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RESUMEN

Se cuantifico los niveles de metalotioninas (MTs), glutation (GSH) y peroxidacién
lipidica (LPO) en el tejido blando del bivalvo Atrina seminuda colectados en la localidad
de Guayacan, estado Sucre, (Venezuela), durante los meses de febrero, mayo, julio,
agosto, septiembre, noviembre y diciembre 2012. Los ejemplares fueron capturados por
buceo libre y trasladados al laboratorio de fisiologia celular ubicado en el Departamento
de Biologia, Universidad de Oriente nacleo de Sucre. El indice de condicién (IC) fue
cuantificado utilizando la relacion entre la masa de tejidos y la masa total del
organismo. Las determinaciones de las concentraciones de MTs, GSH y LPO se
realizaron por métodos colorimétricos y fueron expresadas en pg de MTs/g masa
himeda, pumol de GSH/g masa humeda, y umol MDA/g masa himeda, respectivamente.
Los resultados muestran variaciones mensuales significativas en el IC y los parametros
analizados en los organismos durante los meses de estudio. Las MTs y LPO mostraron
una relacion positiva y significativa con el IC del organismo, mientras que GSH no.
Estos resultados demuestran que las biomoléculas analizadas tienen una modulacion
asociada con el indice de condicidn en la especie A. seminuda y esto es de fundamental

importancia para considerar su cuantificacién como biomarcadores de contaminacion.



INTRODUCCION

En los organismos aerdbicos o anerobicos facultativos la vida transcurre en presencia
del oxigeno molecular y requieren contar con mecanismos de defensas que puedan
contrarrestar los diversos radicales libres de oxigeno, impidiendo su formacion o
neutralizandolos una vez formados. Para preservar la integridad celular, los organismos
disponen de una gran variedad de sistemas de defensa antioxidante, tanto enzimaticos
como no enzimaticos, que de una forma coordinada protegen al organismo de los riesgos
que produce el estrés oxidativo. Entre ellos destacan las actividades enzimaticas
superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT); ademas del
acido ascorbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), glutation (GSH), beta-
caroteno, vitamina A, flavonoides y polifenoles (Sarrasague et al., 2006).

El estrés oxidativo es aquella situacion en la que las células estdn expuestas a un
ambiente prooxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados, de
forma que se llega a afectar el estado redox/celular. En los sistemas biologicos, los
elementos prooxidantes provienen en su mayoria del O, por lo que son denominados

genéricamente especie reactiva de oxigeno (EROs) (Martinez, 2005).

Existen diferentes procesos enddgenos y exdgenos moduladores de EROs, tales como la
respiracion mitocondrial, la activacion de polimorfonucleares, el metabolismo del &cido
araquidédnico, las acciones enzimaticas, catalisis por liberacion de hierro y cobre, entre
otros (Barry y Koen, 1997). Los organismos producen EROSs que son necesarias para el
funcionamiento y balance armonico de diversos sistemas, sin las cuales se pueden
producir desérdenes fisiologicos o alteraciones del sistema inmune y dar lugar a diversas
enfermedades o permitir su evolucion y desarrollo hacia diferentes estados patoldgicos
(Montagnier et al., 1998).

Los radicales libres (RL) son elementos que contienen un electrén (e”) no apareado en
su ultimo orbital. Esta caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de dafiar a

otras moléculas, 1o que a su vez los convierte en atomos muy reactivos, capaces de



provocar una reaccion en cadena que causa dafio oxidativo, desde células hasta tejidos.
Las especies reactivas (ER) incluyen a las de oxigeno (ERO), hierro (ER), cobre (ERC),
asi como a las de nitrogeno (ERN). Estas especies se forman como productos del
metabolismo de los RL y aunque no todas son de esta clase, son moléculas oxidantes
que se transforman féacilmente en RL, lo que les confiere la caracteristica de ser

compuestos muy dafiinos para las células (Ramos et al., 2006).

Las ERO méas comunes y de mayor importancia bioldgica son las siguientes: oxigeno
singlete (*0.), radical hidroxilo (OH"), radical alcoxilo (RO), radical-anién superéxido
(0y), oxido nitrico (NO), perdxido de hidrégeno (H,0,), acido hipocloroso (HOCI) y
peroxinitrito (ONOO") (Nufiez, 2011).

