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RESUMEN

Los desechos de lubricantes usados por motores constituyen un problema potencial de
contaminacion en ecosistemas marinos costeros, debido a que sus componentes tales
como hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales pesados y compuestos policlorados
pueden solubilizarse, quedando disponibles a la biota circundante. La absorcion y
biotransformacion de estos xenobidticos en invertebrados marinos puede conllevar a
alteraciones de las respuestas inmunoldgicas e inducir condiciones de estrés oxidativo
por una sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) y otros radicales
libres. En tal sentido, en este estudio se evaluaron los efectos ocasionados, a corto plazo,
por una fracciéon acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMYV)
sobre el sistema inmune-inespecifico, estabilidad lisosomal en hemocitos y su relacion
con dafios oxidativos sobre lipidos en glandula digestiva de la ostra perla Pinctada
imbricata; un organismo representativo de los ecosistemas arrecifales caribenos. Los
ejemplares fueron expuestos, bajo condiciones controladas, a tres concentraciones
subletales de FALUMYV (0, 10 y 20 % v/v) durante 3, 5 y 7 dias. Algunos parametros
celulares (conteo y nliimero total de hemocitos), junto a las defensas inespecificas
celulares (fagocitosis) y humoral (lisozima) fueron usados como marcadores para
evaluar efectos inmunotoxicos. Adicionalmente, el tiempo de retencion del colorante
rojo neutro en hemocitos y produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) en la glandula digestiva fueron utilizados como indicarores de la
desestabilizacion de las membranas lisosomales (DML) y dafo oxidativo,
respectivamente. Descensos significativos fueron encontrados en la mayoria de los
pardmetros inmunologicos-celulares en organismos expuestos a las distintas
concentraciones de FALUMV a partir del quinto dia de exposicion, asociados a una
elevada DML. La maés alta concentracion de FALUMYV (20%) coincidié con un estado
de inmunosupresion. Los niveles de TBARS mostraron diferencias altamente
significativas entre las concentraciones experimentales. Esta investigacion evidencié un
efecto inmunosupresor, principalmente del componente celular (viabilidad, nimero total
de células y fagocitos), inducidos posiblemente por los compuestos hidrosolubles
contentivos en FALUMV. El declive en algunas respuestas celulares indica
concentraciones toxicas minimas que restringen la capacidad de defensa contra
microorganismos patdgenos invasores. La determinacion de los parametros celulares,
inmunolodgicos y la desestabilizacion lisosomal suministran una efectiva informacion de
alteraciones relacionadas con mezclas de xenobioticos de origen antropogénico.



INTRODUCCION

El aceite usado de automoviles es un liquido aceitoso, pardo a negro, que se
remueve del motor aproximadamente cada 5 000 km (Pruell y Quinn, 1988; ATSDR,
1997). Los lubricantes usados de motores de automoviles se encuentran ubicados dentro
de los contaminantes que mayor impacto ejercen sobre los ecosistemas marinos, ya que
estos estan constituidos de una mezcla de componentes potencialmente toxicos entre los
cuales se pueden nombrar hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos clorados y
metales pesados (GESAMP, 1997; Nusetti et al., 2005). Estos lubricantes una vez
usados, son vertidos de manera directa al mar a través de los desagiies de estaciones de

servicios, autolavados y talleres mecanicos.

En la ciudad de Cumana existen mas de 20 establecimientos encargados de los
cambios de aceites de motores, los mismos prestan servicios a un promedio de 10
automoviles diarios, estimandose entre aproximadamente 50-100 litros de aceite por dia
que son drenados hacia los desagiies. El manejo inadecuado y disposicion final de estos
lubricantes constituyen un problema potencial de contaminacién en ecosistemas
costeros, ya que la mayoria de los xenobioticos contentivos en estos lubricantes son
persistentes en el ambiente, quedando disponibles a la biota marina en la columna de

agua, sedimento y alimentos.

Existen en la actualidad protocolos estandarizados de rapida respuesta y alta
sensibilidad, que permiten estimar la toxicidad de contaminantes en organismos
representativos de medios potencialmente impactados. Para la evaluacion de ambientes
impactados por xenobidticos se ha desarrollado una variedad de técnicas de
experimentacion bioldgica, que incluyen bioensayos estdticos de toxicidad letal y
subletal, los cuales pueden indicar las posibles concentraciones minimas de un
xenobidtico o mezcla de éstos, que alteran la fisiologia de los organismos
experimentales (Marigomez et al., 2004). Estos ensayos simulan los posibles efectos que

producen eventuales derrames de contaminantes al ambiente.



Hoy por hoy, se diagnostica la salud de los ecosistemas usando marcadores a
diferentes niveles de organizacion bioldgica en organismos asociados al medio. Estos
indicadores, denominados biomarcadores, son respuestas biologicas que permiten
revelar cambios significativos en la calidad ambiental y la fisiologia de los organismos
(Hamza-Chaffai et al., 2003; Nicholson, 2003; Regoli et al., 2004). Tales respuestas
proveen informacion util sobre los efectos de xenobidticos, sirviendo como sefiales de
alerta temprana a posibles procesos de contaminacion (Cajaraville et al., 1998). En
particular, las respuestas inmunoldgicas innatas, tanto celulares como humorales, y las
defensas antioxidantes han sido los biomarcadores mayormente utilizados en estudios de

monitoreo ambiental.

Una variedad de biomarcadores han sido usados en invertebrados marinos,
especialmente organismos bentonicos, preferiblemente aquellos que se alimentan
mediante la filtracién de particulas suspendidas en la columna del agua, como es el caso
de los bivalvos. Debido a la importancia que tienen los bivalvos en los ecosistemas
marinos y su capacidad de respuestas de defensa para evitar dafos por xenobidticos,
¢éstos han sido sugeridos como eficientes modelos biologicos para estudios de impacto

ambiental inducido por contaminantes (Dyrynda et al., 2000).

El sistema inmune de los bivalvos ofrece aspectos de interés para su aplicacion
en estudios de toxicologia ambiental (Nicholson, 2003). Este lo conforman un conjunto
de elementos funcionales no especificos, humorales (aglutininas, enzimas lisosomales,
moléculas opsonizantes, péptidos antimicrobianos) y celular-mediados (fagocitos) que
presentan cierta analogia u homologia a los mecanismos de inmunidad de otros
organismos, tanto acuaticos y terrestres, de diferentes grupos taxondmicos. Los fagocitos
(hemocitos) representan defensa interna contra parasitos, patdogenos y material extrafio,
jugando un papel relevante en la prevencion de enfermedades. Su funcién esta regulada
por factores internos, tales como hormonas presentes en el suero, y es altamente sensible

a factores ambientales como la temperatura, salinidad y en particular la polucion



ambiental (Sauvé et al., 2002).

