en areas marino-costeras de zonas templadas donde existen
diferencias bien marcadas en las actividades de las enzimas y otros compuestos
antioxidantes en organismos colectados en invierno y verano. En verano, las elevadas
temperaturas conllevan a incrementar la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPx
(WISTON y DI GUILIO, 1991). Adicionalmente, en el mejillon M. galloprovincialis se ha
reportado una marcada reduccién en el sistema de defensa antioxidante enzimatico durante
el invierno (VIARENGO et al., 1991) e incrementos en el poliqueto Nereis diversicolor en

el verano (ABELE-OESCHGER et al., 1994).

Estas variaciones en las defensas antioxidantes enzimaticas parecieran no presentar
un patron fijo con respecto a cambios estacionales en organismos de distintas taxa
colectados en diversas localidades. Muchas enzimas tienden a la reduccién en su actividad
en organismos expuestos a bajas temperaturas, por ejemplo la xantina oxidasa (XO) en
mejillones del océano atlantico y la actividad de GST en el viviparo Zoarces viviparus en el
mar Baltico (RONISZ et al., 1999), sin embargo, en el musculo blanco del pez Mullus
barbatus ocurre el caso contrario, algunas enzimas antioxidantes incrementan sus
actividades en invierno por ejemplo SOD y GST, y otras en primavera CAT, GR y GPx
(MATHIEU et al., 1991; PAVLOVIC et al., 2009). SHEEHAN y POWER (1999)
consideran que la interpretacion de la actividad de las enzimas antioxidantes se hace
frecuentemente complicada, ya que pueden observarse niveles elevados en presencia de un
amplio conjunto de sustancias contaminantes (por ejemplo metales pesados), que al mismo
tiempo, su disponibilidad puede variar con los cambios ambientales climaticos y otros

factores.

El efecto del aclimatacién a elevadas temperaturas deja mostrar que E. complanata
posee un efectivo sistema de proteccion antioxidante en presencia EROs formados por
estimulo térmico. La capacidad total de respiracion aerobica es el primer proceso

fisiologico afectado por variaciones de temperaturas (HAUSCHILD y GRIESHABER,
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1997). Por ejemplo, en el poliqueto A. marina el cambio desde 6 a 22 °C, permite producir
un incremento gradual (hasta 6 veces) en la tasa de ventilacion y circulacion
(BAURNFALK, 1979). Ademas, es importante sefialar que la exposicion del cangrejo
Carcinus maenas a cambios de temperatura y cobre puede causar variaciones en su

frecuencia cardiaca (CAMUS et al., 2004).

A pesar que las metalotioneinas (MT) y diversos compuestos contentivos de grupos
tioles (-SH) que desempefian funciones antioxidantes no mostraron variaciones frente al
estrés térmico. Del mismo modo, no se encontré variacion de MT y —SH en los individuos
colectados. Hallazgos similares fueron encontrados en el guacuco T. mactroides colectados
en playas aledafias en Complejo Criogénico de Oriente en distintas épocas del afio, donde
no se evidencié modificaciones de tales parametros, incluso en organismos con elevados
niveles de metales pesados acumulado (RODRIGUEZ, 2010). Pareciera ser que los
incrementos de las EROs mediados por altas temperaturas pueden ser controlados

efectivamente por las defensas antioxidantes enzimaticas.

El dafio lipoperoxidativo es consecuencia directa de la sobreproducciéon de EROs.
En E. complanata se observo que los niveles de LPO incrementaron paralelamente a la
actividad de CAT, lo que sugiere que las defensas antioxidantes han sido sobrepasadas por
la formacion de radicales libres. Cuando ocurre un aumento en la produccién de radicales
libres se genera una serie de dafios moleculares caracteristicos de estado de estrés
oxidativo, el cual demanda respuestas compensatorias antioxidantes para proteger la
viabilidad funcional de las células y por ende de los tejidos. Estos ajustes metabélicos son
particularmente importantes en la capacidad de la desintoxicacién contra EROs y otras

especies moleculares reactivas, inducida por factores endégenos o exégenos.

Un aspecto importante en esta investigacién, es que demuestra que las temperaturas
cercanas o superiores a 28 °C correspondiente a la temporada mas caliente (junio a
octubre), e inclusive bajo condiciones controladas, pueden elevar los niveles de

lipoperoxidacion a valores similares a los que pueden encontrar en poliquetos bajo la
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exposicion, a largo plazo, a xenobidticos tales como el Cd y fracciones solubles de
lubricantes usados de motores de automéviles (CAPITULO II). Se presenta la
incertidumbre de buscar nuevas herramientas que permitan cémo diferenciar el tipo de
estimulo o efector, al momento de realizar las evaluaciones en organismos colectados el
ambiente. Es recomendable que en los estudios o monitoreos de calidad ambiental, estén
acompafiados con determinaciones de otros parametros ambientales y niveles de

xenobioticos en el entorno, e incluso en los organismos de colecta.

La actividad metabdlica es demostrada con el comportamiento de los individuos en
los acuarios de aclimatacion, ya que los organismos colocados a 24 °C presentaron menor
actividad a lo largo del experimento (excepto cuando eran alimentados). Estos organismos
mayoritariamente se mantenian enterrados o refugiados debajo de las rocas. Por el
contrario, los organismos expuestos a 28°C presentaban mayor actividad, con movimientos
continuos e intermitentes. Posiblemente, se presume que esta especie presenta adaptaciones
que le permite cambiar su tasa metabolica y respiratoria, pasando de una respiracion
aérobica a la activacién de rutas anaerdbicas cuando estdn enterrados en el sedimento, lo
que posiblemente reduzca el dafio lipoperoxidativo que pueden provocar atmosferas de

oxigeno normales.

Los promedios de biomoléculas tales como ARN y proteinas no presentaron
variaciones con respecto a los cambios de temperaturas anuales. Sin embargo, los niveles
de ADN se mostraron elevados tanto en poliquetos aclimatados a 28 °C como en poliquetos
colectados en el ambiente en los meses donde la temperatura del agua es mas caliente
(junio y octubre). Esta concentracion de ADN indica un mayor nimero y proliferacién
celular, a pesar de que su crecimiento somatico (cambio de masa corporal) no marco
diferencia entre los organismos colectados en tales meses. El aumento en las
concentraciones de ADN en la pared corporal de los poliquetos colectados en Junio y
octubre posiblemente sea atribuido al incremento de individuos juveniles y adultos en

crecimiento (regeneracion).
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Los indices PT/ADN y ARN/ADN mostraron similaridad en los organismos
colectados en distintas épocas, al parecer E. complanata presenta un crecimiento continuo
durante todo el afio. S6lo el radio PT/ARN fue modificado ligeramente por los cambios de
temperatura, tendiendo los menores promedios en el mes de octubre. La temperatura parece
ser un factor determinante sobre las concentraciones de biomoléculas implicadas en el

crecimiento (PT, ARN y ADN) y por ende en sus cocientes.

