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RESUMEN

Se ha propuesto utilizar al caracol de jardin Helix aspersa para el monitoreo
ambiental de metales, ya que pueden acumularlos en su hepatopancreas. Sin embargo atn
se desconoce mucho acerca de los procesos de acumulacién y eliminacién de estos
elementos en poblaciones mexicanas. Por lo tanto, en este trabajo se propuso determinar si
existe acumulacién y eliminacion de Cd en la glandula digestiva de organismos de esta
especie, colectados en el municipio de Naucalpan, Edo. Mex. Se colectaron 110 caracoles y
se distribuyeron en cuatro grupos: Al y A2 para el experimento de acumulaciény E1 y E2
para el experimento de eliminacion. Al grupo Al se le suministré alimento sin Cd y al
grupo A2 alimento con Cd (12 ppm) durante un mes. A los grupos E1 y E2 se les
proporcioné una dieta previa con Cd (12 ppm) durante 30 dias. Al finalizar este tiempo, al
grupo El se le siguié suministrando el metal, mientras que al grupo E2 se le proporciond
alimento sin Cd. Se extrajo el hepatopancreas de los organismos del experimento de
acumulacion los dias 0, 3, 10, 17, 24 y 31 y el hepatopancreas del grupo del experimento de
eliminacion los dias 2, 9, 16, 23 y 30 después de finalizar la dieta previa de 30 dias con el
metal. Se determiné la cantidad de alimento consumido diariamente y se colectaron las
heces producidas durante siete dias. Las muestras de hepatopancreas y heces se digirieron
en HNO; y se cuantifico el Cd por espectroforometia de absorcion atomica. Se encontré un
efecto de rechazo al alimento que contenia Cd. Se corroboré que esta especie es
“macroconcentradora” de Cd. El porcentaje de asimilacion de Cd en esta poblacion fue de
55 %, lo que indica que H. aspersa es una via importante de transporte de Cd hacia niveles
troficos superiores. Cuando el tiempo de exposicion al metal fue prolongado se observé un
mecanismo de eliminacion eficiente que consiste en eliminar ripidamente el Cd en las
heces en lugar de acumularlo. El tipo de eliminacién, aunado al rechazo del alimento
podrian dificultar el uso del caracol de jardin para monitoreo ambiental cuantitativo, pero
debido a que acumula cantidades considerables de Cd en tiempos relativamente cortos
podria ser util para detectar sitios contaminados con este elemento ain cuando las

cantidades en el ambiente fueran bajas.



INTRODUCCION.

Debido al acelerado desarrollo de la industria y al crecimiento de la poblacion se
han incrementado los niveles de contaminacion en todo el mundo. Uno de los tipos de
contaminacion es el aumento en la cantidad de “elementos traza”, los cuales se definen en
términos geoldgicos como aquellos que se hallan en una concentracion de 1000 ppm o
menos en la corteza terrestre Dentro de estos elementos se encuentran los metales traza, los
cuales se pueden clasificar en pesados (con densidades superiores a 5 g/em®) y ligeros (con
densidades menores a 5 g/cm®) (Duffus, 1983; Tron, 1993). La contaminacién por metales
pesados es uno de los temas que mds preocupacion causa ya que pueden producir dafios
muy graves a la salud, tanto en el ser humano como en el ambiente en general, de hecho, la
mayoria de los organismos no se adaptan a ellos en corto tiempo, cuando éstos se

encuentran en niveles excesivos (Hopkin, 1989).

Para evitar dafios en el ambiente y en la salud de la poblacion causados por la
exposicion prolongada a grandes cantidades de metales es necesario monitorearlos
continuamente y una de las estrategias que se ha seguido es el biomonitoreo ambiental
utilizando “bioacumuladores”, es decir, organismos que tienen la capacidad de retener

metales en sus tejidos (Beeby, 1995).