La fagocitosis y la actividad de las lisozimas forman parte de las respuestas
inmunologicas inespecificas que permiten neutralizar agentes invasores, englobarlos y
posteriormente degradarlos en los lisosomas, o producir la lisis de las paredes
bacterianas a nivel de peptidoglicanos (Goven et al., 1994; Goven y Kennedy, 1996).
Algunas inmunopatologias pueden ser determinadas por un conteo total y diferencial de
inmunocitos o hemocitos y su viabilidad celular (Sami et al., 1992; Goven y Kennedy,
1996). En invertebrados marinos se ha demostrado que estos mecanismos pueden ser
generalmente suprimidos por un amplio espectro de xenobidticos (Cheng, 1988; Sauvé

et al., 2002; Sauvé et al., 2002; Zapata et al., 2005).

El impacto de contaminantes sobre la biota marina ocurre a distintos niveles de
complejidad. Frecuentemente, los cambios son tempranamente detectados a nivel
celular, particularmente en organelos tales como mitocondrias o lisosomas, existiendo
diversas vias por las cuales la estructura o funciones de tales organelos celulares puedan

ser alteradas por xenobidticos (Moore, 1985; Cheung et al., 2004).

Diversos estudios se han abocado al uso del ensayo de retencion de rojo neutro
(RRN), con el cual se permite estimar la estabilidad de las membranas lisosomales.
Lowe et al. (1992) describieron el uso de este ensayo in vitro para demostrar ¢l dafio
inducido por contaminantes en diferentes tipos de células del cangrejo Limanda
limanda. Este ensayo se fundamenta en que solo los lisosomas de células sanas pueden
tomar y retener este colorante, siendo éste acumulado en los lisosomas que se visualizan
a través de microscopia optica. Esta técnica ofrece una respuesta sensible al ser utilizada
en hemocitos de bivalvos, como un modelo celular robusto rico en lisosomas (Week et

al., 1997).

En el ambiente, algunos organismos pueden acumular elevadas concentraciones

de contaminantes en distintos tejidos sin presentar efectos toxicos, por el contrario



existen otros compuestos que son caracterizados por una alta toxicidad y que a bajos
niveles de exposicion pueden causar dafios severos. No obstante, el efecto de la
biotransformaciéon de estos compuestos puede incrementar la complejidad
ecotoxicologica. Un importante papel en la toxicidad de diversos contaminantes lo
representan la formacion de especies reactivas del oxigeno (ERO). La sobreproduccion
de estos radicales libres puede perturbar la eficiencia antioxidante, lo cual ofrece un
preambulo para alteraciones oxidativas (lipoperoxidacion) de las membranas biologicas.
Diversas investigaciones han demostrado el papel de estos radicales libres como
intermediarios en la toxicidad de contaminantes organicos en bivalvos marinos: Mytilus
edulis (Viarengo et al., 1989; Livingstone, 2001), M. galloprovincialis (Torreilles y
Guérin, 1999) y Perna viridis (Cheung et al., 2002). Las consecuencias citotoxicas
pueden ser evidenciadas como inactivacion enzimatica, lipoperoxidacion de membranas

celulares, deterioro del ADN y muerte celular (Di Guilio et al., 1995; Fridovich, 1998).

La peroxidacion lipidica (LPO) es un mecanismo de dafio celular tanto en
animales como vegetales, siendo por ello utilizado en ocasiones como indicador del
estrés oxidativo y biomarcador de contaminacién ambiental. La descomposicion de los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), de las membranas biologicas generan, entre otros,
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialqueno (4-HNE) (Marin et al., 1993). La LPO
puede perturbar las propiedades estructurales y funcionales de las membranas
biologicas, alterando su fluidez y capacidad para mantener un adecuado balance (Sies,
1993). En este contexto, las alteraciones en las membranas bioldgicas puede
comprometer la funcionabilidad de los componentes lisosomales, generando procesos

degradativos que pueden traer como consecuencia la autolisis celular.

En Venezuela, la ostra P. imbricata se encuentra ampliamente distribuida en el
Nororiente Venezolano, existiendo bancos naturales en las islas Cubagua y Margarita
(Estado Nueva Esparta), Norte de la Peninsula de Araya y en el Golfo de Cariaco

(Estado Sucre) (Lodeiros et al., 1999). Debido a la falta de informacion sobre los efectos



de contaminantes en la respuesta inmuno-celulares y bioquimicas en organismos de
zonas tropicales, en esta investigacion se utilizd este organismo como modelo. En
diversas investigaciones se ha establecido que el uso aislado de un biomarcador no
refleja los efectos de los contaminantes. En tal sentido, en esta investigacion se usé una
bateria de marcadores bioldgicos, que pueden suministrar una vision integral del estatus
fisiologico y molecular de los organismos, con el objetivo de evaluar los efectos que
producen concentraciones no letales de una fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos sobre algunas respuestas inmunologicas, humorales y celulares, y
el dano a membranas lisosomales de hemocitos en el bivalvo P. imbricata.
Adicionalmente, estas respuestas fueron relacionadas con dafios lipoperoxidativos en la

glandula digestiva.



METODOLOGIA

ORGANISMOS Y MANTENIMIENTO

Ejemplares de P. imbricata con talla promedio entre 50-60 mm fueron colectados
en la zona arrecifal de la ensenada de Turpialito, en la cercania de la estacion
hidrobiolégica de la UDO en el Golfo de Cariaco (Cumand, Venezuela). Los organismos
se mantuvieron durante una semana en acuarios (40 1 de capacidad) con agua de mar
filtrada (salinidad 36%o; pH 7,6 + 0,2; temperatura 25 £+ 1°C), con aireacion constante y
alimentados diariamente con una mezcla de microalgas cultivadas Tetraselmis chuii y

Chaetoceros araya (densidad celular: 5 000 cel/ml).