La temperatura es un factor importante que influye directamente los niveles de
macromoléculas, conociéndose que organismos que habitan en zonas calidas, donde la
temperatura fluctia entre 20-30 °C presentan mayor actividad metabolica. SEGNINI (1990)
reporta que el incremento en la temperatura (30 °C) en el pez Petenia kraussii puede afectar
la tasa respiratoria con respecto a ejemplares mantenidos a 22 °C. Los niveles de proteinas
en E. complanata presentan sus mayores promedios en los organismos expuestos a baja
temperatura bajo condiciones de laboratorio. Algunos autores reportan que temperaturas
cercanas a los 20 ° C incrementan los niveles de algunas biomoléculas. LEMUS (1992) y
SEGNINI (1990) encontr6 que los niveles de ARN en juveniles del Pez P. kraussi y O.
massambicus fueron mayores en peces que se encontraban a 22 °C con respecto a los
organismos aclimatados a 30 °C, existiendo una relacién positiva entre los valores de ARN
y crecimiento. Igualmente para la especie antes nombrada se reporta disminucion en el
indice ARN/ADN y en los niveles de proteinas y ARN expuestos a 30 °C (LEMUS, 2005).
SMITH et al. (2001) demostraron que la sintesis de proteinas en diferentes tejidos del pez
Oreochromis massambicus expuestos a cobre puede disminuir, por una elevada demanda

energética.

Los niveles de macromoléculas no presentaron una asociacién directa con el
porcentaje de organismos regenerados colectados. Casi un 30-41 % de la poblacién de
poliquetos colectada se autotomiza o presenta sefiales de formacion de nuevos segmentos
en la region anterior o posterior durante el periodo de junio a octubre; aunque la
fragmentacion en estos organismos es notoria todo el afio. Esta formacion de nuevos

segmentos es independiente del tamafio del animal (KUDENOV, 1974). Estos resultados
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muestran que existe cierta relacion entre la temperatura y el ciclo de reproduccion asexual
(automizacion) de esta especie. Al parecer, existen otros factores, tales como algunos
xenobioticos, inducir dafios tisulares y autoincision en el poliqueto en el E. complanata

(CAPITULO 1I).

En sintesis, las temperaturas elevadas que se registran en las aguas superficiales de
nuestras costas en los meses de Junio hasta octubre inducen cambios significativos en la
actividad de CAT y dafio lipoperoxidativos, coincidiendo con las mayores tasas de
crecimiento de los poliquetos. Al parecer el estatus basal antioxidantes en estos organismos
responde naturalmente a cambios térmicos ambientales. Este hecho debe tomarse en cuenta
al realizar los monitoreos ambientales, ya que puede llegar a confundir el efecto de
xenobidticos incorporado en los organismos con respuestas naturales de defensas

moleculares medio s con temperaturas elevadas.
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CAPITULO V

BIOMARCADORES EN E. complanata (Polychaeta:
Amphinomidae) COMO HERRAMIENTAS EN LA
EVALUACION DE LA CALIDAD AMBIENTAL
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RESUMEN

Con el interés de evaluar las condiciones de algunos ecosistemas de zonas marino-costeras
del estado Sucre, se determinaron una gama de marcadores moleculares (enzimas
antioxidantes, lisozimas, metalotioneinas, lipoperoxidacion y grupos tioles) y celulares
(hematograma, fagocitosis, microntcleos y desestabilizacion de las membranas
lisosomales) en el Amphimonido Eurythoe complanata. Se contrastaron tales respuestas en
poliquetos de dos zonas costeras: la ensenada de Turpialito (sur del Golfo de Cariaco) e isla
Caracas (Parque nacional Mochima), con respecto a sustancias referenciales tales como
cadmio y sedimentos contaminados por mezclas de contaminantes (fraccion acuosa de
lubricantes usados) en un periodo de exposicién de 36 d. Los resultados mostraron que E.
complanata presenta la habilidad de acumular niveles significativos de metales pesados,
con una alta capacidad metabolica y de defensas antioxidantes en presencia de xenobioticos
referenciales, mostraron alta sensibilidad. La actividad de catalasa fue ligeramente mayor
en los organismos colectados en la zona de Turpialito. La tasa de crecimiento corporal y los
coeficientes de crecimiento instantdaneo (Proteinas/ARN y Proteinas/ADN) mostraron una
incremento en los organismos de la localidad de la isla Caracas; valores que pueden verse
afectados por la exposicién a toxicos referenciales. El numero de celomocitos totales fue
mayor en los poliquetos en la localidad de isla Caracas, sin embargo un porcentaje de -4%
en la frecuencia de microntcleos y una incrementada desestabilizaciéon de las membranas
lisosomales de celomocitos fue observada en los organismos colectados en Turpialito. Los
niveles de metalotioneinas, tioles totales y lisozimas no presentaron variaciones
interlocalidades, pero si en presencia de toxicos referenciales. En sintesis, los marcadores
biologicos usados mostraron un saludable estado en los poliquetos que habitan en ambas
zonas evaluadas. Este trabajo demuestra la aplicabilidad que tienen las defensas
antioxidantes, composicion de acidos nucleicos-proteinas, y parametros inmunolégicos y

celulares en el biomonitoreo de zonas marino-costeras.
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INTRODUCCION

Los metales pesados forman parte de los elementos constituyentes de los sedimentos
marinos, los mismos provienen de los procesos de vulcanizacion, hidrotermalismo, erosion
de rocas y fuentes antropogénicas (GUTTERREZ-GALINDO et al., 1999). La persistencia
y biodisponibilidad de xenobi6ticos metalicos en los sedimentos marinos es alta, a pesar de
que se encuentren en bajas concentraciones. Los metales pesados pueden ser incorporados
facilmente a los tejidos de los organismos que habitan el entorno, produciendo
consecuencias perjudiciales sobre algunas respuestas biologicas especificas (DEL VALLS

y CONRADI, 2000; NICHOLSON y LAM, 2005).

Investigaciones recientes han reportado incrementos en las concentraciones de
metales pesados en sedimentos de algunas areas costeras del estado Sucre (MARTINEZ y
SENIOR, 2001; MARTINEZ, 2002). Algunos de estos registros llegan a alcanzar valores
dentro de los rangos considerados no permisibles por agencias ambientales internacionales.
Estas concentraciones no muestran en realidad cual es la fraccién biodisponible para causar
efectos toxicos subletales en la biota, sin embargo su persistencia en el medio puede ser una

fuente latente para su acumulacion continua en los organismos.

Dentro de la comunidad cientifica y agencias ambientales ha sido aceptado que los
riesgos en el ambiente no sdlo deben ser basados en los analisis quimicos del contenido de
metales pesados u otros contaminantes, ya que estas muestras no proveen ninguna
indicacién de efectos deletéreos sobre la biota (MARIGOMEZ et al., 2004). Los
biomarcadores han sido incorporados a programas de monitoreos en ambientes marino-
costeros en Europa y Estado Unidos de América. En casos especificos, el Programa
Ambiental de las Naciones Unidas (UNEP) aplicado en el mar Mediterraneo, incluy6 como
novedad, una variedad de marcadores biolégicos para evaluar la calidad de los ecosistemas

(VIARENGQO et al., 2000b; VIARENGO et al., 2000c, UNEP/MAP, 2007).