Las especies utilizadas con este fin deben cumplir ciertas ca};icteristicas, que
dependen de si se quiere evaluar el impacto biolégico de alglin metal sobre una comunidad
o determinar la cantidad y distribuciéon de dicho elemento dentro de alguna zona; las
principales propiedades que deben presentar son: capacidad para acumular metales, ser
abundantes, sésiles o con poco desplazamiento, faiciles de analizar en el laboratorio, y
mostrar una constante relacion entre la concentraciéon del metal en los tejidos y los niveles
en el ambiente (Beeby, 1995). Los moluscos son bioacumuladores que han sido
ampliamente utilizados para monitoreo ambiental en zonas costeras de diferentes paises
(Rodriguez et al, 1992; De Gregori et al, 1992; Guerrero, 1993; Bordin ef al, 1994, Cabrera
et al, 1994 y De Gregori et al, 1594). Pero ademas, se ha planteado la posibilidad de utilizar
al caracril de jardin H. aspersa para monitorear metales en ambientes terrestres. Estos

organismos podrian ser una buena herramienta de monitoreo ambiental ya que presentan



poco desplazamiento, son faciles de analizar y mantener en el laboratorio y son
bioacumuladores (Coughtrey y Martin, 1976; Coughtrey y Martin, 1977; Howard, 1981;
Beeby, 1985; Beeby y Richmond, 1987; Hopkin, 1989; Simkiss y Watkins, 1990; Watkins
y Simkiss, 1990; Beeby, 1991; Simkiss y Watkins, 1991; Richmond y Beeby, 1992;
Brooks et al. 1992).

H. aspersa es un molusco gasteropodo pulmonado que presenta una concha que
mide entre 20 y 40 mm de altura y con un didmetro de 20 a 45 mm. En el cuerpo del caracol
se pueden distinguir la cabeza, el pie, la masa visceral y el manto. Su aparato digestivo
tiene forma de “U”, en la parte posterior de este se encuentra el es6fago, seguido por un
largo estbmago que se continia con el intestino que es curveado y estd rodeado por la
glandula digestiva o hepatopancreas, formada por dos glébulos de color oscuro (De Hita,
1987 ; Alexander, 1979).

El hepatopancreas es un 6rgano muy importante para la digestiéon, ademas de ser el
sitio principal en donde se acumulan los metales que entran al organismo (Coughtrey y
Martin, 1976 ; Brooks et al. 1992; Laskowsky y Hopkin, 1996; Dallinger, ef al. 1989;
Ireland, 1988). Esta formado por tres tipos celulares: las células fagociticas que acumulan
glucégeno y grasas; las células secretoras, que producen enzimas de digestién y las células
de calcio que presentan granulos intracelulares con grandes cantidades de calcio, magnesio
y pirofosfatos (De Hita, 1987; Hopkin, 1989; Almendros y Porcel, 1992). En algunas
ocasiones, en estos granulos se encuentran concentraciones de metales toxicos que podrian
ser letales para otros organismos, por lo que se piensa que las células de calcio estan ligadas
a funciones dc destoxificacién (Howard ef al, 1981; Almendros y Porcel, 1992).

En estos moluscos se han encontrado proteinas de estrés que probablemente estin
ligadas a funciones de destoxificacién de Cd llamadas metalotioneinas o “Cadmium-
binding proteins”. Estas proteinas tienen un peso molecular de 22 Kb y se caracterizan por

presentar afinidad por el Cd, alto contenido de cisteina y ausencia de aminoécidos



aromaticos. Solo se producen cuando los organismos estan expuestos al metal (Dallinger et
al, 1989; Hopkin, 1989 y Vallee y Ulmer, 1972).

Sin embargo alin no se conoce lo suficiente acerca de la bioacumulacion de los
metales en estos organismos como para asegurar que puedan ser utilizados para monitoreo

ambiental.

~ La importancia de estudiar el comportamiento de los metales en estos organismos es
que en México podrian usarse en un futuro para monitorear metales en zonas urbanas o
rurales; también se podrian realizar investigaciones de ecotoxicologia, estudiando el paso de
los metales desde las plantas hacia los demas niveles troficos ya que el caracol es un
consumidor primario muy importante (Beeby, 1985), y ademas porque los caracoles son

utilizados para consumo humano.