Otras EROs, se forman en exceso por la accion de factores exdgenos, que pueden
constituir un estrés oxidativo para el organismo, produciendo variaciones interdiarias,
mensuales o anuales, dependiendo del tipo y la intensidad de este factor modulador.
Entre esos factores externos se encuentran los factores fisicos, relacionados con las
corrientes marinas, la disponibilidad de alimento, la temperatura, salinidad, pH,
fotoperiodos, oxigeno disuelto y otros (Almeida et al., 2005; Woo et al., 2013; Matoo et
al., 2013). Por otro lado, procesos bioldgicos, que ocurren a través de su ciclo de vida
modulan los niveles de EROs, entre éstos, los mas relevantes son: crecimiento,
reproduccion, enfermedades cronicas y envejecimiento (Anderson, 2001; Lemus et al.,
2013). Es decir, los organismos se encuentran sometidos continuamente, a la
produccidn excesiva de EROs, por lo que los mecanismos antioxidantes presentes en los

tejidos controlan las EROs y protegen contra el dafio oxidativo de las células.

El balance oxidativo del organismo, es decir, la produccion enddgena de ERO, resulta
esencial para la regulacion metabdlica, la produccion de energia metabdlica, la
activacion de biomoléculas, la transduccion de sefiales, el recambio celular y el control
del tono vascular, entre otros. Si este balance entre los sistemas oxidantes (generadores
de EROs) y los antioxidantes (preventivo, secuestrador y reparador) se desequilibra a

favor de los primeros, por la produccion excesiva de EROs, el debilitamiento de los



sistemas antioxidantes o por ambas causas, se estara en presencia de lo que se conoce

como estrés oxidativo (NUfiez, 2011).

Las moléculas y enzimas implicadas en “barrer” las EROS pueden ser las enzimas, tales
como: superéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPX) (Sarrasague et al.,
2006) y moléculas como metalotioninas (MTs) y glutation (GSH), las cuales representan
una de las primeras lineas de defensa del organismo, no solo porque enlazan los metales,

sino porque estan involucrados en la remocion de ERO (Lemus et al., 2012).

Las MTs son proteinas de baja masa molecular, con aproximadamente 6000 a 7000
Dalton, de unas 20 cisteinas aproximadamente, y que enlazan siete metales divalentes
(Lemus et al., 2013). Por su parte, el glutation (GSH) es un tripéptido y el principal
antioxidante intracelular, actia como un captador de radicales libres y como reductor del
H,0O,; existe tanto en forma de tiol reducido (GSH), como de disulfuro oxidado (GSSG).
La suma de las formas tiol reducido, la de disulfuro oxidado y la porcion de glutation
unido a proteinas se conoce como glutation total (GSHT). Su importancia radica en el
papel central que desempefia en la proteccion contra el estrés oxidativo, como captador

de radicales libres y como cofactor de diferentes enzimas antioxidantes (Lugo, 2011).

El glutation (gamma-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) es el tiol de baja masa molar mas
abundante, y GSH/glutation disulfuro es el principal par redox en las células animales.
La sintesis de GSH a partir del glutamato, cisteina y glicina es catalizada
secuencialmente por dos enzimas citosélicas, gamma-glutamilcisteinasintetasa y GSH
sintetasa (Rodriguez, 2011). El glutatién juega un papel importante en la defensa
antioxidante, metabolismo de los nutrientes, y la regulacion de eventos celulares,
incluyendo la expresion de genes, el &cido desoxirribonucleico (ADN) y la sintesis de
proteinas, la proliferacion celular y la apoptosis, transduccion de sefiales, produccién de

citoquinas y la respuesta inmune, entre otros (Wu et al., 2004).

Los niveles aumentados de lipoperdxidos han sido asociados con una variedad de

desérdenes en los organismos. EI MDA reacciona rapidamente con grupos amino o con



proteinas y otras biomoléculas; también forma compuestos con bases de ADN que son
mutagénicas y posiblemente carcinogénicos. Los tipos mas comunes de peroxidacion
lipidica son: a) la PL no enzimatica y b) la PL enzimatica dependiente de dinucleotido
de nicotinamida - adenina fosfato (NADPH) y adenosin difosfato (ADP) (Tortelero et
al., 2005).

Los moluscos bivalvos son generalmente de cuerpo blando, protegidos por dos valvas o
conchas calcareas de igual forma y tamafo, como el mejillon y la almeja, o distintas
como en la ostra y la vieira; viven proximos o en el fondo del mar o de los estuarios y en
general, viven fijos sobre un soporte de forma definida, enterrados en sustratos y

algunos, pueden llevar una vida mas libre (Cortecia, 2012).