Los biomarcadores incluyen mediciones de respuestas que reflejan efectos a
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distintos niveles de organizacion biologica, desde lo molecular hasta individual, lo cual
provee una gama de opciones de suma importancia en los estudios de calidad ambiental.
Diferentes parametros pueden ser determinados para evaluar el estado de salud de los
ecosistemas, incluyen el riesgo ecoldgico, bioensayos y marcadores biologicos
(biomarcadores). Los biomarcadores tienen la potencialidad para anticipar cambios en
niveles de organizacion biologica altos tales como poblacion, comunidad o ecosistemas,
sirviendo de herramientas de alerta temprana para medir efectos sobre los organismos
(PORTE et al.,, 1991; CAJARAVILLE et al., 2000). Los parametros usados como
biomarcadores a nivel celular, permiten la detecciéon de cambios en grupos celulares
especificos cuando en tejidos con composicién es heterogénea, en algunos casos donde solo
ciertos tipos de células responden a un contaminante especifico. A través del uso de
marcadores celulares se puede obtener una vision global de efectos de contaminantes,
asociados a procesos bioquimicos y fisiolégicos (ZHOU et al., 2004; WANG y ZHOU,
2006a; WANG y ZHOU, 2006b).

Existe informacion sélida que demuestra cambios en parametros bioquimicos, p.e.
el sistema de defensa antioxidante incrementa su actividad en presencia de concentraciones
bajas de contaminantes, generalmente manifestada bajo condiciones de estés oxidativo
(VALAVANIDISA et al., 2006; WANG y ZHOU, 2006). Existen diversas fuentes
antropogénicas que pueden incrementar la produccién de oxiradicales y otros radicales
libres, las cuales incluyen: metales pesados (Cd, Cu, Fe, Pb y As), contaminantes organicos
(compuestos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos) y otros contaminantes.
Las enzimas y compuestos antioxidantes han sido utilizados en diversas especies de
poliquetos tales como Arenicola marina (BUCHNER et al., 1996; MORALES-CASELLES
et al., 2009), Heteromastus filiformis (ABELE et al., 1998), E. complanata (NUSETTI et
al., 2001); Laenonereis acuta (GERACITANO et al., 2004%; GERACITANO et al., 2004b),
Sabella spallanzanii (BOCCHETTI et al., 2004), N. diversicolor (MOREIRA et al., 2006),

como biomarcadores de estrés oxidativo en ambientes acuaticos.

En Venezuela, los estudios ecotoxicolégicos son de reciente data, y en especial la
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aplicacion de biomarcadores de estrés oxidativo y crecimiento en estudios campo. Otro
detalle importante es que no existen rangos fisiol6gicos referenciales trazables en especies
consideradas centinelas en presencia de diversos xenobiéticos. Se ha adelantado mucho en
proporcionar las posibles relaciones de causas y efectos de contaminantes en diferentes
invertebrados marinos, usando ensayos estaticos de exposicion crénica o aguda a téxicos.
Sin embargo, son escasas las publicaciones cientificas de aplicacion de biomarcadores en
organismos colectados in situ. Recientemente se han evaluado ciertas zonas costeras usando
biomarcadores aislados, por ejemplo en los bivalvos Lima scabra (CEDENO, 2012) en la
isla de Coche y P. viridis en costas del estado Sucre (ROJAS et al., 2005; ZAPATA-
VIVENES et al., 2012c). Estos tltimos estudios contrastan la calidad de zonas costeras

determinando marcadores bioquimicos e inmunologicos.

Las costas del estado Sucre presenta una franja importante de arrecifes coralinos. Es
de conocimiento que estos ecosistemas son altamente sensibles a perturbaciones
ambientales, en especial la contaminaciéon. En la actualidad, se han realizado trabajos de
investigacion donde se determinan algunos biomarcadores bioquimicos directamente en los
corales hermetipicos y octorales, lo que implica de alguna manera su manipulacién y
deterioro antropogénico. Por tal motivo, en esta investigacion se usé al poliqueto errante E.
complanata por ser una especie asociada a tales ecosistemas, que pudiera dar
representacion a lo que ocurre en el entorno donde el habita. Esta evaluacion combin6
algunos analisis quimicos y biomarcadores como herramientas para la evaluacion de
impactos sobre organismos marinos y salud de ecosistemas. Este capitulo enfoca la
aplicabilidad de una bateria de biomarcadores (multibiomarcadores), a nivel molecular y
celular, determinados en el poliqueto E. complanata para evaluar la calidad de dos
ecosistemas costeros: la ensenada de Turpialito en el Golfo de Cariaco, y la isla Caracas,
localizada Parque Nacional Mochima; ambos son ecosistemas coralinos. Al mismo tiempo
se contrastan los biomarcadores con ensayos referenciales de exposicion subletal con
sedimentos contaminados por cadmio o mezclas complejas con xenobi6ticos. Se discute la
utilidad de esta especie de poliqueto como organismo sensor para evaluar la calidad de

ecosistemas costeros
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MATERIALES Y METODOS

Organismos y sitios de estudio

Se colectaron entre 30 a 40 ejemplares de E. complanata (1,45 + 0,95 g), sin
distincién de sexo en aguas someras de la franja costera de la Ensenada de Turpialito (10°
27" 30" N, 64° 01" 52" O) (sur del golfo de cariaco) y playa escondida en la isla Caracas
(Parque nacional Mochima) (10° 15" 41" N, 64° 28" 48" O) (FIGURA 22). Los
organismos fueron colectados de forma manual por buceo nocturnos a profundidades de 0 a
10 m, entre los meses de diciembre y enero del afio 2009. Los individuos fueron
transportados en envases de aislamiento térmico y aireacién hasta el laboratorio de

Bioquimica de la Escuela de Ciencias.

Los organismos de ambas localidades fueron mantenidos en acuarios de 30 litros
por un periodo de maximo de 2 dias, durante el cual no fueron alimentados, sin arena,
protegidos de la luz y aireados continuamente. A los animales se les extrajo el liquido
celémico para realizar los ensayos celulares e inmunoldgicos. Ademas, se les disecd el
tracto digestivo y su pared muscular fue almacenada a -20 °C hasta el momento de los

analisis bioquimicos.
Ensayo Referencial de Toxicidad

Usando poliquetos escogidos al azar provenientes de la ensenada de Turpialito (1,48
+ 1,00 g) y Mochima (1,50 + 0,65), , en proporciones iguales, se realizdé un bioensayo de
toxicidad por 36 dias, usando dos tipos de sedimentos contaminados preparados en
laboratorio: (1) contentivo de 200 pg de cadmio (CdCl,.5H,0) en 200 g de sedimento (1
1g/g), v (2) consistié de una mezcla de lubricantes usados de motores de vehiculos (40
g/ml) en sedimento, y posteriormente secados a temperatura ambiente por dos dias. Los
sedimentos usados fueron obtenidos de playas de la regién sur del golfo de Cariaco,

esterilizados a 200 °C por 2 horas, antes de su uso, y tamizados (luz de malla 1 cm?). La
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temperatura de la sala durante los ensayos permaneci6 en 25 + 1 °C.
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FIGURA 22. Sitios de colectas de ejemplares de la especie E. complanata: ensenada de
Turpialito (a, 10° 27" 30" N, 64° 01" 52" O) y playa escondida en la isla Caracas (b; 10° 15
“417 N, 64° 28" 48" O).