En este caso se estudio el comportamiento del cadmio en H. aspersa porque éste es
un metal altamente toxico para los seres vivos, y México es uno de los principales
productores de Cd en Latinoamérica (Galvao,1987). El Cd es un metal pesado que se
encuentra en la corteza terrestre en una concentraciéon de 0.1 - 0.25 ppm y en la atmésfera
existe alrededor de 6,002 g de Cd/cm’ (Souza, 1996). Este metal no se encuentra en estado
libre en la naturaleza y el sulfuro de Cd (calamina), Gnico mineral de este elemento no es
una fuente de extraccion del metal. Casi todo el que se produce es obtenido como
subproducto de la fundicion de los minerales del zinc. El Cd se utiliza en la fabricacion de
baterias niquel-cadmio, como reactivo quimico, en extinguidores, recubrimientos de
reactores nucleares, cables eléctricos, celdas fotoeléctricas, colorantes de Cd, fusibles,

joyeria y soldadura (Galvao, 1987; Kim y Fergusson, 1994).

Al estudiar el comportamiento del Cd en H. aspersa se puede esperar que si a un
grupo de caracoles se les suministra una fuente constante de cadmio, este elemento se
acumulara principalmente en el hepatopancreas (Coughtrey y Martin, 1976 y Brooks ef al,
1992) en donde puede ser cuantificado. Por lo tanto, si la concentracion de cadmio en éste
organo se mide por cierto periodo de tiempo, se podra determinar la manera en que se

bioacumula este metal. De la misma manera, si el cadmio se empieza a cuantificar después



de suspender una dieta con este metal, se podra determinar si se presenta una eliminacion de

este elemento del hepatopancreas, durante cierto tiempo.



ANTECEDENTES

Coughtrey y Martin (1976), estudiando el pie, el tracto reproductivo, la glandula de
albiimina, la piel, el rifion, el hepatopancreas y el misculo de H. aspersa, determinaron que

el principal sitio de acumulacion de plomo, zinc y cadmio es el hepatopancreas.

Coughtrey y Martin (1977), encontraron diferencias significativas en la
concentraciéon de plomo, zinc, cadmio y cobre en organismos de H. aspersa de diferente
tamafio y edad, por lo cual recomienda que si se quiere utilizar a esta especie para evaluar
metales, es necesario trabajar con un mismo 6rgano y con individuos de talla, peso y edad

similares.

Russell, ef al (1981), estudiaron los efectos toxicos del cadmio en individuos de H.
aspersa, proporcionandoles diferentes concentraciones de cadmio durante 30 dias.
Encontraron que con 0-50 ppm de cadmio en el alimento, se observé un buen consumo del
mismo en los organismos, pero en general conforme la concentracion de Cd aumento, el
consumo de alimento disminuy6. A 50 ppm del metal se tuvo una mortalidad del 4%,
mientras que con 25 ppm o menos se logro una sobrevivencia del 100%. A partir de 25 ppm
se incrementa fuertemente la incidencia de dormancia (por lo tanto los organismos no se
alimentan). También encontraron que por debajo de 10 ppm se acumulo solo el 37.5% de

cadmio mientras que a 25 ppm se retuvo el 59.0% del metal suministrado.

Dallinger y Wieser, (1984) estudiaron los patrones de acumulacion y eliminacion de
Zn, Cu, Cd y Pb en Helix pomatia. Los organismos se alimentaron con lechuga adicionada
con los metales por 32 dias, posteriormente se les alimento con lechuga sin metales durante
40-50 dias. Encontraron que la glandula digestiva, y el intestino anterior acumulan cerca del
80 % de Cd. En los primeros dias de ingestion del Cd la concentracion de éste en las heces
se incrementd drasticamente. Mencionan que en la glandula digestiva, el Cd no se elimino

aun después de suspender la dieta con el metal. La concentracion inicial de Cd en el



hepatopancreas fue de 80 pg/g y se incremento hasta 200pg/g ain después de ingerir

alimento sin Cd.