Los moluscos bivalvos representan un recurso pesquero de importancia local y nacional,
las costa nororiental cuenta con la mayor abundancia de estos organismos y esto es
atribuido a la gran riqueza fitoplanctonica de la zona (Varela et al., 2003). La especie
Atrina seminuda pertenece a la familia Pinnidae. Es un bivalvo grande, de
aproximadamente 200 mm de longitud, se caracteriza por presentar una concha ancha de
color variable desde el verde oscuro hasta el marron verdoso, posee unas
ornamentaciones en su concha de proyecciones espinosas tubulares ligeramente
curvadas de 10 a 20 hileras radiales. Se encuentra, por lo general asociada a fondos
areno-fangosos y en aguas someras, vulgarmente es conocida como rompechinchorro,
concha abanico, cucharén, hacha, entre otros. Se distribuye por todo el Atlantico
occidental, desde Carolina del Norte (Estados Unidos), hasta Argentina (Rodriguez,
2011).

Son organismos benténicos filtradores omnivoros, su dieta se basa en el consumo de
fitoplancton, zooplancton y detritus. Se localizan en profundidades que van desde 0,5 a
15,0 metros. Sus depredadores comunes son pulpos, jaibas, cangrejos, caracoles y

algunos peces (Cortecia, 2012).

En Venezuela, particularmente, se conoce muy poco respecto a la variacion del

metabolismo oxidativo mediante el estudio o medicion del glutatién, metalotioninas y



peroxidacion lipidica en bivalvos, especificamente en la especie Atrina seminuda; sin
embargo, se pueden mencionar los trabajos pioneros realizados por (Brito, 2013 y
Antén, 2014). A pesar de que este molusco es usado frecuentemente para el consumo
humano, no se saben las consecuencias o efectos secundarios que este desbalance

(estrés oxidativo) podria traer a los humanos como principal consumidor.

De acuerdo a los escasos conocimiento acerca del metabolismo de biomoléculas
relacionadas con el estrés oxidativo y los factores que determinan variaciones en
diferentes especies de bivalvos, en condiciones naturales, se ha planteado el siguiente
trabajo realizando una evaluacion de los niveles de metalotioninas, glutation vy
peroxidacion lipidica en el bivalvo Atrina seminuda de la localidad de Guayacén, estado

Sucre, Venezuela durante siete meses del afio 2012.



METODOLOGIA

Area de estudio

Se realizaron 7 colectas en el banco natural de la localidad de Guayacéan (febrero, mayo,
julio, agosto, septiembre, noviembre y diciembre 2012), situada en la costa norte de la
peninsula de Araya, estado sucre, Venezuela (64°00°00" N y 11'35°00°" O). Los
ejemplares de Atrina seminuda fueron colectados por buceo libre a una profundidad
entre 2 a 4 m; luego se colocO en bolsas plasticas previamente identificadas y
seguidamente se colocaron en una cava con hielo, fueron trasladados al Laboratorio de
Ecotoxicologia de Centro de Investigaciones Ecoldgicas de Guayacan (CIEG) donde

fueron almacenadas a -4°C hasta su procesamiento.
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Figura 1. Ubicacion geogréfica del area del muestreo del bivalvo Atrina seminuda estado
Sucre, Venezuela.

Tratamiento de las muestras

Los organismos se limpiaron cuidadosamente de adherencias, Fueron desbullados con
una paleta de plastico y lavados con agua desionizada; posterior a ello, se le extrajo a
cada ejemplar todo el tejido blando, fue pesado, debidamente rotulado, tomando en

cuenta el organismo al cual pertenece y al mes que corresponda. Para la obtencion de la



masa humeda, cada tejido fue pesado con una balanza digital de 0,0001 g de apreciacion.
Los organismos fueron congelados inmediatamente para realizar las pruebas
biogquimicas.

Indice de condicion

A cada organismo se le determind el indice de condicion (Prieto et al., 1999; Arrieche
et al., 2004) a través de la siguiente ecuacion:

IC= (MH/MT) x 100

MH: masa humedo del organismo.
MT: masa total del bivalvo.
IC: representa la condicion fisioldgica en funcion de la cantidad de tejido humedo que

presenta el organismo expresado en porcentaje.