PREPARACION DE LA FRACCION DE CONTAMINANTE

La fuente de xenobioticos utilizada en los bioensayos estaticos estuvo constituida
por una mezcla de lubricante usado de motores y de agua de mar filtrada en una relacion
1:9 v/v. Para la realizacion de esta mezcla se tom6 un volumen de 200 ml del aceite
lubricante, se diluy6 hasta un volumen 1 800 ml de agua de mar filtrada y se colocé en
un frasco de vidrio de 3 000 ml de capacidad. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante (con magnetos sobre planchas de agitacion) durante un periodo de 24 horas, a
temperatura ambiente. Posterior a la agitacion, se dejo reposar durante una hora. La
mezcla fue colectada por sifoneo y luego se filtré en papel Whatman # 1 a través de un
sistema de vacio, para eliminar cualquier remanente de la fase densa. Se colecto la

fraccion acuosa y se utilizd como solucion patron (100% v/v).

BIOENSAYOS DE EXPOSICION

Se realizaron experimentos preliminares para determinar concentraciones
subletales de la mezcla del contaminante, las cuales garantizaron a los organismos
condiciones fisiologicas aparentemente estables durante los periodos de exposicion. Se
utilizaron diez organismos que fueron expuestos a distintas concentraciones ascendentes

(0, 25, 50, 75 y 100 %) de la fraccion acuosa preparada previamente. La concentracion



letal media (LCsp) obtenida por método de Logit para esta especie, al cabo de 96 horas,
fue de 83%, con un rango de 95% de confiabilidad de 55-106%, segiin datos arrojados
por el programa de computacion desarrollado por Stephan et al., 1978. Posterior a este
calculo, se seleccionaron tres concentraciones subletales (1, 10 y 20%) con su respectivo

grupo control; este ultimo fue colocado en agua de mar sin la fraccién contaminante.

Los organismos fueron mantenidos en el laboratorio simulando un ambiente
marino (salinidad 36 %o; pH 7,6 £ 0,2; temperatura 25 £+ 1°C), bajo condiciones
controladas. Se colocaron 5 organismos por acuario (1 individuo por cada litro) y se
procedid a exponerlos a las distintas concentraciones de la fraccion soluble del
lubricante durante 3, 5y 7 dias. Estos periodos fueron adecuados para mantener el 100%
de sobrevivencia de los organismos. Los analisis se realizaron por triplicado. Se
realizaron recambios diarios de agua de mar para mantener disponible la concentracion
del contaminante y remover las pseudoheces y/o productos de desecho provenientes del

metabolismo de los organismos.

Transcurrido cada periodo de exposicion al contaminante, 5 bivalvos por cada
tratamiento fueron sometidos a un procedimiento de extraccion de hemolinfa para
determinar los parametros citoldgicos e inmunoldgicos. Ademas, se disectd la glandula

digestiva para cuantificar los niveles de lisozima, lipidos peroxidados y proteinas totales.

EXTRACCION DE HEMOLINFA

Para la extraccion de la hemolinfa se procedid a mantener las valvas del
organismo abiertas con ayuda de una varilla de vidrio y se realizé una puncioén directa
del seno venoso, ubicado cerca de la porcidn fasica del musculo abductor, utilizando una
jeringa hipodérmica de 1 ml de capacidad contentiva de 0,1 ml de agua de mar filtrada a
miliporo con EDTA al 0,01 mmol/l. Se extrajo cuidadosamente de 0,5 a 1 ml del fluido,
el cual se colocd en tubos de microcentrifuga Eppendorf de 1,5 ml de capacidad,
mantenidos a una temperatura de aproximadamente 4°C. Luego la muestra se

resuspendié en 1 ml de agua de mar y EDTA 0,01 mmol/l a pH 7,8 y se conservé a 4°C



para el posterior analisis de los parametros citoldgicos.

PARAMETROS CITOLOGICOS
Numero total de hemocitos y viabilidad celular

El ntimero total de células por ml y la viabilidad celular se determinaron por
tincion diferencial con el colorante azul tripano (Sigma-Aldrich) al 0,4% siguiendo la
metodologia indicada en el catdlogo Sigma Chemical Co. Un volumen de 1 ml del
colorante se coloc en agitacion constante por 1 hora y luego se centrifugd a 1 250 g
durante 10 minutos, para precipitar cualquier resto de colorante que quedara insoluble;
posteriormente se filtro el colorante en papel Whatman # 1 para maximizar la
eliminacion de material no solubilizado.

Para contar el nimero de células viables y total de células por ml, se mezclaron
20 pl de la suspension final de hemocitos con un volumen igual de azul tripano, se
resuspendié y se realiz6 un contaje de 100 células en una camara de Neubauer por
microscopia de luz, a una magnificacion de 400X. Las células vivas se diferenciaron de
las muertas porque éstas ultimas tomaron una coloracion azul, expresandose la
viabilidad como el porcentaje (%) de células vivas contadas. El nimero total de
hemocitos por ml se determind en los cuatro cuadrantes externos de la cdmara y se
calcul6 de acuerdo a la siguiente formula propuesta por Goven et al. (1994): Numero de

hemocitos / ml = (X/2) x 10*

PARAMETROS INMUNOLOGICOS
Fagocitosis

Para evaluar la actividad fagocitica de los hemocitos se ajusto el numero total de
células a una concentracion de 2 x 10° de hemocitos por cada mililitro. Se empled como
antigeno la levadura comercial inactivada por calor (stock 5 mg/ml), se filtr6 en papel
Whatman #1, aplicando vacio con la finalidad de eliminar los aglomerados y disponer de
levaduras separadas. Del filtrado de levaduras se tomaron 200 ul y se diluy6 en 3 ml de

agua de mar filtrada, para preparar la solucion de levaduras a una concentracion de 0,3



mg/ml. En un tubo de centrifuga Eppendorf de 1,5 ml de capacidad se afiadi6é 100 ul de
la suspension de hemocitos, con un volumen igual de levaduras, se resuspendio

suavemente la muestra y se centrifug6d brevemente a 1 000 g por 5 minutos.

Las muestras centrifugadas se incubaron por un periodo de 20 a 24 horas a 4°C.
Culminado el periodo de incubacion se descartaron 100 pl del sobrenadante. Al
precipitado celular se le afiadi6 100 pl de azul tripano al 0,4% y se resuspendié con una
pipeta Pasteur. Finalmente se tomo una alicuota de 10 pl y se colocod en una camara de
Neubauer para su observacion y contaje en un microscopio de luz con magnificacion de
400X. Para determinar el numero de fagocitos se contaron 100 células viables por cada
muestra y se estableci6 una relacion porcentual de fagocitos en la muestra analizada. Se
consideraron fagocitos, los hemocitos que contenian en el interior de su citoplasma al

menos una levadura visible.