Metales Pesados

Los sedimentos himedos (0,5-1 Kg) colectados en cada localidad fueron colocados
en bolsas plasticas. En el laboratorio, se extrajeron los restos de conchas y vegetales. Se
secaron 100 g fueron secados a 60 °C/72 h y posteriormente disgregado y pulverizados en
morteros de porcelana (CHARZEDDINE et al. 2002). Se pes6 un gramo, por triplicado, en
un matraz Erlenmeyer (125 ml) y se agregé 10 ml de una solucion buffer (acetato de sodio
al 1 mol/l) a pH 5 (TESSIER et al., 1979). La solucién fue filtrada en embudos con papel
Watman 42 en balones aforados (25 ml) y se trasvasaron a viales plasticos que se
refrigeraron a 4°C. Para el control de la calidad de los reactivos usados, se prepararon tres
blancos, bajo las mismas condiciones que las muestras. L.os metales analizados fueron: zinc

(Zn), cobre (Cu), cromo (Cr), cadmio (Cd), y plomo (Pb).
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La determinacion de metales pesados en la pared corporal de los individuos
colectados en ambas localidades y expuestos a xenobioticos fue realizado segtin ROJAS et

al., 2002 (Descrita en CAPITULO II)
Enzimas Antioxidantes

Para la determinacion de las actividades enzimaticas se uso el protocolo propuesto

por ZAPATA-VIVENES (2001) (CAPITULO II).
Parametros Celulares e Inmunolégicos

Para medir viabilidad celular, nimero total y estabilidad de las membranas
lisosomales de celomocitos, frecuencia de microntcleos se usaron las metodologias

descritas en el CAPITULO IIL
Determinacién de Proteinas y Acidos nucleicos

Para determinar proteinas se procedié de acuerdo al método de LOWRY et al.,
1956, ARN por el método de revelacion por orcinol segin CAMBELL y SARGENT
(1967), y ADN mediante la reaccion de difenilamina (BURTON, 1956), descritos en el
CAPITULO IIL

Analisis Estadisticos

Para el procesamiento de los datos se utilizé un andlisis de varianza de una via para
determinar las posibles diferencias estadisticas entre localidades y con respecto a los
sedimentos referenciales. Se calcul6 la asociacion entre los metales pesados y las respuestas
bioquimicas mediante un andlisis de correlacion (SOKAL y ROHLF, 1981) mediante el

programa computarizado Statgraphics Plus version 5.1 (ambiente Window).
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RESULTADOS

Metales pesados

Las concentraciones de los metales pesados en sedimentos colectados en la
ensenada de Turpialito e isla Caracas, y sedimentos referenciales se muestran en la
FIGURA 25. Los niveles de metales pesados evaluados no variaron entre los sedimentos
de las dos localidades, presentando valores dentro de los rangos estipulados para zonas no
contaminadas (BONILLA et al., 2002; SAQUID, 2002). Los mayores promedios en todos
los elementos determinados fueron encontrados en concentraciones elevadas en el

sedimento mezclado con la FALUMYV.
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Figura 23. Niveles de metales pesados en sedimentos de las localidades de Turpialito
(Golfo de Cariaco), Isla Caracas (Parque Nacional Mochima) y sedimentos contaminados
con FALUMYV. La linea central denota el promedio, las cajas desviacién estandar y error tipico y las

extensiones los rangos de cada grupo. Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas
al 95 %.
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Metalotioneinas y grupos tioles

En la FIGURA 24 se muestran los niveles de compuestos ricos en grupos
sulthidrilos, metalotioneinas (A) y grupos tioles totales (B). Las concentraciones de estas
dos moléculas no mostraron variacion entre las localidades. Sin embargo, los poliquetos
expuestos a los dos sedimentos contaminados muestran un incremento casi paralelos tanto

de MT como —SH (Fs= 10,23; p<0,05 y Fs= 9,33; p<0,05, respectivamente).
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FIGURA 24. Concentracion metalotioneinas y grupos tioles solubles en E. complanata
colectado en la ensenada de Turpialito (GC, Golfo de Cariaco) e islas Caracas (Mochima).
Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente significativas al 95 % de confianza.
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Enzimas antioxidantes y daiio oxidativo

La actividad de CAT se mostro relativamente elevada en los poliquetos colectados
en la ensenada de Turpialito (26,08 + 2,31 U/gmh) con respecto a los organismos de
Mochima (21,64 + 2,1 U/gmh) (FIGURA 25A). A pesar de esto, tales actividades son
menores en comparacion a las que se presentan en los organismos expuestos a toxicos
referenciales (Cd y FALUMYV), siendo estos ultimos quienes presentaron mayores
promedios (Fs= 7,34; p<0,05). La actividad de GST no mostr6 variabilidad en los
organismos inter-localidades (FIGURA 25B). Sin embargo, la actividad de la enzima se
muestra sensiblemente elevada en los organismos expuestos al sedimento con la FALUMV
(Fs= 71,48; p<0,001). Contrariamente, la actividad de la enzima G6PDH no mostro
variaciones entre los organismos de las zonas evaluadas y sustancias toxicos referenciales

(FIGURA 25C) (Fs= 1,49; p>0,05).

Las concentraciones de TBARS para los poliquetos colectados en la ensenada de
Turpialito (58,28 + 6,32 nmoles/mg de proteinas) mostraron promedios mas elevados con
respecto a la localidad de Mochima (51,08 + 5,02 nmoles/mg de proteinas) (FIGURA 25D).
Un incremento notorio en los niveles de TBARS fue observado en los organismos

expuestos a FALUMYV seguido de los organismos expuestos Cd.
indices PT/ARN/ADN

Los coeficientes moleculares de crecimiento PT/ARN (FIGURA 26A), PT/ADN
(FIGURA 26B) y la actividad de lisozima (FIGURA 26D) estimada no muestran
variaciones estadisticas cuando se contrastan los organismos de ambas localidades en
evaluacion y los expuestos a sedimentos contaminados. Sélo se evidencidé un descenso en la
tasa de recambio ARN/ADN en los organismos expuestos a Cd y FALUMV (FIGURA
26C).

Parametros inmunolégicos y celulares

La viabilidad de celomocitos en los organismos de las dos zonas evaluadas no
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registro variaciones. Sin embargo los poliquetos expuestos a los sedimentos contentivos de
las sustancias referenciales mostraron una reduccién significativa en el ntimero de células
viables (FIGURA 27A). El ntmero total de celomocitos (NTC) no mostré variaciones
significativas entre los organismos colectados en las dos localidades y los expuestos a
xenobidticos en el laboratorio. Aunque, el promedio en NTC fue mayor en los organismos
colectados en Mochima que en los organismos de la ensenada de Turpialito (FIGURA

27B).