Homogenizacion de la muestra

Una vez que se obtuvo todos los datos de masa corporal de cada ejemplar, y luego de
haber sido congelados se procedid a picar todo el tejido en trozos pequefios y luego se
colocé en beaker 20,00 g de la muestra y se homogeniz6 con 30,00 ml de una solucién
de buffer tris (hidroximetil) aminometano (Tris-HCI) 20 mmol.I* a pH 8,6 el cual
contiene: sacarosa 500 mmol.I™, benzyl-sulfonil fluoruro (PMSF), p mercaptoetanol al
0,01%; seguidamente se procedié a homogeneizar la cantidad de tejido contenido en el
beaker junto con el buffer (Gruber y Valle, 2000).

Glutation (GSH)

La determinacion de la concentracion de glutation se llevo a cabo de acuerdo a la técnica
de Beutler et al. (1963). Para lo cual se prepard dos soluciones: solucién precipitante;
1,67 g de acido metafosforico glacial, el cual es una mezcla de acido fosférico (HsPO,) y
fosfato de sodio (NazPO,); 0,20 g de acido etilendiamino tetra acético (EDTA) y 30 g de
cloruro de sodio (NaCl) en 100 ml de agua destilada, reactivo acido ditio-nitro-benzoico
(DNTB) al 0,40% en buffer fosfato 200 mmol/Il, pH 7,5.



Se mezclé 0,50 ml del homogeneizado del tejido con 1 ml de solucidn precipitante,
luego se dejo en reposo por un tiempo de 5 min y se centrifugd a 6 000 rpm por 10 min
posteriormente, a 0,50 ml del sobrenadante se le afiadié 2 ml del buffer fosfato y 1 ml
del reactivo DNTB, y se midié inmediatamente en el espectrofotometro, a 412 nm. Se
prepar6 un blanco de reactivo con 8 ml de buffer fosfato, 2 ml de la solucion precipitante
diluida (2 a 3 partes de agua destilada) y 1 ml de reactivo DNTB.

La estandarizacion del método se realizd con glutation (GSH: Sigma). Para esto, se
realizd una curva de calibracion para glutation reducido, cuyas concentraciones estan

comprendidas desde 5 hasta 25 pmol/ml.

Extraccion y cuantificacion de metalotioninas (MTS)

El contenido de MTs fue evaluado de acuerdo al método propuesto por Viarengo, et al.
(1997). Para ello, se tomd 0,50 ml del homogeneizado y se homogeneizé en frio con
4,00 ml de buffer de homogeneizacion: tris-HCI 20 mmol/l y 0,50 mol de sacarosa, pH
8,6, con 0,006 mol leupeptina, 0,5 mol/l (fenil-metil-sulfoxido) PMSF y B-
mercaptoetanol (10%). EI homogenizado fue centrifugado a 14 000 rpm durante 20
minutos a 4°C, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC2-B, se tomo el sobrenadante
resultante y se le agregoé 1 ml de etanol frio (-20°C) y 80ul de cloroformo (por cada ml
de fraccién). Luego, fueron centrifugadas a 6 000 rpm por 10 min a 4°C. A la fraccion
soluble que se colectd, se le afiadié 1 mg de acido ribonucleico (ARN), 40 ul de acido
clorhidrico (HCI) al 37% y 3 ml de etanol frio (87%), se mantuvo a -20°C por una hora y
luego se volvié a centrifugar a 6 000 rpm por 10 min.

El sedimento fue resuspendido en 1 ml de una mezcla de buffer de homogeneizacion:
etanol al 87% y cloroformo al 1% y centrifugado nuevamente a 6 000 rpm por 10 min.
El sedimento que se obtuvo fue mezclado con 300 pl de una solucion de buffer Tris-
HCI 5 mmol/l y 1 mol de EDTA, pH 7. Seguidamente, se le agregd 1 ml de DTNB (0,43
mmol) diluido en buffer con Na-fosfato 0,2 mol, pH 8 (Ellman, 1959). Las muestras
finalmente fueron centrifugadas a 3 000 rpm por 10 min, se leyo la absorbancia del

sobrenadante a 412 nm y la concentracién de metalotioninas fueron estimadas utilizando



una curva de calibracién para glutation reducido (GSH), utilizando un estandar de 0,1
mmol I . Estableciendo la siguiente relacion:

lum SH = 1ym GSH = 0,055um MTs

Las concentraciones de metalotioninas fueron expresadas en pg de MTs. g* masa
hdmeda (Gruber y Valle. 2000).