LISOZIMA

El protocolo empleado para evaluar la actividad de la lisozima en la glandula
digestiva de P. imbricata esta basado en la lisis de la pared celular de la bacteria
Micrococcus lysodeikticus, empleando lisoplacas de agarosa. Para la preparacion del
agar se utiliz6 una adaptacion de la metodologia de Nusetti et al. (1998), empleando
buffer fosfato de potasio (KH,PO,) al 0,1%, 67 mmol/l a pH 6,0; agarosa (tipo II) al 1%;
cloruro de sodio (NaCl) al 0,1% y Micrococcus lysodeikticus a 0,4 mg/ml. Se afiadieron
los reactivos en el buffer fosfato pH 6,0 y bajo agitacion constante se disolvieron por
calentamiento hasta que la mezcla se hizo homogénea y comenz6 a ebullir. Se dejo
enfriar la mezcla hasta 45°C aproximadamente, se colocaron volimenes de 8 ml en
placas de Petri plésticas (5 cm de didmetro), se dejo solidificar y se guardaron a 4°C
hasta su posterior uso. Cada placa se perford simétricamente en cuatro puntos diferentes,

con orificios de aproximadamente 5 mm de didmetro.

A un grupo de 5 bivalvos por cada tratamiento se le extrajo la glandula digestiva,

se pesd y homogenizo para los ensayos de lisozima, en buffer fosfato de potasio 100



mmol/l pH 6,24 a 4°C, en una relacién peso-volumen de 20% (1 g de tejido en 8 ml de
buffer fosfato K,PO4 / KH,PO,). El homogenizado resultante se centrifug6 a 1 250 g por
10 minutos y el sobrenadante obtenido fue empleado como fuente inmediata de
lisozimas. Un volumen de 40 pl del extracto de lisozima se empled en cada orificio de la
placa con su respectiva réplica. Las lisoplacas fueron incubadas a temperatura ambiente
por 48 horas, periodo en el cual se hicieron claramente visibles los halos de inhibicién
correspondientes a la lisis de la pared bacterial por accion de la lisozima. Los diametros
de los halos fueron medidos con una regla (con divisiones en mm) y se compararon con
los producidos por la lisozima estandar de clara de huevo (HEL) (Tabla 1). El célculo de
la actividad se hizo utilizando un analisis de regresion lineal propuesto por Goven y

Kennedy (1996), segln la siguiente ecuacion:

HEL (pg/ml) = Antilog)o [a+b (didametro en mm) x 10].

Tabla 1. Curva de calibracion para estimar la actividad de la lisozima mediante halos de
inhibicion.

Tubos Concentracion de HEL Halos de inhibicion (mm)
(mmol/l)
1 1 0,70
2 5 0,80
3 10 0,85
4 20 0,90
5 30 0,95
6 40 0,99

ESTABILIDAD DE LA MEMBRANA LISOSOMAL

La estabilidad de la membrana lisosomal se realiz6 empleando el método de
Lowe et al. (1992). De cada organismo fue extraido 0,5 ml de hemolinfa desde el seno
venoso con una jeringa de 1,0 ml que contenia 0,5 ml de agua de mar con EDTA. Las
suspensiones de hemolinfa se guardaron en tubos de centrifuga Eppendorf en un

refrigerador a 4°C. Una solucion madre de rojo neutro (RN) fue preparada con 20 mg del
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colorante (Sigma Chemical, St. Louis) en 1 ml de dimetil sulfoxido (Sigma) (Lowe y
Pipe, 1994). La solucién de trabajo fue preparada previa al ensayo, usando 10 pl de la
solucion madre de RN y 5 ml de agua de mar con EDTA; la misma fue almacenada en

camara oscura a 10°C.

Se anadieron 10 ul de hemolinfa y la misma cantidad de la solucion de trabajo de
RN, se mezcld e incub6d en una camara hiimeda y oscura por 1 hora aproximadamente.
Segun pruebas preliminares fue determinado que dentro del rango de una hora se
observd el maximo promedio de células con dafios en la membrana lisosomal. Las
muestras fueron observadas a 400X, identificando las células que presenten una
coloraciéon o pigmentacion roja en el citosol como células dafiadas, con ciertas
dificultades de englobar el liquido en sus lisosomas. El dafio fue expresado en porcentaje

de células.

PEROXIDACION DE LIPIDOS

La glandula digestiva fue homogenizada usando un homogenizador Poltrén
Modelo HP por 20 segundos a 4°C. La proporcion del homogenizado fue de 50 mg/ml
de buffer Tris 100 mmol/l pH 8 a 4°C. El homogenizado se colocod en una centrifuga
refrigerada a 1 000 g por 15 minutos. Se tomd 250 ul del homogenizado y fue colocado
en tubos Eppendorf de 1,5 ml de capacidad, las muestras y las diluciones del estandar
fueron incubadas en bafio de agua a 37°C con agitacion constante durante 15 minutos.
Luego los tubos fueron colocados en un bafo de hielo y para detener la reaccion se
adicion6 a cada tubo 250 pl de stop mix frio (&cido tricloroacético 12,5% y &cido
clorhidrico 1 mmol/l), y 500 pl de acido tiobarbitarico (TBA) al 1%, agitandose
constantemente. Luego estos tubos fueron colocados en un bafio de agua a 90°C con
agitacion constante por 10 minutos. Los tubos fueron retirados del bafio de agua y
colocados nuevamente en bafio de hielo por 10 minutos. Posteriormente fueron
centrifugados a 3 000 g durante 10 minutos a 4°C. Luego el sobrenadante fue transferido
a la celda del espectrofotometro para su medicion a 532 nm, contra un blanco

constituido por todos los reactivos excepto la fraccion microsomal o solucién problema
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(homogenizado). Se utilizé un estandar comercial de MDA para preparar la curva de
calibracion (Tabla 2). Los valores fueron expresados en nmol de sustancias que

reaccionan al acido tiobarbittrico (TBARS) por mg de proteina (Nusetti et al., 2001).

Tabla 2. Tabla de calibracion para estimar las concentraciones de sustancias que
reaccionan al acido tiobarbitarico (TBARS).