Beeby y Richmond (1987), sugieren que este organismo puede ser utilizado como
herramienta en el monitoreo ambiental de otro metal pesado, el plomo, ya que lo acumulan
considerablemente y al alimentar a caracoles de zonas urbanas y rurales con este metal

encontraron que presentan una adaptacion a lugares muy contaminados.

Watkins y Simkiss, (1990), también proponen al caracol como una herramienta para
el monitoreo de metales, pero sugieren que primero se deben estudiar los factores que

intervienen en la acumulacion y eliminacion de estos elementos.

Rabitsch (1996), estudié el contenido de metales (Pb, Cd, Cu, y Zn) en varias
especies de moluscos pulmonados en tres zonas diferentes en Austria. En el suelo encontro
de 8.9 a 25 ppm de Cd. El hepatopancreas registro la mayor cantidad de metales en todas las
especies estudiadas con concentraciones de Cd de hasta 300 pg/g (peso seco), y el organo
que le siguié con mayor concentracion de metales fue el rifion, por lo cual infirio que ya que
este oOrgano se utiliza como excretor, los organismos tienen otro mecanismo de
destoxificacion que consiste en eliminar los metales en vez de acumularlos. También
determino que los pulmonados terrestres pueden ser organismos monitores porque acumulan
una buena cantidad de metales aunque existan pocos en el ambiente y recomienda que para

este fin sea utilizado Unicamente el hepatopancreas y no todo el cuerpo del organismo.

Laskowski y Hopkin (1996), estudiaron diferentes concentraciones de metales (Zn,
Cu, Pb y Cd) en H. aspersa con el fin de observar la transferencia de éstos hacia sus
predadores. Encontraron que la eficiencia de acumulacion fue de 68 - 72 % (mayor que la
obtenida por Russell,1981). Estos autores consideran a los caracoles como
“macroconcentradores” de Cd, asi mismo, encontraron que transfieren mas Cd y Cu a las
cadenas alimentarias que Zn y Pb. Por dltimo determinaron que la concentracion de Cd en la

concha no excedio el 5% del encontrado en el resto del cuerpo.



OBJETIVOS
Objetivo principal:

Investigar los procesos de acumulacion y eliminacion del cadmio en una poblacion
del caracol de jardin, Helix aspersa Miiller 1774.

Objetivos particulares:
Medir el consumo de alimento del caracol mientras es sometido a una dieta con cadmio.

Demostrar la acumulacion del cadmio en el hepatopancreas del caracol de jardin, sometido a

una dieta con CdCl; durante un mes.

Demostrar que existe eliminacion del cadmio en el hepatopancreas, después de suspender
una dieta de 30 dias con Cd.

Cuantificar la cantidad de cadmio excretado en las heces de estos moluscos, alimentados con
dicho metal.



Figura - 1. La zona de colecta se ubicd el el parque de los remedios,
municipio de Naucalpan de Juarez, Estado de México.
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MATERIALES Y METODOS

En el Parque de los Remedios ubicado en el municipio de Naucalpan, Edo. de
Meéxico (Figura-1) se colectaron en el mes de noviembre de 1995, 110 caracoles adultos
con un peso promedio de 4.62g + 1.3, se colectaron de edad y talla similares con el fin de
evitar los errores que implicaria comparar la cantidad de cadmio acumulado en organismos
de diferente tamafio y edad (Coughtrey y Martin, 1977). El muestreo se realiz6 en un
perimetro que no excedid los 500 m’, para asegurar que los organismos colectados

pertenecieran a una misma poblacion (Selander, 1975).

Los organismos se mantuvieron en cajas de acrilico durante por lo menos tres dias
sin proporcionarles alimento, con la finalidad de que eliminaran las heces y limpiaran su

intestino.

Después de este lapso se seleccionaron aleatoriamente 10 caracoles y se sacrificaron
congelandolos a -3°C para registrar la cantidad de Cd que contenian al iniciar el

experimento.