Peroxidacion lipidica (LPO)

La deteccion de la peroxidacion de lipidos se realizd empleando la técnica
fotocolorimétrica para la determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico
(TBARS), que mide los niveles de malondialdehido (MDA) como uno de los productos
principales del proceso. Para ello, del tejido homogenizado preservado por
congelamiento a -20°C, se tomd 100 mg del tejido y se homogeniz6 en frio en 2 ml de
solucion salina al 9,0% por 20 seg, utilizando un homogenizador Politron Modelo HP y

luego se centrifugd a 2 200 rpm por 15 min.

Se tomé 250 pl del sobrenadante y se colocd en tubos Eppendorf de 1,50 ml de
capacidad; las muestras se incubaron en bafio de agua a 37°C con agitacion constante
durante 15 min. Seguidamente, los tubos fueron colocados en un bafio con hielo y para
detener la reaccion se adiciond 250 pl de solucion fria de parada (acido ticloroacético al
12,5% y &cido clorhidrico 1mol 1) y adicionalmente se agregé 500 ul de solucién de
TBA al 1%. Los tubos fueron colocados en un bafio de agua a 90°C con agitacion
constante por 10 min para acelerar la disolucién del TBA, y luego fueron enfriados
nuevamente en bafio de hielo por 10 min. Seguidamente, las muestras fueron
centrifugadas a 1 500 rpm por 10 min a 4°C en una centrifuga refrigerada, Hamburg
5702-R, y los sobrenadantes fueron transferidos a la celda de espectrofotometro para
medir la absorbancia de las muestras, a una longitud de 532 nm, contra un blanco
constituido por todos los reactivos, Las concentraciones de MDA se calcularon mediante
el uso de una curva patron de MDA 20 mmol y los valores se expresaron en pg de
MDA/g masa humeda. (Livingstone et al., 1990).



Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del IC y la concentracion de GSH, MTs y LPO en los tejidos
durante los meses de muestreo no cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas; por lo que fue necesario aplicar una prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis a un nivel de confianza del 95% y una prueba a posteriori de

comparacion de medias.

Mediante un andlisis de regresion simple se determind la relacion entre el indice de
condicion fisiologica (IC) y las concentraciones de MTs, GSH y LPO. Todos los analisis

se realizaron utilizando el programa computarizado STATGRAPHICS PLUS 5.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 85 organismos con una talla promedio de 15,20 + 2,89 cm de
longitud total. El indice de condicion del bivalvo Atrina seminuda proveniente de la
localidad de Guayacan mostro variaciones mensuales estadisticamente significativa
(KW=30,16; p<0,05) (Tabla 1). Evidenciandose que durante el mes de agosto se observo
el mayor valor promedio (33,52 £ 5,18) y el mas bajo en noviembre con un valor de
(24,03 + 3,23). Estos resultados permiten inferir que la especie Atrina seminuda presenta
su mayor actividad reproductiva en agosto, donde alcanza su mayor madurez gonadica;
por el contrario la menor actividad reproductiva obtenida en este estudio corresponde al
mes de noviembre , cabe destacar que durante los meses de febrero y diciembre se

obtuvo valores promedio mayor a 30 ,00.

Tabla 1. Variacion del indice de condicién de Atrina seminuda en los meses de muestreo
en Guayacan estado Sucre.

Mes frecuencia Promedio Desviacion Varianza  Minimo  Maximo
Febrero 13 30,52 3,64 13,27 23,79 37,15
Mayo 10 26,84 4,04 16,32 20,79 30,03
Julio 12 24,30 6,18 38,19 14,00 34,90
Agosto 10 33,52* 5,18* 26,89 27,50 46,13
Septiembre 14 27,40 6,75 45,52 15,87 39,26
Noviembre 10 24,03* 3,23* 10,45 17,51 28,36
Diciembre 16 31,25 4,82 23,28 23,91 40,45
Total 85 28,42 5,86 34,33 14,00 46,13
Kw= 30,16 p <0,05

