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RESUMEN: Ejemplares del bivalvo Lima scabra fueron obtenidos de un banco coralino del sureste de la isla de Cubagua,
estado Nueva Esparta, y mantenidos en condiciones de laboratorio con la finalidad de analizar la bioacumulacién de cadmio y
su efecto sobre algunos pardmetros iénicos en hemolinfa y tejidos. Se utilizaron ejemplares con talla comprendida entre 72,60
y 86,80 mm de largo y se colocaron en acuarios individuales para un total de 10 controles y 10 expuestos a 0,25 mg/l de Cd.
Se analizaron los niveles de Cd en hepatopancreas, misculo, génadas, hemolinfa (plasmay células) y resto de tejidos sométicos
(branquias y manto). Las concentraciones de Na' y K* se determinaron por espectrofotometria de llama, Cd y Ca por
espectrofotometria de absorcion atémica y proteinas totales por colorimetria. Las mayores concentraciones de Cd en L.
scabra presentaron un valor de 17,60 + 2,43 pg/g para €l resto y de 17,47 + 2,45 pug/g para hepatopancreas. El Cd estuvo
enlazado en mayor proporcion a componentes del plasma y no a la fraccion celular de la hemolinfa. La incorporacion de Cd
en el plasma estuvo asociada a un incremento de proteinas totales en hemolinfa 7,02 mg/l, con respecto a los controles que
presentaron un valor promedio de 4,12 mg/l. Se determin6 que dosis subletales de Cd disminuyen los niveles de Cl- y Na* en la
hemolinfa, con una concomitante disminucién de estos iones en los tejidos sométicos.

Palabras clave: Bioacumulacion, cadmio, hemolinfa, electrolitos.

ABSTACT: Specimens ranging between 72.60 and 86.80 mm in length, collected from a coral bank located to the
southeast of the Island of Cubagua, state of Nueva Esparta, and kept in laboratory conditions, were assayed for bioaccumulation
of cadmium in order to analyze the effect of this trace metal on some ionic parameters in hemolymph and other tissues.
The specimens were placed in individual aquaria, 10 being exposed to 0.25 mg/L o Cd and 10 kept as controls. Cd levels were
measured in hepatopancreas, muscle, gonads, hemolymph (plasma and cells) and remaining somatic tissues (gills and
mantle). Na* and K* concentrations were determined by flame spectrophotometry; those of Cd and Ca*, by atomic
absorption spectrophotometry, and those of total proteins by colorimetry. The highest concentrations of Cd in L. Scabra
reached a value of 17.60+2.43ug/g in the remaining tissue and 17.47+2,4,5ug/g in hepatopancreas. Cd bound mainly to
plasma components and not to the cell fraction of hemolymph. The incorporation of Cd in plasma was associated with an
increase of total proteins in hemolymph, 7.02 mg/L, relative to Cd uptake in the controls, which showed a mean value of
4.12mg/L. Sublethal doses of Cd were found to lower the levels of Cl- and Na* in the hemolymph, with an attendant
reduction of those ions in somatic tissue.

Key words: Bioacumulation, cadmium, hemolymph, electrolytes.

INTRODUCCION

L osmoluscos bival vos se han empleado como model os
de investigacion en el estudio de la contaminacion por
metal es pesados en zonas de gran importancia ecol 6gica
y econdmica, como esel caso delosarrecifescoralinos, y
en consecuencia son frecuentemente utilizados en
variados ecosi stemas como biomonitores de perturbacién
ambiental (McDoweLL, 1993).

En el areadel Caribe pocos estudios han considerado a
los bivalvos asociados a los corales, como posibles
monitores de contaminacién, aln cuando existe unagran
diversidad de especies que podrian ser evaluadas, entre
las que pueden mencionarse a Lima scabra, quien es
posiblemente el invertebrado mas conspicuo asociado a
corales escleractineos de los bancos someros en la costa
nororiental deVenezuela(Gomez, 1998).
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Los metales y en particular el Cd es un elemento
extremadamente téxico para la biota dado que tiene la
capacidad de atravesar las barrerasbiol 6gicasy enlazarse
con los componentes citoplasmaticos y organelos
celulares para alterar la fisiologia celular. El cadmio al
igual que otros metal es puede af ectar significativamente
laactividad delaATPasaanivel branquial (BurxE et al.
2003; LioneTTO €t al. 2006), crear dafios oxidativos y
peroxidacion de membranas (Company et al. 2004), que
traen como consecuencia una alteracion del equilibrio
ionico.