Tubo n° Soluciéon Stock  Solucion Salina Concentracion
(ul) (ul) (nmoles/I)

1 0 250 00

2 10 240 0,25
3 20 230 0,5

4 50 200 1,25
5 25 225 2,5
6 20 200 5,0

ANALISIS ESTADISTICOS
Los parametros citoldgicos e inmunoldgicos (contaje de hemocitos, viabilidad
celular, actividad de lisozimas, fagocitosis) y los indicadores de dafios oxidativos
(estabilidad lisosomal, TBARS y proteinas), fueron analizados por un ANOVA de dos
vias con una prueba a posteriori de Duncan (Sokal y Rohlf, 1979).
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RESULTADOS
PARAMETROS CITOLOGICOS
Contaje celular y viabilidad celular

El numero total de hemocitos en organismos expuestos a la fraccion acuosa de
lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMV) mostr6é diferencias altamente
significativas a las diferentes concentraciones usadas y dias de exposicion (Fs.=15,80 y
Fsq=4,32, respectivamente; p<0,001 para ambos factores). En la figura 1 se observa un
aumento en el nimero total de células (NTC) s6lo en los organismos expuestos a la
concentracion de 1% durante los 3 dias de exposicion, en contraste con los organismos
no tratados. Contrariamente, un ligero descenso en el NTC fue mostrado a la
concentracion media de exposicion, aunque con baja significancia estadistica (Apéndice
1). Durante los 5 y 7 dias, los organismos expuestos a FALUMV mostraron una
tendencia a la disminucion en el NTC a todas las concentraciones de exposicion,

evidenciandose el mayor efecto supresor a la concentracion mas alta (20%).
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Figura 1. Contaje total de células en la hemolinfa del bivalvo P. imbricata expuesto a
distintas concentraciones (1, 10 y 20%) de FALUMYV durante 3, 5y 7 dias. Las barras y
las lineas de tendencias representan las medias y la desviacion estandar,
respectivamente.

El porcentaje de viabilidad (PV) de hemocitos en los organismos expuestos y no
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expuestos a la FALUMYV vari6 significativamente tanto con las distintas dosis como con
los dias de exposicion (Fsc=25,86 y Fsq=4,28; p<0,001 para ambos) (Apéndice 2).
Durante los primeros 3 dias de exposicion, los organismos presentaron PV homogéneos
cuando se contrastan con los controles. Tales porcentajes oscilaron entre 88-94% en
todos los grupos experimentales. Sin embargo, después de 5 dias de exposicion se
observo una reduccion evidente en este parametro celular en los organismos expuestos a
todas las concentraciones. Los organismos expuestos a la mds alta concentracion de
FALUMYV durante 7 dias fueron los mas afectados, mostrando una reducciéon en el

porcentaje de células viables aproximadamente de 66% (Figura 2).
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Figura 2. Viabilidad celular en la hemolinfa del bivalvo P. imbricata (n=5) expuesto a
distintas concentraciones (1, 10 y 20%) de FALUMYV durante 3, 5y 7 dias. Las barras y
las lineas de tendencias representan las medias y la desviacion estandar,
respectivamente.
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PARAMETROS INMUNOLOGICOS
Fagocitosis y actividad de la lisozima

En concordancia con los parametros citoldgicos, el nimero de fagocitos mostrd
un incremento significativo durante el primer periodo de exposicion (3 dias),
especialmente a las concentraciones de 10 y 20% (Apéndice 3). Posteriormente, se
experiment6 un decrecimiento en esta defensa inmunoldgica mediada por células, siendo
mas pronunciado el efecto a las concentraciones mas elevadas durante los 7 dias (Figura

3).
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Figura 3. Numero de fagocitos en la hemolinfa del bivalvo P. imbricata (n=5) expuesto
a distintas concentraciones (1, 10 y 20%) de FALUMYV durante 3, 5 y 7 dias. Las barras
y las lineas de tendencias representan las medias y la desviacion estandar,
respectivamente.

La actividad de lisozima en la glandula digestiva mostré sélo diferencias
altamente significativas entre las concentraciones (Fs.=4,83; p<0,001) y entre los
organismos sometidos a la mezcla de xenobidticos, sin embargo no mostrd similar

tendencia entre los dias de exposicion (Fs.=0,60; p>0,05) (Apéndice 4). La figura 4

muestra un descenso de la actividad de la lisozima a la mayor concentracion (20%)
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durante los primeros 3 dias de exposicion. En el periodo de los 5 y 7 dias no se
evidencido cambio de la actividad de esta enzima entre organismos expuestos y no

expuestos.

Concentracion %

Control
1

10
20

AN

Actividad de la lisozima
fug/mh

Dias

Figura 4. Actividad de la lisozima (pg/ml) en la glandula digestiva del bivalvo P.
imbricata (n=5) expuesto a distintas concentraciones (1, 10 y 20%) de FALUMV
durante 3, 5y 7 dias. Las barras y las lineas de tendencias representan las medias y la
desviacion estandar, respectivamente.

ESTABILIDAD LISOSOMAL

Los organismos expuestos a las concentraciones crecientes de FALUMYV
presentaron una concomitante reduccion en la capacidad de sus lisosomas en retener rojo
neutro, evidenciado por los altos porcentaje de hemocitos dafiados. El tiempo minimo
para observase dafios a nivel lisosomal fue estimado en una hora para los organismos
expuestos, contrariamente los organismos controles exhibieron tiempos de retencion
mayores a una hora. Este parametro mostré diferencias altamente significativas entre los
organismos expuestos a las concentraciones experimentales (Fs.=22,54; p<0,001) y
entre los tres periodos de exposicion a FALUMV (Fsg=17,17; p<0,001) (Apéndice 5),

observandose un incremento de dafio lisosomal dependiente de las concentraciones de
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exposicion. El maximo porcentaje de células dafiadas fue evidenciado en los organismos

expuestos a 20% durante los 7 dias de exposicion (Figura 5).

70 - Concentracién %

X Control

o 1

o a0 -

o 10

;ﬁ 20

& 50 - :
o (@)
2L a0
S a
59
=2 30 -

s : [

= 20 -

N

[

S 10 -

0
3 5 7
Dias

Figura 5. Porcentaje de células con lisosomas desestabilizados en la hemolinfa del
bivalvo P. imbricata (n=5) expuesto a distintas concentraciones (1, 10 y 20%) de
FALUMYV durante 3, 5y 7 dias. Las barras y las lineas de tendencias representan las
medias y la desviacion estandar, respectivamente.