Los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los obtenidos por Laurent
(2014) en la misma especie, quien demostrd un incremento en el indice de condicion
durante el mes de agosto y un descenso en noviembre y se diferencia de lo reportado por
Prieto et al. (2001) en la pepitona (Arca zebra) quienes indican una pérdida de masa

desde agosto hasta enero y una etapa de engorde desde febrero hasta julio. Algunos
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autores sefialan que la diferencia entre meses de engorde y de pérdida de masa de una
misma especie se deben a las estrategias reproductivas como respuestas a la expresion de
los factores ambientales, (Bautista 1989; Ruiz et al 1998). Igualmente Arriche et al.
(2002) demostraron que la alta variabilidad encontrada en el indice de condicion de
perna perna durante los diversos estadios de madurez sexual puede explicarse a que los
individuos estarian sometidos a cambios fisiologicos durante todo el afio por efecto de la
reproduccion y los factores ambientales. En el caso de Atrina seminuda las variaciones
encontradas pueden ser explicadas por los mismos factores externos que afectan estas

otras especies tales como disponibilidad de alimentos y temperatura, principalmente.

Los niveles de GSH en el bivalvo Atrina seminuda, proveniente de la localidad de
Guayacan mostraron variaciones mensuales significativas (KW=41,691; p<0,05).
Evidenciandose que durante el mes de noviembre se determiné el mayor valor (2,20 +
0,79 mmol/g), mientras que en el mes de diciembre se observé el menor (0,75 + 0,24
mmol/g) (Tabla 2), durante el resto de los meses evaluados no hubo diferencias

significativas.

Tabla 2. Variacion de Glutation (mmol de GSH /g masa himeda) en tejidos de Atrina
seminuda proveniente de Guayacan Estado Sucre.

Mes Frecuencia Promedio Desviacion Varianza  Minimo Maximo
Febrero 13 0,97 0,35 0,12 0,50 1,50
Mayo 10 1,85 0,76 0,57 0,50 3,13
Julio 12 1,44 0,52 0,27 0,70 2,15
Agosto 10 2,10 0,64 0,42 1,23 2,88
Septiembre 14 1,42 0,44 0,19 0,45 2,20
Noviembre 10 2,20* 0,79* 0,63 0,48 3,30
Diciembre 16 0,75* 0,24* 0,06 0,25 1,28
Total 85 1,45 0,73 0,53 0,25 3,33
Kw= 41,69 P< 0,05
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Las concentraciones de glutation presentaron valores similares a las presentadas en el
estudio realizado para esta misma especie por Brito (2013); quien determiné que las
concentraciones mas elevadas de este tripéptido ocurrieron el mes de febrero cuando los
organismos se encontraron con mayor masa gonadal. Aungue en este estudio la especie
presentd los mayores valores de IC durante febrero, agosto y diciembre, solo en agosto
se observo el mayor valor promedio de GSH, lo que podria sugerir que los niveles de
GSH podrian estar siendo modulados por muchos aspectos exdgenos como: temperatura,
salinidad, pH entre otros. y asociado, posiblemente, a que las especies tropicales
presentan desoves continuos, lo que ocasiona un solapamiento de estadios de

maduracién durante los meses

Las MTs del bivalvo Atrina seminuda evaluada durante siete meses del afio 2012,
proveniente de la localidad de Guayacan mostraron variaciones mensuales significativas
(KW=28,31; p< 0,05). (Tabla 3) Evidenciandose, que durante los meses de agosto y
diciembre se observaron valores maximos (15,56 = 2,74 ug/g); (14,66 + 3,98 ug/g)
respectivamente; meses en los cuales se evidenciaron organismos con un IC elevado, en
relacién a los otros meses analizados. En el mes de julio se observo el valor minimo
(7,73 £ 3,33 pg/g), asociado posiblemente a un periodo de desove como se ha planteado

previamente en el ciclo reproductivo de la especie

Tabla 3.Variacién de Metalotioninas (ug de MTs/g masa himeda) en tejidos de Atrina
seminuda proveniente de Guayacan estado Sucre.

Mes Frecuencia Promedio Desviacion Varianza ~ Minimo Maximo
Febrero 13 12,65 2,69 7,24 7,5 16,13
Mayo 10 10,89 3,81 14,54 5,2 17,1

Julio 12 7,73* 3,33* 11,07 0,6 14,3
Agosto 10 15,56* 2,74* 7,50 10,67 19,74
Septiembre 14 10,81 5,47 29,93 1,3 17,63
Noviembre 10 10,57 3,92 15,40 3,1 15,71
Diciembre 16 14,66 3,98 15,86 2,5 21,55
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Total 85 11,92 4,48 20,10 0,6 21,55

Kw= 28,31 P<0,05

De los invertebrados marinos, los bivalvos son los organismos mas estudiados y la razon
que ha permitido un mayor estudio de las MTs en estos invertebrados esta dada por la
asociacion que se establecié entre los metales toxicos y las MTs, una vez que fueron
aisladas enlazadas al Cd (Kagi y Valle, 1960).