Aun cuando no existen registros que determinen la
presenciade cadmio en el &readonde serealizé lacaptura
delos gjemplares, algunostrabajosrealizados en lazona
nororiental han demostrado concentraciones por debajo
de 1ug/g, valor limite para sedimentos no contaminados
(Acosta et al. 2002). Sin embargo, en el golfo de Cariaco,
este metal (1,20 -3,30ug/g) presenta valores
significativamente elevados (Martinez 2002). Por otro
lado, los estudios de biomonitoreo sefialan diferentes
tasas de acumulacion de este metal de acuerdo a la
especie. En Arca zebra proveniente de la localidad de
Chacopata las concentraciones de Cd estan
comprendidas entre 6,01 y 22,03 ug/g de masa seca
(Acacua 2008), mientras que otras no tienen la misma
capacidad de incorporacion como es €l caso de Perna
viridis (LiINnNAEUS 1758) cuyas concentraciones no
superanvaloresde 1,55 + 0,34 ug/g paraestamismazona
(Lemusetal. 2010).

Lima scabra es una especie relativamente abundante
y de cierto valor econémico, con una distribucion
relativamente amplia, desde Carolina del Norte hasta
Brasil (AseotT 1984; Diaz & Puvana 1994; LobEIRos et
al. 1999); sin embargo, existen pocostrabajos sobre ella.

En el presente estudio se determiné la acumulacion
de Cd en lostgjidos sométicos, reproductivosy hemolinfa
de L. scabra expuesto a dosis subletales del metal y sus
efectos sobre algunos parametros iénicos.

MATERIALESY METODOS

Los gemplares de L. scabra se obtuvieron del medio
natural manualmente por buceo en apnea, en un banco
coralino costero, situado en la costa sureste de laisla de
Cubagua, estado Nueva Esparta, Venezuela (10° 46" 16™
Lat. Ny 64°10° 49" Long. W).
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Transcurridos 15 dias de aclimataci6n en condiciones
de laboratorio, los g emplares fueron separados en dos
grupos. Los organismos del grupo control (n = 10) de
talla promedio de 82,34 + 11,37 mm de largo y los del
grupo expuestosaCd (n = 10) de 73,37 + 16,13 mm, fueron
colocados individualmente en acuarios de 2 litros de
capacidad con agua de mar filtrada. Los organismos
expuestos a Cd fueron contaminados diariamente con
0,25 mg/l de Cd, durante 9 dias. A ambos grupos se les
realizaron recambios diarios de agua de mar y se
alimentaron con lamicroalgaDunaliella salina (DunaL)
Teoboresco 1905, durante todo el periodo de
experimentacion.

Losandlisis delos pardmetros ionicos en hemolinfa se
efectuaron extrayendo € liquido por puncién intravalvar.
Paraello se utilizaron jeringas heparinizadas (20 mg/ml) y
en condiciones de estricta anaerobiosis, siguiendo la
metodologia descrita por BELMAR et al. (1998).
Posteriormente, setomo decadagemplar 1,5ml dehemolinfa
y se centrifugd a5000 rpm durante’5 min, pararealizar los
andlisisde proteinastotalesy lasdeterminacionesdeiones.
La determinacion de proteinas totales se realizé por €l
método deBiuret (Lowry et al. 1951).

Las gonadas, hepatopancreas, musculo y restos de
tejidos sométicos (branquiasy manto), fueron disectados
por separado para cada ejemplar. Los tejidos fueron
pesados y deshidratados por 24 horas. Cada muestrade
tejido deshidratado fue digerido con 4 ml deHNO,:H,SO,
(1:1 v/v) y posteriormente enrasados a 10 ml con agua
desionizada y se procedi6 arealizar diluciones 1:50 y
1:100. De igual manera, se realizaron diluciones de la
hemolinfa1:100y 1:200 paralas determinaciones.