La frecuencia de micronicleos (FM) fue mayormente observada en los organismos
expuestos a FALUMYV con respecto a los colectados en el ambiente (FIGURA 27C). Los
poliquetos colectados en la ensenada de Turpialito mostraron promedios mayores con
respecto a los poliquetos colectados en Mochima. La desestabilizacion de las membranas
lisosomales de celomocitos obtuvo sus menores promedios en los poliquetos expuestos a
los dos téxicos referenciales, presentandose un reducido tiempo de retencion de rojo neutro
en los organismos expuestos a Cd; mientras que los poliquetos de las dos localidades en
estudios no mostraron ninguna diferencia estadistica. Con respecto a la actividad de
lisozimas, esta enzima bacteriolitica no mostré variacién significativa en los organismos de

las dos localidades ni en los organismos expuestos (Fs=1,55, p>0,05) (FIGURA 27D).
Correlaciones de variables

Los analisis de correlacion mostraron asociaciones positivas de moderada a fuerte
entre algunos metales pesados y las variables bioquimicas determinadas (TABLA 6). El Zn
y Pb fueron los metales mas correlacionados con los niveles de MT, -SH, CAT, GST y
TBARS. Adicionalmente, se encontraron asociaciones negativas fuertes entre los niveles de
Zn (-0,759) y Pb (-0,831) con la viabilidad; Cd con el ntimero total de células (-0,741) y Pb
mostrd correlacion positiva con la frecuencia de micronticleos en celomocitos (0,703). El
contenido de ARN estuvo asociado negativamente a los niveles de Zn (-0,826) y Pb (-
0,877). Los coeficientes molecular de crecimiento PT/ARN y ARN/ADN mostraron

asociacion con los mismos metales.
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FIGURA 25. Actividades de la enzimas CAT (A), GST (B), G6PDH (C) y TBARS (D) en E. complanata en la localidad de

turpialito (GC, Golfo de Cariaco) y Las Caracas (Mochima). La linea central denota el promedio, las cajas desviacion esténdar y error
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Cadmio; S_FAL: Sedimento con F
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FIGURA 27. Viabilidad (A), numero total (B), frecuencia de micronticleos (C) y desestabilizacién de las membranas

lisosomales (D) en E. complanata en la localidad de Turpialito (GC, Golfo de Cariaco) y Las Caracas (Mochima). Los
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S_Cd: Sedimento con Cadmio; S_FAL: Sedimento con FALUMV
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Metales MT -SH CAT GST G6PDH TBARS

A
Zinc 0,82 (63,20) * 0,64 (41,81) * 0,718 (51,60) 0,878 (77,20) 0,115 (1,33) 0,787 (62,00)
Cobre 0,164 (2,70) 0,08 (0,77) 0,306 (9,41) 0,306 (9,41) -0,150 (2,26) 0,505 (25,59)
Cadmio -0,375 (14,09) -0,39 (15,94) -0,479 (22,99) -0,479 (22,99) 0,374 (14,04) 0,520 (27,06)
Plomo 0,84 (71,36) 0,704 (49,65) * 0,904 (81,89) 0,904 (81,89) -0,03 (0,12) 0,750 (56,30)
Metales Viabilidad NTC Fagocitosis Lisozima FMN TRRN
Zinc -0,75(57,75) *  -0,16 (2,75) - 0,04 (0,21) 0,50 (25,07) -0,47 (22,52)
Cobre 0,142 (2,03) -0,74 (54,99) * - 0,21 (4,62) 0,33 (11,02) 0,17 (3,06)
Cadmio 0,56 (31,45) -0,06 (0,38) - 0,241 (5,83) -0,289 (8,36) 0,394 (15,56)
Plomo 0,831 (69,20) * 0,01 (0,02) - 0,156 (2,44) 0,703 (49,48)* 0,347 (12,08)
Metales Proteinas ARN ADN PT/ARN PT/ADN ARN/ADN
Zinc -0,12 (1,49) -0,82 (68,27) * 0,135 (1,83) 0,584 (34,21) -0,266 (7,09)  -0,62 (38,63) *
Cobre 0,035 (0,12) -0,097 (0,95) 0,075 (0,567) -0,133 (1,79) 0,100 (1,10) 0,03 (0,15)
Cadmio 0,426 (18,19) 0,381 (14,56) 0,282 (7,99) -0,136 (1,86) 0,458 (21,09) 0,455 (20,79)
Plomo 0,03 (0,09) -0,87 (77,04) *  -0,04 (0,16) 0,658 (43,42) * -0,077 (0,604) -0,599 (35,94) *

TABLA 5. Coeficientes correlacion entre los metales contentivos y los biomarcadores determinados en E. complanata en la

localidad de turpialito (GC, Golfo de Cariaco) y Las Caracas (Mochima). Los asteriscos (*) muestran diferencias estadisticamente

significativas al 95 %.
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DISCUSION

El presente estudio propone la combinacion de biomarcadores, junto a la
determinacion de xenobidticos (metales pesados) acumulados en pared corporal del
poliqueto E. complanata para ser usados en la evaluacion de la calidad de ambientes
marino-costeros. La efectividad de los biomarcadores usados fue comprobada en
organismos expuestos a sedimentos contentivos de Cd y una mezcla compleja de
xenobioticos en ensayos subletales estaticos a largo plazo. Estos sedimentos representaron

las areas referenciales de un posible escenario de contaminacion.

Los sedimentos colectados en la ensenada de Turpialito e isla Caracas mostraron
niveles de metales pesados dentro de los rangos considerados como no contaminados
(SAQUID, 2002; BONILLA et al., 2003), sin embargo es importante considerar la
presencia de Pb y Cd, aunque en bajas concentraciones, en ambas zonas. Estos elementos
han sido considerados altamente téxicos y se ha comprobado que pueden alterar la funcién
de las membranas celulares e inhibir la actividad de enzimas que participan en rutas

metabélica (ARIAS y GARCIA, 2001; ZAPATA-VIVENES, 2005).

La exposicion subletal a sedimentos contaminados con Cd y FALUMYV caus6 una
condicién de estrés oxidativo en el poliqueto E. complanata, reflejada por el incremento de
los siguientes biomarcadores: la peroxidacion lipidica (TBARS) y la actividad de las
enzimas catalasa (CAT) y glutationa-S-transferasa (GST). Tales parametros revelan la
elevacion de dafios oxidativos sobre los lipidos de membranas por formacién exacerbada de
especies reactivas del oxigeno (EROs), asociado por la activacion de los mecanismos de
biotrasformacion y excrecion de compuestos metalicos y organicos en los organismos
expuestos a xenobiodticos. Uno de los biomarcadores que sefial6 la activacion de respuestas
de defensas moleculares contra la sobreproduccion EROs fue la enzima CAT. El
incremento en su actividad puede sugerir la efectividad de desdoblamiento del per6xido de
hidrogeno (H,0O,) intracelular, posiblemente generado por el ingreso de metales pesados o

ciclo metabdlico via redox de los compuestos contentivos en la FALUMV.
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Las defensas antioxidantes no enzimdatica no presentaron diferencias en los
organismos colectados en las dos localidades estudiadas, lo que indica que su metabolismo
basal antioxidante no se encuentra perturbado por contaminacién quimica. Aunque, las
concentraciones de la metalotioneinas (MT) y grupos sulfhidrilos totales en E. complanata
expuestos a los sedimentos contaminados muestran la sensibilidad de inducciéon que
presentan de estas moléculas ricas en grupos tioles como marcador de ingresos de iones
metalicos, especificamente a Cd, al cuerpo del organismo. Las MT juegan un papel
importante en la captacion y excrecion de metales pesados (MARCANO et al., 1996),
ademas de su capacidad metabolica de remocion de radicales libres (VIARENGO et al.,
2000). El Cd es el ion metélico que presenta mayor fuerza de unién para algunas isoformas
de MT, ligandose a las cisteinas y quedando sus atomos enclaustrados fuertemente a la
proteina. Se ha demostrado que la inducibilidad de las MT esta asociada trazablemente con

los niveles de metales pesados disponibles en su entorno sefialan (REYES, 1999).