PEROXIDACION DE LIPIDOS

Los niveles de malondialdehido (MDA) en la glandula digestiva de los
organismos sometidos a tres periodos de exposicion no mostraron variaciones
significativas con respecto a los organismos no expuestos (Fs.=1,90; p<0,001), sin
embargo se observaron diferencias altamente significativas entre las concentraciones
experimentales (Fs.=6,17; p<0,001) (Apéndice 6). Se observo un ligero incremento en
los niveles de MDA en los organismos expuestos a la concentracion mas alta, durante los
3 y 5 dias de exposicion; mientras que a los 7 dias no se observo una variacion evidente
entre las diferentes concentraciones de exposicion (Figura 6). Estos datos no presentaron

asociacion estadistica con los parametros inmunolédgicos y celulares.
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Figura 6. Niveles de malondialdehido (nmoles de MDA/gmh) en la glandula digestiva
del bivalvo P. imbricata (n=5) expuesto a distintas concentraciones (1, 10 y 20) de
FALUMYV durante 3, 5y 7 dias. Las barras y las lineas de tendencias representan las
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DISCUSION

En esta investigacion se evidencia el potencial que presenta P. imbricata para
modular sus respuestas inmunoldgicas mediadas por células en presencia de bajas
concentraciones de la fraccion acuosa de lubricantes de motores de vehiculos
(FALUMV). Estas inferencias estan fundamentadas en la variacion del niimero total de
hemocitos (NTC), numero de fagocitos (NF) y desestabilizacion lisosomal, en los
organismos expuestos a FALUMV. Al parecer, esta respuesta pudo deberse a las

situaciones de estrés quimico a causa de la presencia de dicha mezcla acuosa.

Durante el periodo més temprano de exposiciéon se observaron los primeros
efectos de las alteraciones fisiologicas, fundamentados en un elevado NTC, a la dosis
mas baja, ¢ incrementado NF en los organismos expuestos a FALUMYV. Al parecer, los
organismos fueron capaces de modular una de sus primeras lineas de defensa innata
frente a una situacion de estrés por mezclas de xenobidticos. Estos efectos estimulatorios
sobre distintas respuestas inmunes, a bajas dosis y cortos periodos de exposicion a
xenobioticos, ha sido frecuentemente observado en distintas especies (Hannam et al.,
2009), ocasionando un aumento de la susceptibilidad a los parasitos y otros

microorganismos patdgenos (Girén, 2010)

Hay considerables evidencias que sugieren que la funcién inmune en los bivalvos
es vulnerable a la modulacién por el medio ambiente contaminado (Aufrret et al, 2002;

Brown et al, 2004; Dyrynda et al, 2000).

Los organos hematopoyéticos en bivalvos, principalmente epitelios encontrados
en el seno venoso, puedan ser estimulados por estrés quimico, que permite la formacion
de nuevas células circundantes en la hemolinfa. Se conoce que P. imbricata posee una
flora bacteriana que convive en la hemolinfa sin causar aparentes patologias, y es
posible que estos microorganismos aprovechen el estado de estrés inducido por las

concentraciones de FALUMV vy la sensibilidad del organismo, para pasar de
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microorganismos simbioticos a patdgenos, activando por ende su sistema inmune-
celular. Se ha demostrado que la mayoria de los contaminantes presentes en la mezcla en
estudio, incluyendo metales pesados e hidrocarburos, pueden tener efectos significantes

sobre la homeostasis en el nimero de células sanguineas totales (Zapata et al., 2004).

En los periodos subsiguientes de experimentacion, 5 y 7 dias, el NTC y PV
muestran un descenso significativo, lo cual permite estimar el tiempo y la concentracion
minima necesaria para que la FALUMYV cause un efecto detrimental a nivel celular. Los
efectos supresores que surgen a consecuencia de la exposicion a toxicos hidrosolubles
han sido una respuesta notoria en distintos organismos de diferentes filas, especialmente
cuando los mecanismos de defensa contra la accion de xenobioticos son sobrepasados a
causa de su acumulacion y metabolismo que conllevan a la formaciéon de metabolitos

con elevados niveles de toxicidad (Cheng, 1988; Sauvé et al., 2002; Sauvé et al., 2002).

La reduccion en numero de células circundantes en la hemolinfa durante los 5 y
7 dias de exposicion estd relacionada, de igual forma, con el descenso del PV y NF,
siendo estas sefiales indicativas del limitado desempefio de los hemocitos en sus
funciones normales en organismos quimicamente estresados por FALUMV. Se ha
considerado que el ingreso de algunos xenobiodticos a hemocitos puede provocar
alteraciones en la fluidez de sus membranas, lo cual puede conllevar a una fragilidad
frente a cambios osmoticos sanguineos, induciendo la lisis celular. Dentro de las
funciones que realizan los hemocitos se incluye digestion, transporte de metabolitos,
almacenamiento de nutrientes, cicatrizacion y reparacion de la concha, mineralizacion y
excrecion. A la vez, se encargan de la defensa intersticial como células efectoras para
inmunidad, siendo responsables de la quimiotaxis, reconocimiento de patdgenos
mediados por lectinas, sintesis de péptidos antimicrobianos, procesos fagociticos y
encapsulacion de microorganismos (Spark y Morado, 1988; Mount et al., 2004). En
general, todas estas funciones pueden ser limitadas por un descenso significativo del

NTC.
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En P. imbricata, de igual manera como ocurre en los vertebrados, la fagocitosis
es la primera linea de defensa contra la invasion de microorganismos. Durante este
proceso, el agente extrafio o invasor es englobado, internalizado y destruido
intracelularmente por los hemocitos, a través de mecanismos microbicidas conocidos.
En distintas publicaciones ha sido demostrado que los hemocitos granulares, en mayor
grado, y en poca frecuencia los hemocitos hialinos, son las células encargadas del
proceso fagocitico. Tales células poseen lisosomas que pueden fundirse con las vesiculas
endosdmicas o fagosomas. Ademas, durante la fagocitosis y el encapsulamiento, pueden
ser liberados una diversidad de factores humorales desde los hemocitos con la finalidad
de neutralizar y destruir a los agentes invasores (Goven et al., 1994; Goven y Kennedy,
1996). Posiblemente los altos niveles de contaminantes hidrosolubles que se supone
contiene la mezcla de FALUMYV ocasionen dafos celulares directos que conllevan a la

disfuncionabilidad de estas células inmunes.