Los iones sodio (Na') y potasio (K*) se determinaron
enunfotémetro dellamaCorning-310. El ién calcio (Ca™)
fuevalorado por espectrof otometriade absorcidn atémica.
El ién cloruro (Cl) se cuantifico solo en hemolinfa por el
método de ScriBNER & BELDING (1970). Losvaloresdelos
ionesfueron expresadosen mmol/l paralahemolinfay mmol/
g depeso hiimedo paralosdiferentestejidosy laeficiencia
de las lecturas fueron comparadas con los estandares de
otros bivalvos (BELMAR et al. 1998; WiLLMER et al. 2000).
Los vaores de Cd fueron expresados en ug/g de masa
himeda (ug/g m h) y las proteinas totales en mg/I.

Los resultados se analizaron estadisticamente con
andlisisdevarianciade unaviaparalahemolinfay de dos
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Fig. 1. Concentracién de cadmio (Cd) en tejidos del bivalvo Lima
scabra en condiciones de laboratorio. Control y expuestos a Cd.

viasparalostejidos, conuna= 0,05y n = 5 paraloscontroles
y n =4 para los expuestos a Cd. En los grupos que
presentaron diferencias significativas serealizaron pruebas
aposteriori Duncan, (SokAL & RoHLF 1997).

RESULTADOSY DISCUSION

Durantelaexposicion de L. scabraaunaconcentracion
subletal de cadmio durante 9 dias se evidencié queel metal
fue acumulado diferencialmente en los tegjidos y estuvo
presente en la hemolinfa de los organismos. Se
determinaron diferencias significativas en la
bioacumulacién de Cd entre los tejidos (Fs = 90,89;
p < 0,001) y entre ambos grupos experimentales
(Fs=316,14; p<0,001). Las gbnadas y €l musculo no
mostraron diferencias significativas y presentaron las
menoresconcentracionesdel meta, 3,41 + 0,89y 4,82 + 0,89
Mg/g m h, respectivamente. El hepatopancreasy el resto
(branquias y manto) mostraron los mayores registros de
Cd(Fig.1).

La cinética de incorporacién de metales en
invertebrados ha demostrado que los tejidos
parenquimatosos presentan siempre las mayores
concentracionesdel metal, principalmenteen lasbranquias
y hepatopancreasy esto se ha atribuido a que los mismos
pueden metabolizar estos elementos a través del
enlazamiento a proteinas de ato y bajo peso molecular
como por g emplo las metal otioninas (Lemus 2005; Lone et
al. 2010). Por otro lado, las metalotioninas junto con los
metal es pueden ser excretadas por exocitosis a través de

TABLA 1. Concentracion de cadmio en plasmay hemocitos
del bivalvo Lima scabra expuestaa0,25 ppm de cadmio durante
9 dias. Se presentan los valores promedios y las desviaciones
estandar (+ SD) de cada pardmetro, para los dos grupos
estudiados, controlesy expuestos a cadmio (Cd).

Plasma Hemocitos

Control No detectado 0,008+0,005
(n=12) (n=12)

Expuestos a 0,25 ppm de Cd 3,48+0,028 0,110+0,072
(n=8) (n=8)

lisosomas o formar granulos queinactivan latoxicidad de
losmetales (MaricoMEZ et al. 2002). El tejido muscular se
ha considerado como un érgano receptor de metales, con
muy poca participacién metabdlica en los procesos de
metabolizaciony excrecién de metales.

La alta tasa de bioacumulacion de metales en los
bivalvos se debe a su gran capacidad de filtracion e
incorporacion de metal es pesadosatravésdelasbranquias
y los mismos son transportados por la hemolinfa a
diferentes tejidos, con mayor acumulacion en el
hepatopancreasy 6rganos excretores (EvTusHeNKo et al.
1990; SatisH & Rosinson 2001). Por otra parte, los
organismos fueron alimentados con microalgas y las
mismas tienen la propiedad de bioacumular con gran
rapidez los metales pesados como el Cd (Ansari et al.
1997; Romero et al. 2001).

En la hemolinfa los niveles de cadmio fueron de
3,48 + 0,028 ug/g, superiores a los observados en las
céulas(pelet) (0,110 ug/g £ 0,072) (Tablal). El transporte
de los metal es desde |os sitios blanco o sitios de entrada
pueden ocurrir a través de proteinas de la hemolinfa. Se
ha sefialado que unaglicoproteinaricaen histidinapuede
enlazar Cdy transportarlo através delahemolinfa, tal es
caso del majillén Mytilus edulis LinnaEus 1758 cuando
esta expuesto al metal (SatisH & Rosinson 2001). Esta
proteina presenta una masa molecular de 63 kDay no es
unametal otionina. Posiblemente, el incremento observado
en los niveles de proteina plasmética en los gjemplares
expuestos al metal este asociado con una mayor sintesis
de esta proteina. Ademas de esta proteina, también se ha
demostrado que M. edulis expuesto a Cu durante 5 dias
incrementd 1,7 veces los niveles de glutation en la
hemolinfa de este organismo (AL-SuBliAl & AWADHESH
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TABLA 2. Concentracion de iones en lahemolinfa del bivalvo
Lima scabra. Se presentan los valores promedios y las
desviaciones estéandar (+ SD) de cada parametro, para los dos
grupos estudiados, controles y expuestos a cadmio (Cd).