Los 100 individuos restantes se colocaron de manera individual en frascos de vidrio
de 166 cm’ con tapadera, que contenia orificios para permitir el flujo de aire. A cada frasco
se le asigné aleatoriamente un registro numérico el cual representd una unidad experimental
de los diferentes grupos. Se mantuvieron en una camara con un fotoperiodo de 14 horas luz
a 2500 + 100 lux y 10 horas oscuridad, a una temperatura de 20 + 2 °C y una humedad
promedio de 80%, ya que estas condiciones son las propicias para que los organismos se

mantengan activos (Gomot, ef al.1982).

El alimento se prepar0 con agua desionizada (desionizador Bantan Holder; resina
Barnstead), lechuga 19 % p/p (cultivada organicamente en Valle de Bravo, Edo. de
México, para evitar en lo posible, la introduccion de cadmio u otros quimicos en el
alimento), germen de trigo 5.5 % p/p y agar bacteriologico 3 % p/p (Bioxon, lote H5021
39]).

12



Se dividieron aleatoriamente en 2 grupos de 50 individuos, uno para el experimento
de acumulacion y el otro para el de eliminacion. En ambos experimentos el alimento se
cambié diariamente, registrando el peso del que no fue consumido, con el fin de saber la
cantidad de alimento y metal que ingiri6 cada caracol por dia.

El grupo utilizado para el experimento de acumulacion se subdividio aleatoriamente
en dos grupos de 25 organismos, uno de ellos fungi6 como control y el otro como
tratamiento. Al grupo control (A1) se le proporcion6 individualmente 1.4 g de alimento sin
Cd durante 30 dias, mientras que al grupo tratamiento (A2) se le di6 la misma cantidad de
alimento con 12 ppm de Cd durante el mismo periodo de tiempo. Esta concentracion del
metal se utilizo porque los organismos la ingieren y asimilan sin causarles dafios letales
(Rusell, 1981).

Para realizar el experimento de eliminacion, a los 50 individuos restantes se les did
una dieta previa con 12 ppm de Cd durante 30 dias, proporcionandoles 1.4 g de alimento
diariamente. Después de este lapso se subdividieron aleatoriamente en dos grupos, al grupo
El se le siguié suministrando el alimento con metal durante otros 30 dias, mientras que al

grupo E2 se le proporciono alimento sin Cd por 30 dias.

Diariamente se colectaron las heces de cada organismo, mismas que se almacenaron
en bolsas de plastico a -3°C, de esta manera se determind la cantidad de cadmio que se
elimina por heces en el transcurso de una semana. En los organismos del experimento de
eliminacion, los parametros anteriores se empezaron a medir después de los primeros 30 dias

de tratamiento.

Se seleccionaron aleatoriamente 5 individuos de cada grupo los dias 3, 10, 17, 24 y
31 en el experimento de acumulacion y los dias 2, 9, 16, 23 y 30 después de finalizar la dieta
previa de 30 dias con el metal, en el experimento de eliminacion, y se sacrificaron por

congelacion a - 3°C.

Los caracoles sacrificados y las heces se almacenaron en bolsas de plastico en

refrigeracion hasta su posterior estudio de espectrofotometria de absorcion atomica (EAA).



Para el estudio de EAA se descongelaron los individuos sacrificados y se les hizo una

diseccion para extraer el hepatopancreas.

Las heces y los hepatopancreas se colocaron en pequefios trozos de papel filtro
Whatman No. 541 (2 cm?) y se deshidrataron en horno (Paptlow, mod. WCE 550.5) a 80 °C
y desecador hasta obtener su peso constante.

Las muestras se digirieron con 5 ml de HNO: concentrado (Baker, grado analitico,
lote J36451) en horno de microondas (CEM. Mod. MS-2000). La digestion se llevé a cabo

controlando la presion de la siguiente manera:

Tiempo (min) | 5 5 5 5 5

Presion (PSI) | 20 | 40 | 60 | 85 | 125

Se determiné la concentracion de Cd en las muestras referidas con
espectrofotometro de absorcion atomica (PYE-Unicam 192). El espectrofotometro se
calibré cada 12 muestras con los blancos (HNO;) y curvas patron preparadas con un
estindar de Cd (Baker, lote J21612 1 mg Cd/ml). Para conocer el porcentaje de
recuperacion del metal se valoraron a lo largo de las mediciones, un total de 10 muestras de
0.2 g (peso humedo) de material de referencia (Oyster 1566a, NIST) y ademas se aplico el
método de adicion, determinando la concentracion de Cd en 10 muestras preparadas con el
estandar, de 1y 2.5 pg/ml.