Los bivalvos poseen un sistema circulatorio abierto compuesto de un
compartimiento circulante con ldminas capilares. Los hemocitos pueden circular en
vasos, pero pueden también ser restringidos en tejidos intersticiales de algunos érganos.
Existen redes complejas en forma de senos que estan localizadas en varios oOrganos,
siendo los mas importantes la cavidad pericardial y el mtsculo aductor (Lambert et al.,
2007; Gagnaire et al., 2008). Sin embargo, en P. imbricata la coleccion mas abundante
de hemocitos, con menos cantidad de gametos y bacterias acompanantes, es realizada en

el seno hemolinfatico del musculo aductor.

En P. imbricata, los granulocitos muestran una alta actividad fagocitica en
contraste con los hialocitos, tal como lo sugiere Hine (1999) en otras especies de
bivalvos. Este detalle es corroborado en Crassostrea virginica (Goedken y De Guise,
2004) y en Mytilus edulis (Pipe et al., 1997). El seno venoso y musculo aductor esta
involucrado en la circulacion de la hemolinfa a través del cuerpo; similar a un corazon,
particularmente las auriculas han sido descritas como un sitio de bioacumulacién y

desintoxicacion de hidrocarburos aromadticos policiclicos, policlorobifenilos, y otros
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xenobioticos (Zaroogian y Yevich, 1994).

La supresion de la actividad fagocitica de los hemocitos aumenta el riesgo de
infeccion; la estimulacion de la fagocitosis es energéticamente costosa en detrimento de
las funciones fisiologicas basicas. Se ha reportado que mejillones de la especie Mytilus
edulis colectados en zonas impactadas por derrames petroleros presentan una gran
produccion de anion superdxido y actividad fagocitaria (Dyrynda et al., 2000). 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 el estado de salud del organismo.

La modulacion del sistema inmunoldgico por agentes contaminantes ha sido
descrita en una variedad de invertebrados acuaticos, incluyendo moluscos bivalvos
(Livingstong et al., 2000). Por lo general, la exposicion cronica a sustancias organicas
(hidrocarburos arématicos, pesticidas, bifenilos policlorados, entre otros) ejerce efectos
negativos sobre la actividad fagocitica de los hemocitos (Fournier et al., 2000). Sin
embargo, esta tendencia de disfuncion inmunologica no es una constante en condiciones
agudas; puede ocurrir estimulacion o inhibicién de la fagocitosis. Los xenobidticos
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 (Klein et al., 1991) y
la habilidad de producir especies reactivas del oxigeno como radicales antibacterianos
(Livingstong, 2001).

Los organismos expuestos a las crecientes concentraciones de FALUMV
presentaron poblaciones de hemocitos con baja capacidad de retener el colorante rojo
neutro, mostrando una relacion proporcional entre dosis usadas y la respuesta obtenida.
El méaximo porcentaje de células danadas fue evidenciado en los organismos expuestos a
la mas alta concentracion durante los 7 dias de exposicion. Este dafio esta asociado a una
alta incidencia de desestabilizacion de las membranas lisosomales, que a su vez podria

influenciar la reduccion de la viabilidad celular. Se conoce que en bivalvos, los
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lisosomas son los organelos con mayor capacidad de acumulacion y homeostasis de
xenobioticos, incluyendo hidrocarburos (Pruell y Quinn, 1988) y metales pesados

(Nicholson, 2003).

La glandula digestiva en bivalvos concentra niveles elevados de sustancias
organicas € inorganicas, cuya biotransformacion resulta en un incremento en la
generacion de radicales libres, acentuando el riesgo de peroxidacion lipidica y cambios

en las proteinas y acidos nucleicos si no emerge una respuesta antioxidante adecuada.

Los niveles de sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitarico (TBARS)
determinados en la glandula digestiva no mostraron variaciones entre los organismos
experimentales, sin embargo se muestran los dafios oxidativos que se produjeron en el
incremento a la concentracion mas alta (20%) durante los 3 y 5 dias de exposicion de los
organismos, mientras que para el ultimo periodo de 7 dias de exposicion posiblemente se
activaron respuestas antioxidantes o rutas de depuracion capaces de controlar la
toxicidad del contaminante, presumiblemente asociado con una excesiva produccion de
peroxidacion de hidrogeno (H,O,) y oxiradicales (O,), ‘OH) alcoxiradicales y
peroxiradicales, etc. Derivados de la biotransformacion de la mezcla de xenobioticos.
Indicando que este 6rgano presenta mecanismos antioxidantes eficientes en presencia de
concentraciones subletales de FALUMV. En P. imbricata se ha demostrado que la
exposicion a fracciones acuosas de Fuel Oil N° 6 puede provocar el aumento de las
actividades de las enzimas antioxidantes y metabolizadoras de xenobidticos en la
glandula digestiva de esta especie, mostrando la efectividad de los sistemas de
proteccion oxidativa; manifestacion adaptativa ante una posible situacion de estrés

oxidativo (Nusetti et al., 2004).

La peroxidacion de lipidos puede perturbar las propiedades estructurales y
funcionales de las membranas bioldgicas, alterando su fluidez y capacidad para
mantener un adecuado balance. La destruccion de sus componentes esenciales modifica

la integridad y funcionalidad de los organelos. En este contexto, las alteraciones en las
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membranas biologicas puede comprometer la funcionabilidad de los componentes
lisosomales, generando procesos degradativos que pueden traer como consecuencia la

autolisis celular (Viarengo et al., 1991; Marin et al., 1993).

En contraste con la actividad de la lisozima, ésta es una enzima antimicrobiana
la cual actaa 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 y controla la flora simbiodtica natural. Se almacena en el interior de los
lisosomas de los hemocitos y su liberacion al medio extracelular se estimula por los

procesos de fagocitosis (McHenery et al., 1979; Goven et al., 1994).

La actividad de lisozima en la glandula digestiva fue modulada por las distintas
concentraciones de exposicion, mostrando alternabilidad en su respuesta. Al parecer la
actividad de lisozima en estos organismos no muestra un patréon de efecto homogéneo en
presencia de las concentraciones usadas. Inicialmente fue registrado un descenso de la
actividad durante los primeros 3 dias de exposicion a 20% de FALUMYV,
presumiblemente este descenso de la actividad de la lisozima observada en la glandula
digestiva de P. imbricata durante este periodo de exposicion (3 dias), estuvo asociado
posiblemente por un aumento de MDA en este tejido a esta concentracion, los cuales
reflejaron dafios oxidativos, ocasionando cambios en las propiedades estructurales de la
enzima y por consiguiente disminuir la actividad litica. Diversos autores han demostrado
descensos de la actividad de lisozima en distintas especies de invertebrados y

vertebrados (Montenegro y Viana, 2000).