HEMOLINFA Ca”?mmol/l  Na" mmol/l K* mmol/l CI" mmol/l
Controles 812+1,73 497,00+1282 880+1,04 521,33+3272
Expuestos a Cd 7,29+264 46440+2101 848+0,87 454,33+21,01

2009). Aunquelosnivelesde cadmio enlazadosalascélulas
delahemoalinfafueron bajos, se ha sefialado la existencia
de proteinas enlazadas alas membranas de |os hemocitos
gue pueden transportar los metales y que ademas pueden
ser del tipo metalotioninas (ALonso & MARTIN-MATEO
1996). Sin embargo, en el caso de L. scabra este tipo de
enlazamiento no parece ser importante en el transporte de
Cd atravésdelahemolinfa.

Loselectralitosanalizadosenlahemolinfademostraron
una disminucion significativa de los niveles de Na*
(Fs=5,46;p<0,05)y Cl- (Fs=8,91; p < 0,05) enel grupo
expuesto aCd (Tabla2). Mientras quelos niveles de Ca'?
y K* no mostraron variaciones significativas. En estudios
de organismos expuestos a metal es pesados (RicHARDS &
PLayLE 1999; LicNoT et al. 2000; Rose-JaNes & PLAYLE
2000) se ha observado una disminucion significativa de
losnivelesdeNa'y Cl- enlahemolinfa. Dichadisminucién
delosnivelesiénicosde Na'y Cl- seatribuye alapérdida
parcia o completa de la capacidad de osmo regulacion e
iono regulacién, ocasionada por la exposicion a agentes
contaminantes, estresores ambientales y patol égicos.
Diferentes causas de estas variantesincluyen alteraciones
en la estructura y ultraestructura de los érganos
branquiales y excretores, cambios en la actividad de la
Na'/K* ATPasa y alteracion del flujo de iones y
permeabilidad de la superficie. Estas alteraciones de la
capacidad de osmo regulacion e iono regulacion son
consideradas como un bioindicador no especifico por
efecto de agentes perturbadores (RicHARDS & PLAYLE 1999;
LienoT et al. 2000).

La determinacion de proteinas totales en hemolinfa
mostrd diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales (Fs = 11,48; p < 0,05), siendo mayor para
|os organismos expuestos a Cd 7,019 mg/l + 3,423 que
paralos organismos no expuestos 4,123 mg/l + 0,795. El
aumento en el contenido de proteinas totales en los
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organismos contaminados, sugiere unaposible alteracion
fisiologica, lo que ocasionaria la sintesis de proteinas
producto de la presencia de Cd. Un aumento en los
niveles de proteinas plasméticas en los organismos
contaminados con Cd podria estar asociado a una
respuesta fisiolégica para compensar los efectos del
metal, que posiblemente estén relacionados alasintesis
de la glicoproteina rica en histidina que es capaz de
trasportar €l Cd (SaTisH & Roginson 2001). También podria
deberse a proteinas de estrés que se expresan o
sintetizan como consecuenciade laperturbacion del metal
(Sivkisset al. 1982; Wess & Cain 1982; VIARENG01985;
MouNEYRAC et al. 1998; Gomez 1998).