Las respuestas celulares mostraron ligeras diferencias entre los poliquetos de ambas
localidades costeras. El numero de celomocitos totales presenté mayores promedios en los
poliquetos en la localidad de isla Caracas, sin embargo en los organismos colectados en la
ensenada Turpialito se observo un incremento débil (4%o) en la frecuencia de aparicion
micronucleos (FMN). Este tipo de alteraciones no mostrd asociacion estadisticas con los
niveles de metales pesados en sedimentos y tejido corporal. Este parametro indica dafios a
nivel genomico debido a efectos clastogénicos y alteraciones en la divisién mitotica en
celomocitos precursores (DIALIANIS et al., 2003). Posiblemente, algunos metales como el
Pb estén alterando a las células precursoras de celomocitos; aunque no muestran asociacion

con la viabilidad y NTC.

La FMN ha sido evaluada en E. complanata colectado en el campo permite determinar
la incidencia de MN en poblaciones de poliquetos bajo condiciones de ausencia de riesgo
medioambiental en posibles zonas de referencia. En mejillones del Mediterraneo se ha sugerido
que frecuencias por encima de un 5,0 %o en células de la branquia se consideran una respuesta

elevada, e identifican puntos de riesgo medioambiental (CAMPILLO et al., 2007; FERNANEZ
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etal., 2011).

Los micronicleos son fragmentos acéntricos de cromosomas o cromosomas completos
que no consiguen migrar con alguno de los ntcleos hijos en la anafase mitética y que
permanecen en el citosol una vez finalizada la divisién celular (HEDDLE et al., 1991). La
FMN ha sido recomendada como un biomarcador no especifico de genotoxicidad en estudios
de contaminacién marina. Este dafio puede ser producido endégenamente, por el ataque al
ADN de productos generados en el metabolismo normal de la célula, o ex6genamente, por la
exposicion a radiacion, toxinas naturales o compuestos quimicos de origen antropogénico. La
frecuencia de microntcleos observada puede ser considerada como un indice de los dafios
genéticos acumulados durante el ciclo de vida celular actuando como una respuesta integrada

de la exposicién a mezclas de contaminantes capaces de actuar como genotoxicos.

El tiempo de retencion de rojo neutro (TRRN) en celomicitos es reducido en
organismos expuestos a Cd y FALUMYV. Al parecer, este ensayo es minimamente afectado
por parametros ambientales tales como la temperatura y la salinidad (RINGWOOQOD et al.,
1998), por el contrario pareciera ser una respuesta sensible en presencia de contaminantes
(CAPITULO TIII). Se ha demostrado que en otras especies como guacucos y bivalvos, el
TRRN decrece en organismos expuestos a metales pesados (VIARENGO et al., 2000b;
MATOZZO et al., 2001, RIVERA, 2004;) y contaminantes organicos (LOWE et al., 1995).
En estudios de campo, este ensayo ha sido aplicado a hemocitos de ostras (RINGWOOD et
al., 1999), mejillones (FERNLEY et al., 2000) y langostas (LOWE et al., 1992) mostrando
alta efectividad. Los dafios sobre la membrana lisosomal fueron demostrados en presencia
de las sustancias de referencia toxicolégica, Cd y FALUMYV, obteniéndose reducidos
tiempos de retencion 44,14 + 19,83 y 72,18 £ 9,71 min, respectivamente. Aunque, no se
conoce como los cambios estacionales pueden modificar a este parametro (HAUTON et al.,
1998). ZAPATA-VIVENES et al., (2012c) reportan que en mejillones colectados en Rio
Caribe y San Antonio del Golfo, dos zonas costeras del estado Sucre, no se observaron
dafios en el 50% de las hemocitos al menos durante 120 minutos. Se ha considerado que el
dafio de la membrana lisosomal puede ser causado por agentes toxicos (FERNLEY, 2000),

fagocitosis (NARANJO, 2012) y estresores naturales (DAILIANIS et al., 2003), todos
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estos factores vinculados con la formacion de EROs.

El grado de estabilidad de la membrana lisosomal (LMS) es un biomarcador de efecto
que indica un estrés general en la fisiologia del poliqueto. La disfuncién de los procesos
lisosomales ha sido relacionada con muchos aspectos de patologias asociadas a la toxicidad
quimica y procesos degenerativos (ZHAO et al., 2011). La autofagia lisosomal proporciona una
segunda linea de defensa en los organismos contra el estrés oxidativo y la capacidad para
regular al maximo de manera efectiva este proceso. Por ello, es un factor significativo que
probablemente contribuye a la capacidad de ciertos organismos para tolerar ambientes
contaminados y con condiciones estresantes. La disminucién de la estabilidad de la membrana
lisosomal se ha relacionado con la exposicion a muchos tipos de contaminantes quimicos,
aunque no se pueden considerar como los tunicos factores que alteran este biomarcador

citolégico.

Numerosas investigaciones avalan la utilidad de los biomarcadores en estudios de
campo. SUN y ZHOU (2008) reportan cambios en las enzimas superoxido dismutasa y un
decrecimiento en las actividades de peroxidasas, y niveles de proteinas citosdlicas en el
poliqueto N. diversicolor expuestos a Cd y a hidrocarburos. En estudios similares se ha
demostrado la sensibilidad que poseen los biomarcadores moleculares (actividad de
enzimas antioxidantes) y celulares (cometas, fagocitosis) cuando se contrastan zonas de
presumible impacto por xenobidticos, en especial metales pesados e hidrocarburos
aromaticos policiclicos. MORALES-CASELLES et al., (2009) encontraron en zonas
impactadas por derrames petroleros de Prestige2002 correlaciones significativas, de

moderadas a fuertes, con dafios en el ADN del poliqueto A. marina.

Se es conocido que la calidad de los sedimentos costeros esta cambiando por accion
antropogénica. Algunas investigaciones de linea base han sefialados que los niveles de
metales pesados (MARTINEZ y SENIOR, 2001, MARTINEZ, 2002; MARTINEZ et al.,
2002) e hidrocarburos (BONELL, 1996; DAKDOUK-ORTIZ, 2009) en sedimentos
colectados en el golfo de Cariaco y otras zonas costeras del estado Sucre muestran

incrementos ligeros en contrastes a valores de décadas pasadas. En este sentido, los
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biomarcadores moleculares y celulares determinados en E. complanata son efectivos para

alertar tempranamente sobre ecosistemas quimicamente impactados.