Las MTs juegan un papel fundamental como removedoras de radicales libres, los cuales
se producen por la metabolizacion incompleta de los sustratos energéticos en la
mitocondria y que pueden ser modulados por factores ambientales, como la temperatura,
salinidad, pH y otros (Abele et al., 2002; Heise et al., 2003). Los mecanismos de
induccion de estas moléculas, estan modulados por factores bidticos como la etapa de
desarrollo, sexo, estado reproductivo, tasa de crecimiento y también por factores
abidticos como: la temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, intensidad de luz y otros
(Ladhar-Chaabouni et al. 2012; Lemus et al. 2013).

Los niveles de peroxidacion lipidica evaluadas en el bivalvo Atrina seminuda mostraron
variaciones mensuales significativa (KW=27,54; p< 0,05) (Tabla 4). Evidenciandose que
durante los mes de agosto y diciembre se observaron los valores maximos de (7,97 +
1,96 pumol/g) y (7,92 + 015 umol/g), respectivamente y el menor valor fue observado

durante el mes de mayo (5,12 + 1,36 umol/qg).

Tabla 4. Variacion de peroxidacion lipidica (umol MDA/g masa himeda) en tejidos de
Atrina seminuda proveniente de Guayacan estado Sucre.

Mes Frecuencia Promedio Desviacion Varianza  Minimo Maximo
Febrero 13 5,97 1,01 1,03 4,45 7,75
Mayo 10 5,13* 1,36* 1,84 2,95 7,05
Julio 12 6,50 1,84 3,40 3,15 8,3
Agosto 10 7,97* 1,96* 3,83 6,3 13,25
Septiembre 14 5,79 2,01 4,03 2.2 8,1
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Noviembre 10 6,11 1,89 3,57
Diciembre 16 7,92* 1,15% 7,92

Total 85 6,54 1,85 6,53
Kw= 27,54 p<0,05

La peroxidacion de lipidos (LPO), medida como niveles de MDA, el cual es el principal
producto de la lipoperoxidacion de membranas fue significativamente mas elevada
durante los meses de mayor IC. Conociendo que el IC representa una mayor cantidad de
tejido por concha, se asume que los organismos estan méas gordos y generalmente los
tejidos que presentan mayor crecimiento en bivalvos son el hepatopancreas y el tejido
gonadal. Brito (2013), demostrd que estos tejidos presentan la mayor peroxidacion de
membranas y esto estd asociado al aumento de la sintesis de sustratos en el tejido
hepético, como es el caso de la vitelogenina, para el desarrollo del tejido germinal y ésta

se incrementa significativamente en el tejido germinal durante la maduracion gonadal

(Gauthier-C et al., 2006).
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Figura 2. Relacion entre los niveles de concentracion de glutation, metalotioninas,
peroxidacion lipidica y el indice de condicion durante 7 meses del afio 2012, en el
bivalvo Atrina seminuda de Guayacan, estado Sucre. Venezuela.

Los analisis de regresion lineal entre los datos analizados, GSH, MTs y LPO con el IC,

determinaron que existia una relacion positiva y significativa entre las MTs y el IC y
LPO yel IC, mientras que los niveles de GSH no mostraron relacion significativa.

Estos resultados muestran que las MTs y LPO que son utilizadas como biomarcadores
de contaminacién ambiental de diversa naturaleza y sensibles a variaciones en el estrés
oxidativo, muestran una modulacion relacionada con la condicién del organismo y que
ciertamente, esta dada por los ciclos reproductivos de la especie, siendo procesos
asociados a la sintesis y degradacion de biomoléculas durante el desarrollo gonadal. De
igual forma el desarrollo gonadal esta asociado a la disponibilidad de alimento y
cambios de temperatura, factores que se ha demostrado modulan estas biomoléculas
(Lemus et al, 2013; Lemus et al 2017).