Se determiné la concentracion de cadmio presente en 10 muestras de dos gramos
(peso himedo) del alimento con y sin cadmio, con la finalidad de verificar cuanto de ése
metal se proporciono a los organismos. También se determiné el cadmio en 10 muestras de
2 g de la lechuga, el agar y el germen de trigo utilizados para preparar el alimento, y en 10
muestras de 2 cm’ del papel filtro utilizado en el experimento.

14



Se calculé el porcentaje de alimentacion (% A) y de asimilacion (% As) de los

grupos Al y A2,
Alimento consumido
(% A) = X 100 (Laskowski y Hopkin, 1996)
Alimento suministrado

Concentracion de Cd en el hepatopancreas
(% As) = X 100 (Beeby, 1995, Walker,1990)
Cantidad de Cd suministrado

Los datos del alimento consumido, concentracion de Cd en el hepatopancreas y
concentracion de Cd en las heces de los cuatro grupos se analizaron estadisticamente
aplicandoles regresion lineal simple (Programa: Statgraphics V.7.0) y las pendientes
obtenidas se compararon por analisis de pendientes con “t” de Student (Zar, 1990).

15
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RESULTADOS

En la figura 2 se muestra la concentracion de Cd en el hepatopancreas, que
presentaron los organismos con la dieta que no contenia Cd (A1) y con la que si contenia el
metal (AZ2). Para el grupo Al se observo una leve disminucion en la concentracion del metal
en el hepatopancreas, obteniéndose una pendiente (m) de -0.902 (Tabla I). Para el grupo A2
se encontro que el Cd se acumulé considerablemente en el hepatopancreas (m= 22.374), y al
realizar el analisis de pendientes entre estos dos grupos se determind que son

significativamente diferentes (apéndice 4).

En la figura 3 se esquematiza la concentracion de Cd en las heces que presentaron
los grupos Al y A2. Los organismos del grupo Al no eliminaron gran cantidad de Cd en las
heces, pues la tasa de eliminacion (m= 0.06) no aumento durante el periodo de estudio,
mientras que los individuos del grupo A2 excretaron una mayor cantidad de metal (m=
1.806) (Tabla I). Al comparar estas pendientes se determind que son significativamente
diferentes (apéndice 4).

La figura 4 representa el consumo de alimento de los grupos Al y A2. Se encontrd
que los organismos del grupo Al ingirieron en promedio 1.31g/dia, y su tasa de
alimentacion fue constante (m= -0.011). En el grupo A2 la cantidad de alimento ingerido
diariamente también fue constante (m= -0.000126) pero a diferencia del grupo Al estos
organismos consumian en promedio solo 0.223 g/dia, es decir, seis veces menos alimento
(Tablas I y III). Con el andlisis de pendientes se determiné que que éstas fueron
significativamente diferentes (apéndice 4).

En la figura 5 se muestra la concentracién de Cd en el hepatopéancreas que presentd
el grupo del experimento de eliminacion que se alimenté con Cd por 60 dias (E1) y al que se
le suspendio la dieta previa de 30 dias con el metal (E2). En el grupo E1, a partir del dia 30
en que se inicié la cuantificacion del Cd en el hepatopéncreas y hasta el dia 60, se observé
una clara disminucién de la cantidad de Cd en este 6rgano (m= -12.951). En el grupo E2,
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también se observo un decremento en la cantidad de Cd en el hepatopancreas (m= -6.321),
cuando los organismos dejaron de ingerir el alimento con Cd (Tabla I). Al comparar estas
pendientes se determiné que no eran significativamente diferentes (apéndice 4).

La figura 6 esquematiza la concentracion de Cd en las heces en los grupos E1 y E2.
En el grupo E1 la cantidad del metal eliminado en las heces aumento6 considerablemente (m=
16.556) y en el E2 se present6 una disminucion en la cantidad de Cd eliminado (m= -2.857)
(Tabla I). El analisis de pendientes entre estos dos grupos demostrd que fueron

significativamente diferentes (apéndice 4).