En el estado Sucre pocos son los registros realizados sobre la condicion basal-
fisiologica de los organismos que habitan ecosistemas marino-costeros y su relacion con los
contaminantes de su entorno. Como trabajo pioneros en este tipo de evaluacion se
encuentran: ROJAS (2005) quien relacion6 los niveles de metalotioneinas y metales
pesados en temporadas de lluvia y sequia en el mejillén Perna viridis. De igual manera,
ZAPATA-VIVENES et al., 2012c comparé biomarcadores inmunolégicos y de dafio
oxidativos usando como modelo P. viridis colectados en bancos naturales de explotacion y

acuicultivos.

En el presente estudio revela un estado saludable en los dos ecosistemas evaluados,
fundamentado en los valores basales de las respuestas determinadas en los poliquetos
colectados, niveles de metales pesados corporales y en sedimentos, en contraste a los
sedimentos contaminados referenciales. De acuerdo a los biomarcadores implementados se
demuestra que ambas localidades, tanto la ensenada de Turpialito como Isla Caracas en
Mochima, pueden ser consideradas localidades no afectadas por xenobio6ticos metalicos. No
obstante, los niveles de CAT, TBARS y FMN podrian estar indicando algin tipo de
alteracién temprana en el ecosistema arrecifal de la ensenada de Turpialito, especialmente

en los indices de correlacion obtenidos con Cd y Pb.

La relacion ARN/ADN y PT/ARN indican en poliqueto E. companata un optimo
estado fisiolégico, asociado a la capacidad de sintesis de proteinas y crecimiento corporal.
En esta investigacion se demuestra que tales parametros pueden ser ligeramente reducidos
en organismos expuestos a sedimentos contaminados. Posiblemente estas respuestas
bioquimicas indiquen una adaptacion metabolica para mantener el balance energético, que
implique la reduccién de los requisitos del crecimiento y de las actividades fisioldgicas
basicas, y mayor gasto de energia hacia la activacion de los mecanismos encargados de la

defensa y desintoxicacion de xenobioticos.
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Para sobrevivir bajo una condicion de estrés oxidativo E. complanata se necesita un
gasto significativo de energia. Esta demanda energética puede ser relacionada con el
metabolismo de proteinas, un mecanismo de compensacion bioquimico que conlleva a una
reducciéon de la tasa de crecimiento (SANCHO et al., 1998; MOSLEH et al., 2005). El
contenido de proteinas depende del equilibrio dinamico entre la tasa de su sintesis,
utilizacion y degradacion. Se ha demostrado que los radios de crecimientos pueden variar
por cambios de salinidad y niveles de Zn (CHOPITE, 1990). Sin embargo, algunos indices
de crecimientos tales como PT/ADN pueden incrementar bajo condiciones de

contaminacién por FALUMNYV (CAPITULO III).

LEMUS (2005) reporta que en juveniles del pez P. krausii expuestos a dos dosis de
cobre (0,2 y 1,2 mg/l) durante una semana, el radio ARN/ADN y PT/ADN tienden a
disminuir, potenciado por una temperatura elevada (30 °C). LODEIROS et al., (1996)
evaluaron el efecto ambiental sobre diferentes tallas de FEuvola (Pecten) ziczac,
demostrando correlacion entre indice ARN/ADN con el crecimiento y la condicion
fisiolégica. CEDENO (2012) reporta que la relacion ARN/ADN en el musculo abductor de
ejemplares del bivalvo Lima scabra esta asociada con las condiciones naturales de su

habitat.

Los biomarcadores determinados en E. complanata a niveles molecular, bioquimico
y celular, tanto en poblaciones naturales expuestos a sedimentos contaminados, marcan
diferencias de la magnitud de la respuesta del organismo al contaminante, pudiendo ser
extrapolado en el diagnostico de habitats impactados por sustancias toxicas. La bateria de
biomarcadores en el orden molecular y celular usados, estuvieron fundamentados en
probar los efectos de los contaminantes que son evidentes en el ecosistema, comprobandose
que tales niveles de organizacion son ideales para estudiar relaciones causa-efecto y los

mecanismos de accion de los contaminantes.

A pesar que los experimentos de exposicién referenciales fueron realizados a largo

plazo (36 dias), las concentraciones escogidas son relativamente bajas en contraste a las
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usadas en ensayos letales. Se ha demostrado que la mayoria de los biomarcadores
determinados en E. complanata pueden ser utilizado como sistema de alarma temprano, de
manera que puedan tomarse medidas de mitigacion antes de que el ecosistema se vea
afectado. Adicionalmente, estos biomarcadores muestran valor diagnostico que podrian

ayudar de forma predictiva en la toma de decisiones.

En general, se recomienda utilizar una bateria de biomarcadores, organizados de
forma jerarquica y relacionada funcionalmente entre ellos. El analisis de biomarcadores de
exposicion y de efecto son instrumentos claves para detectar el impacto de la
contaminacién sobre la salud de los ecosistemas, normalmente en combinaciéon con otras
aproximaciones para la evaluacion de la calidad del medio, como los analisis quimicos
convencionales y bioensayos a largo plazo, utilizando como especie centinela a E.

complanata.

En conclusion los resultados mostrados en la presente investigacion sugiere que el
poliqueto E. complanata es un sensor biologico del bentos marino, adecuado para el estudio
de factores causantes de estrés, usando como biomarcadores de metabolismo oxidativo, la
peroxidacion de los lipidos y a las actividades de las enzimas antioxidantes relacionadas.
Ademas, se recomienda la determinacion de biomoléculas (PT, ARN y ADN) como indices
de condicion fisiologica en los organismos, y sus posibles alteraciones en presencia de

xenobioticos.

Este trabajo considera a E. complanata como una especie sensor para estimar
perturbaciones quimicas y niveles de contaminacion en ecosistemas costeros. Esta especie
suministra sefiales, a distintos escalas de organizacion bioldgica, indispensables para
diagnosticar niveles de contaminacion en sedimentos. Las alteraciones en su poblacién de
células celémicas y variaciones en sus componentes celulares (enzimas, moléculas) son
consideradas excelentes biomarcadores que reflejan de forma medible los cambios ante
alteraciones ambientales en presencia de xenobioticos. Aunque, existe la desventaja que no

todos los biomarcadores cuantificados son independientes a agentes externos.
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CONCLUSIONES

Se demostrd la existencia de un patron de acumulacion diferencial de metales pesados en el
poliqueto E. complanata, mostrando un significativo nivel de almacenamiento de metales

hacia la porcion posterior del animal.

Se evidenci6 variaciones en las defensas antioxidantes constitutivas, tanto enzimaticas y no
enzimaticas, en el poliqueto E. complanata con diferentes potencialidades en presencia de
xenobioticos de distinta naturaleza quimica. Las respuestas antioxidantes tienden ser
inducibles a lo largo del cuerpo por los distintos xenobiéticos probados, mostrando las

mayores actividades enzimaticas en las regiones media.

Las respuestas inmunoldgicas innatas-celulares, especialmente la fagocitosis, y algunos
parametros celulares (TRRN y FMN) pueden ser alterados por dosis subletales de
xenobidticos (Cd y FALUMYV). Las respuestas a nivel celular parecen ser parametros

sensibles para determinar toxicidad.