El glutation no muestra una variabilidad asociada al indice de condicion de la especie, y
esto posiblemente pueda estar asociado a que la mayor parte de GSH actia como la
principal molécula que mantiene el balance redox celular, esta molécula es sintetizada
por las células, exportada al espacio extracelular y la velocidad de recambio es muy
rapida en la mayoria de las células. Este GSH en las células es relativamente bajo, en el
orden de los micromoles, debido al rapido catabolismo del tripéptido en la circulacion.
La vida media del GSH en plasma se encuentra en el orden de segundos a minutos
(Bellatori et al 2010). EIl rol mas importante de GSH es la detoxificacion de una gran
variedad de compuestos tanto enddgenos como exdgenos, conjugandose con estos para
luego ser excretados por orina o heces bajo la forma de derivados de é&cidos
mercapturicos (Vulcano et al. 2013). Esto explica la gran importancia de la molécula en

el plasma para mantener el balance redox y evitar que cualquier molécula o especie
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reactiva pueda afectar la homeostasis celular. Brouwer et al (1993), establecen un
modelo molecular y plantean la importancia fisioldgica de la interaccion MT-GSH,
donde el GSH es capaz de enlazarse a la MTS que contienen Cd y Zn y se sugiere el
papel fisioldgico para el metabolismo de los metales bioesenciales, principalmente con

preferencia para Zn.

Las MTS, es una de las moléculas mas estudiadas en los bivalvos, desde que se
consideraron como un biomarcador de contaminacion, no obstante, muchos estudios
han demostrado que la sintesis de la biomolécula esta dirigida por multiples factores y el
papel que juega en los organismos aun no esta bien claro (Kang, 2006). Particularmente
la actividad reproductiva parece modular su sintesis (Lemus et al., 2013; Lemus et al
2016).

Sikka (2001), establece una asociacion entre EROs y la atrofia del tejido reproductivo.
De tal manera, que la generacion excesiva de especies reactivas de oxigeno (superoxido,
hidroxilo, 6xido nitrico, peroxido, peroxinitrilo) causa infertilidad masculina. En este
sentido, las membranas de los tejidos reproductivos de bivalvos son ricas en acidos
grasos poliinsaturados y cerca de dos tercios de los acidos grasos de triacilglicerol son
poliinsaturados (61.8 + 6.45%) y actGan como un reservorio temporal de acidos grasos
poliinsaturados (Abbad, et al 1995) de cadena muy larga, como el A&cido
eicosapentaenoico (20:5) y el acido docosapentaenoico (22:5) (Koftayan et al 2011).
Tanto los triacilgliceroles como los fosfolipidos son altamente insaturados y esto los
hace muy susceptibles al dafio inducido por el oxigeno, que esta mediado por la
peroxidacion lipidica. Esto lleva a plantear que un aumento en el IC de los bivalvos en
estudio, esté sujeta a una mayor peroxidacion de las membranas, como se ha

evidenciado en el presente trabajo.

En una situacion de poca actividad reproductiva, es probable que los mecanismos
antioxidantes presentes en los tejidos reproductivos y sus secreciones controlen estas
EROs y protejan contra el dafio oxidativo las células gonadales y los espermatozoides

maduros, sin embargo la sintesis de lipidos durante la fase de maduracion se eleva en
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relacion a cualquier otro estadio de desarrollo gonadal, para A seminuda y por ende los
lipidos y su lipoperoxidacion, como se sefial6 anteriormente. La variabilidad estacional
de la temperatura y disponibilidad de alimentos regulan el ciclo reproductivo de los
bivalvos tropicales, y probablemente expliquen la mayor parte de la variabilidad natural

observada en metalotioninas y peroxidacion lipidica en esta especie marina.
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CONCLUSIONES

El maximo indice de condicion fisiologica de la especie Atrina seminuda fue de

(33,5£5,18) y lo alcanz6 en el mes de agosto.

Los valores maximos de MTs y GSH fueron (15,56+2,74ug/q),( 2,20+0,79 mmol/g)
respectivamente y para la LPO fue (7,97 £2,01umol/g) .

Atrina seminuda mostrd variacién mensual estadisticamente significativa para MTs,
GSH, LPO obteniendo los valores mas alto para MTs (15,56+2,74ug/g) agosto, GSH

(2,20%0,79 mmol/g) noviembre y LPO (7,97 £2,01umol/g) agosto.

Se encontrd una relacion positiva y significativa entre IC y MTs e ICy LPO y negativa
entre IC y GSH.
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