El incremento de la actividad de lisozima en la glandula digestiva de P.
imbricata expuesta a corto plazo a FALUMV permite incrementar las defensas
bioquimicas frente a antigenos externos. Este mecanismo de proteccion, cuando algunos
pardmetros inmuno-celulares se encuentran suprimidos, ha sido descrito en otros

invertebrados marinos, tal es el caso del poliqueto Eurythoe complanata (Marcano et al.,
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1997; Zapata et al., 2005) y el bivalvo Lima scabra (Sanchez, 2008).

La respuesta bacteriolitica de lisozimas como biomarcadores en inmunoensayos
de biotoxicidad de xenobioticos ha sido ampliamente examinada. En otros estudios,
usando a P. imbricata como modelo, se demostr6 que basicamente la capacidad
fagocitica de los hemocitos y la actividad litica microbiana de la lisozima no fueron
adversamente comprometidos durante el proceso de contaminacion subletal por
fracciones acuosas de una formulacion de petroleos pesados (Nusetti et al., 2004).
Probablemente, la condiciéon de estrés manifestado en el organismo durante la
exposicion aguda a la FALUMV muestra implicaciones en la capacidad de respuestas
inmunologicas asociadas con el potencial fagocitico de los hemocitos y la actividad
bacteriolitica de la lisozima, a pesar que el organismo desarrolld un estado de estrés
oxidativo que en ciertos casos se corresponde con efectos inmunotoxicos. En tal caso, si
se contrastan los resultados con los hallados en los experimentos de Nusetti et al. (2004),
P. imbricata presenta mayor sensibilidad a la FALUMV que a fracciones acuosas del

petrdleo pesado Fuel Oil N° 6.

Las distintas concentraciones de la fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos empleadas en los bioensayos de toxicidad aguda produjeron
efectos moduladores sobre la inmunidad innata, en especial restriccion a las funciones
inmunologicas normales en P. imbricata, asociadas a la alteracion de la estabilidad de

los lisosomas en hemocitos.
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CONCLUSIONES

P. imbricata modula sus respuestas inmune celular en los tratamientos con
FALUMY, activando fagocitosis a muy corto plazo (3 dias), siendo evidente el efecto

perjudicial de la mezcla a partir del periodo de 5 dias de exposicion.

Las distintas concentraciones de la fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos afectaron perjudicialmente la integridad de las membranas
lisosomales de los hemocitos de P. imbricata durante todos los periodos de exposicion,
siendo el tiempo de retencion de rojo neutro el marcador celular més sensible de todos

los evaluados en este estudio.

La actividad de la lisozima en hemocitos de la glandula digestiva de P. imbricata
present6 un descenso significativo durante el primer periodo de exposicion expuesto a la

FALUMY, posiblemente asociado a dafios oxidativos.

Las distintas concentraciones de la FALUMYV, mostraron efectos téxicos en los
lipidos de membranas, evidencidndose a las mds altas concentraciones durante los

periodos de 3 y 5 dias de exposicion de los organismos, asociado a estrés oxidativo.

Las distintas concentraciones de la fraccién acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos empleadas en los bioensayos de toxicidad aguda produjeron
efectos moduladores sobre la inmunidad innata, en especial restriccion a las funciones
inmunologicas normales en P. imbricata, asociadas a la alteracion de la estabilidad de

los lisosomas en hemocitos.
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Resumen (abstract):

Los desechos de lubricantes usados por motores constituyen un problema potencial de
contaminacion en ecosistemas marinos costeros, debido a que sus componentes tales
como hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales pesados y compuestos policlorados
pueden solubilizarse, quedando disponibles a la biota circundante. La absorcion y
biotransformacion de estos xenobidticos en invertebrados marinos puede conllevar a
alteraciones de las respuestas inmunolégicas e inducir condiciones de estrés oxidativo
por una sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno (EROs) y otros radicales
libres. En tal sentido, en este estudio se evaluaron los efectos ocasionados, a corto plazo,
por una fracciéon acuosa de lubricantes usados de motores de vehiculos (FALUMYV)
sobre el sistema inmune-inespecifico, estabilidad lisosomal en hemocitos y su relacion
con dafios oxidativos sobre lipidos en glandula digestiva de la ostra perla Pinctada
imbricata; un organismo representativo de los ecosistemas arrecifales caribenos. Los
ejemplares fueron expuestos, bajo condiciones controladas, a tres concentraciones
subletales de FALUMYV (0, 10 y 20 % v/v) durante 3, 5 y 7 dias. Algunos parametros
celulares (conteo y nimero total de hemocitos), junto a las defensas inespecificas
celulares (fagocitosis) y humoral (lisozima) fueron usados como marcadores para
evaluar efectos inmunotoxicos. Adicionalmente, el tiempo de retencidon del colorante
rojo neutro en hemocitos y produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) en la glandula digestiva fueron utilizados como indicarores de la
desestabilizacion de las membranas lisosomales (DML) y dano oxidativo,
respectivamente. Descensos significativos fueron encontrados en la mayoria de los
parametros inmunolégicos-celulares en organismos expuestos a las distintas
concentraciones de FALUMV a partir del quinto dia de exposicion, asociados a una
elevada DML. La maés alta concentracion de FALUMV (20%) coincidié con un estado
de inmunosupresion. Los niveles de TBARS mostraron diferencias altamente
significativas entre las concentraciones experimentales. Esta investigacion evidencid un
efecto inmunosupresor, principalmente del componente celular (viabilidad, nimero total
de células y fagocitos), inducidos posiblemente por los compuestos hidrosolubles
contentivos en FALUMV. El declive en algunas respuestas celulares indica
concentraciones toxicas minimas que restringen la capacidad de defensa contra
microorganismos patdgenos invasores. La determinacion de los pardmetros celulares,
inmunolégicos y la desestabilizacion lisosomal suministran una efectiva informacion de
alteraciones relacionadas con mezclas de xenobioticos de origen antropogénico.
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CUNO9S
Cumand, 04 AGO 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

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

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

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador General de
mmmMrdemmmmdesmm
mummmmmmm Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
a Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado,

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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