Los resultados muestran algunos beneficios en la combinacion de multibiomarcadores para
ser usados en impactos subletales relacionados con metales pesados. Aunque, al parecer,
los marcadores moleculares determinados presentaron una mayor sensibilidad en

comparacion a los biomarcadores celulares e inmunol6gicos.

Los marcadores biol6gicos determinados en E. complanata son magnificados tantos en
presencia de sedimentos contaminados como en presencia de xenobidticos disueltos en

agua.

Las elevadas temperaturas que se registran en nuestras costas entre los meses de junio hasta
octubre inducen cambios significativos en la actividad de CAT y dafio lipoperoxidativos,

meses que coinciden con las mayores tasas de crecimiento de los poliquetos.

Al parecer el estatus basal antioxidantes en estos organismos responde naturalmente a
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cambios térmicos ambientales. Este hecho debe tomarse en cuanta al realizar monitoreos de
rigor, ya que puede llegar a confundir un efecto de xenobidtico incorporado con

alteraciones del a temperatura en el medio.

Las localidades costeras del estado Sucre contrastadas, la ensenada de Turpialito e isla
Caracas (Mochima), pueden ser consideradas como zonas no impactadas, las mismas
pueden ser denominadas zonas referenciales “limpias” para ser contrastadas, en proximas

investigaciones, con posibles areas donde se sospeche de contaminacion.

Los biomarcadores seleccionados y aplicados demuestran la utilidad de los
biomarcadores como nuevas herramientas para su aplicacion en estudios ambientales,

usando como organismo sensor al poliqueto E. complanata.
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Resumen (abstract):

Con el interés de evaluar la calidad ambiental de dos zonas de arrecifales localizadas
en costas del estado Sucre (Venezuela), la ensenada de Turpialito (Golfo de Cariaco)
e isla Las Caracas (Parque Nacional Mochima), se realizé la determinacién de una
gama de marcadores de contaminacion, a diferentes niveles de organizacion
biolégica (molecular, celular y tisular), usando como organismo sensor al poliqueto
E. complanata (Amphinomidae). Adicionalmente, se realizaron ensayos subletales
referenciales en presencia de los siguientes xenobioticos: cadmio, per6xido de
hidrégeno y una fraccion acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos
(FALUMYV), durante periodos de exposicion (7, 14 y 21 dias); cambio de
temperatura (24 y 28 °C) y sedimentos contaminados por mezclas de contaminantes.
Para los distintos tratamientos y zonas de estudios se procedié a determinar los
niveles de metales pesados contentivos en la pared corporal del poliqueto y en el
sedimento; ademas de parametros bioquimicos tales como la actividad de enzimas
catalasa (CAT), glutationa reductasa (GR), glucosa-6-P deshidrogenasa (G6PDH),
dafio a lipidos de membranas (TBARS), glutationa transferasa (GST),
metalotioneinas (MT) y grupos tioles solubles (-SH), actividad de lisozimas, niveles
de proteinas (PT), ARN y ADN; parametros celulares tales como viabilidad, niimero
total (NTC), fagocitosis, frecuencia de micronticleos (FMN), desestabilizacion de las
membranas lisisomales (TRRN) de celomocitos; y parametros tisulares: crecimiento
y frecuencia autotémica (FA). El poliqueto E. complanata presenté la habilidad de
acumular metales pesados en su region corporal posterior, con una alta capacidad
metabdlica y de defensas antioxidantes hacia la region media del organismo. Estas
respuestas pueden ser inducidas en presencia de xenobidticos especificos o mezclas
complejas de éstos. Durante los 21 dias de exposicion, la viabilidad, NTC y TRRN
fueron reducidas en presencia de la FALUMYV, no asi con Cd. La actividad de las
enzimas y compuestos antioxidantes fueron modulados durante los cambios
estacionales de temperatura, tanto en el ambiente como bajo condiciones controladas,
logrando un incremento de CAT y G6PDH en los poliquetos colectados en los meses
de colecta de junio y octubre (temperaturas > 28 °C). Los niveles de las
macromoléculas (proteinas, ARN) no mostraron variabilidad estacional, sin
embargo, las concentraciones de ADN aumentan en los meses de altas temperaturas.
El coeficiente de crecimiento ARN/ADN mostr6 sus mayores promedios durante los
meses de Octubre y Diciembre, aunque tales variables no se encuentran asociadas a
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las tasas de crecimiento corporal determinadas. Estos coeficientes pueden verse
afectados por la exposicion a toxicos referenciales, especialmente a la FALUMYV. La
actividad de CAT se mostr6 elevada en los organismos expuestos a toxicos
referenciales, al igual que en los organismos colectados en la zona de Turpialito con
respecto a los colectados en Mochima. La tasa de crecimiento corporal y los
coeficientes proteinas/ARN y proteinas/ADN mostré sus mayores promedios en los
organismos de la localidad de la isla Caracas. E1 NTC fue relativamente mayor en los
poliquetos en la localidad de isla Caracas; y un porcentaje de -0,4% en la frecuencia
de micronucleos e incrementada desestabilizacion de las membranas lisosomales de
celomocitos fue observada en los organismos colectados en la ensenada de
Turpialito; no obstante sus registros se encuentran por debajo que los mostrados por
organismos expuestos a toxicos de referencia. Los niveles de MT, -SH y lisozimas
no presentaron variaciones entre las localidades, pero si en presencia de
contaminantes referenciales. En general, el contraste de los marcadores bioldgicos
usados en poliquetos colectados en el ambiente mostré un estado saludable en ambas
zonas evaluadas. Esta investigacion demuestra (1) la aplicacion de baterias de
respuestas biol6gicas (multibiomarcadores), a nivel molecular, celular y tisular en E.
complanata para la evaluaciéon de areas costeras; (2) algunos parametros sugeridos
como biomarcadores especificos de contaminacién en presencia de xenobidticos
pueden ser alterados por cambios de temperaturas; y (3) esta informacion
fundamenta el uso del poliqueto E. complanata como organismo sensor para estudios
ecotoxicologicos y la determinacion calidad ambiental de ecosistemas marino-
costeros.

134



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/5

Contribuidores:

Apellidos y Nombres

ROL / Cdédigo CVLAC / e-mail

Osmar Nusetti

ROL |cCA | |As | X | TU | | Ju |

CVLA
C

e-mail | onusetti@yahoo.com

e-mail

Lya ne

ROL |CA | | AS | | TU | |Ju [ X

CVLA
C

e-mail

e-mail

Salazar, Raquel

ROL |cA | | As | | TU | | Ju | x

CVLA
C

e-mail | Raquellugo@yahoo.com

e-mail

ROL |cCA | | As | | TU | | Ju |

CVLA
C

e-mail

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:

Anho Mes Dia

Lenguaje: Esp

135




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/5

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
PG-ZapataEdgar.doc Aplication de word
Alcance:
Espacial : (Opcional)
Temporal: (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo:

DOCTOR EN CIENCIAS MARINAS

Nivel Asociado con el Trabajo: DOCTORADO

Area de Estudio:

Institucion(es) que garantiza(n) el Titulo o grado:

136




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

CUN°QOAS
" Cumand, (04 AGD 2000

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YLPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho
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