L os pardmetros ionicos estudiados en tejidos (Tabla
3) reflegjaron diferencias significativas en los tejidos de
ambos grupos experimentales para el Ca*? (Fs= 6,38;
p < 0,05). Losnivelesde Ca?y Cdenlostegjidosdel grupo
expuesto a metal fueron mayores que los detectados en
el grupo control. Los mayores valores de Ca? fueron
registrados en musculo (0,24 mmol/g) del grupo control,
mientras que en el grupo expuesto a Cd fue en el
hepatopancreas (0,75 mmol/g). Con respecto al K* se
encontraron diferencias significativas entre los tejidos
(Fs=7,32; p<0,001) y entre los grupos experimentales
(Fs=9,50; p<0,01), y laprueba a posteriori sefial6 la
existencia de tres grupos homogéneos con las menores
concentraciones en los restos de tejidos, una
concentracion intermedia en goénadas y hepatopancreas
y lamayor concentracion en musculo. Por su parte en €l
Na" se evidenciaron diferencias significativas entre los
tgidos(Fs=5,80; p < 0,01), y lapruebaa posteriori sefia 6
la existencia de dos grupos homogéneos uno
representado por el musculo y las génadas con los
menores registros y otro constituido por los restos de

TABLA 3. Concentracién de iones en los tejido del bivalvo
Lima scabra. Se presentan los valores promedios y las
desviaciones estandar (+ SD) de cada parametro, para los dos
grupos estudiados, controlesy expuestos a cadmio (Cd).

Ca'? mmol/g Na’ mmol/g K* mmol/g

Msculo Control 024+0,13 3,50+1,00 6,15+0,73
Cd 0,36+0,14 4,42 +3,00 4,38+1,01

Resto Control 0,06 + 0,05 12,00 + 4,00 384+0,76
Cdl 0,31+0,02 5,00+ 258 258+0,30

Hepatopancreas Control 0,06 + 0,05 14,40+ 4,34 504+112
Cd 0,75+ 0,66 6,50 £ 3,00 343+0,67

Gonada Control 0,18+ 0,06 4,00 +2,45 3,92+0,90
Cd 0,20+ 0,24 7,00+383 3,68+1,29
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tejidos y hepatopancreas con los mayores registros. Es
evidente que los tejidos que presentaron mayor
incorporacion de Cd (hepatopancreas y branquias)
tuvieronlosmenoresvaloresde Naty losmésaltosniveles
de Ca?, sugiriendo una alteracion causada por el efecto
toxico del metal.

El Cd por ser un metal no esencia puede alterar €l
balance Na'/K*/Ca*? y ademés determinael reemplazo del
Ca*? produciendo selectividad en su paso por las
membranas con un incremento en laconcentracion interna
(Viarenco 1985). El Cd es incorporado por la bomba de
Ca*? dado que los iones no tienen alta afinidad por los
ligandos organicos y por lo tanto requieren de bombas
parael transporte activoy asi movilizarse en contrade un
gradiente de concentracion dentro o fuerade lacélula. El
Cd estomado por los canalesdelascélulasdecloroenlas
branquias probablemente dependiendo de la energia
generada por € sistema Na'/K* ATPasa (PivovARovA &
LAGERsPETZ 1996).

En célulasdelas branquiasdel pectinido Mizohupecten
yessoensis (Jay 1857) se demostré que el Cd perturbalos
procesos metabdlicos responsables de la biosintesis de
loslipidosenlas membranas (CHeLomIN & BELcHEVA 1990).
En Mytilus galloprovincialis LAMARck 1819 expuesta a
dosis de 1,78 umol de cadmio mostré una significativa
disminucion en laactividad de laanhidrasa carbonicadel
manto (LioneTTo et al 2006). Por otro lado, BUrkE et al.
(2003) demostraron quelaactividad delaATPasaentejido
branquial del cangrejo Carcinus maenas (LINNAEUS 1758)
esafectadapor el cadmioy su efecto esalin mayor cuando
la exposicién se realiza a bajas salinidades. Todas estas
alteraciones causadas por € cadmio explican unaalteracion
en el equilibrio acido basico en L. scabra expuesta a una
dosissubletal del metal y seplanteaque estas evaluaciones
puedan ser utilizadas como biomarcadores de
contaminacion ambiental.

CONCLUSIONES

El cadmio seacumul 6 enlostejidosen el siguienteorden
demagnitud: resto > hepatopancreas > misculo > gonada.
El Cd estuvo enlazado en mayor proporcion alafraccion
proteica delahemolinfaenrelaciénala fraccion celular.
La incorporacién de cadmio en la hemolinfa estuvo
asociado a un incremento en los niveles de proteinas en
los organismos contaminados, a mismo tiempo que este
metal produjo unadisminucionlosnivelesde Cl-y Na* en

|ahemolinfa, con unaconcomitante disminucion de estos
iones en |os tejidos sométicos.
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