En la figura 3 se representa la alimentacion de los grupos E1 y E2. Los organismos
del grupo E1 consumieron 0.064 g/dia de alimento y su tasa de alimentacion fue constante
(m=0.0033). El grupo E2, en promedio, se aliment6 de 0.3 g/dia y su tasa de alimentacion
también fue constante (m= 0.017) (Tablas I y III). Las pendientes de estos dos grupos son
significativamente diferentes (apéndice 4).

El porcentaje de alimentacion de los grupos Al y A2 fue de 18 y 86 %
respectivamente, y el porcentaje de asimilacion fue de 55.1 y 54.7 % (Tabla II).

El porcentaje de recuperacién obtenido con el material de referencia fue en promedio
98.6 %, y el del método de adicion fue de 93.2 % y 96 % con soluciones de 1 y 2.5 pg/ml
respectivamente (Apéndices 1 y 2).
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Figura - 2. Resultados ajustados con regresion lineal, de la
concentracion de Cd en el hepatopancreas, en los organismos del
experimento de acumulacion (grupo A1, alimentado sin Cd y grupo

A2, alimentado con Cd).
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Figura - 3. Resultados ajustados con regresidn lineal, de la
concentraciéon de Cd en las heces, en los organismos del
experimento de acumulacién (grupo A1, alimentados sin Cd y grupo

A2, alimentados con Cd).
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Gramos de alimento consumido

Figura - 4. Resultados ajustados con regresion lineal, de la
alimentacién, en los organismos del experimento de
acumulacion (grupo A1, alimentado sin Cd y grupo A2,
alimentado con Cd).
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Figura - 5. Resultados ajustados con regrasion lineal, de la concentracion de
Cd en el hepatopancreas, en los organismos del experimento de eliminacién
(grupo E1, alimentado con Cd y grupo E2, alimentado sin Cd, después de la
dieta previa de 30 dias con el metal).
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Nota: en estos grupos, el dia cero es el momento en que
concluyd la dieta previa de un mes con Cd.
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Figura - 6. Resultados ajustados con regresion lineal, de la concentracion
de Cd en las heces, en los organismos del experimento de eliminacion
(grupo E1, alimentado con Cd y grupo E2, alimentado sin Cd, después
de la dieta previa de 30 dias con el metal).
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Figura - 7. Resultados ajustados con regresion lineal, de la alimentacion, en
los organismos del experimento de eliminacién (grupo E1, alimentado con
Cd y grupo E2, alimentado sin Cd, después de la dieta previa de 30 dias
con el metal).
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Nota: en estos grupos, el dia cero es el momento en
que concluyé la dieta previa de un mes con Cd.



Tabla I. Ecuaciones lineales y significancias obtenidas de la regresion lineal
(y= mx +b) aplicada a los valores obtenidos con los diferentes tratamientos.

Experimentos

Acumulacién Eliminacién
Grupo Al A2 El E2
Cdenel 0 ppm 12 ppm 12 ppm ++ 0 ppm ++
alimento

Concentracién

y=-0.902x + 48.326

y=22.374x + 86.787

y=-12.951x + 843.004

y=-6.321x + 626.48

de Cdenel NS i NS NS

hepatopéncreas
Concentracién y=0.06x + 1.095 y=1.806x + 31.128 y=16.556x + 170.899 | y=-2.875x +97.2
de Cd en las NS NS NS NS
heces
Consumo de y=-0.011x + 1.361 y=-0.000126 x +0.273 y=0.0033x + 0.064 y=0.017x + 0.3
alimento s NS * P

Nota: * = P<0.05; ** =P<0.01; *** =P<0.001; NS =No hay significancia. ++.

Concentraciones de Cd suministradas en el alimento después de la dieta previa con Cd (12

ppm) durante un mes.
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Tabla II. Porcentajes de alimentacion y asimilacion determinados en los grupos Al

(alimentados sin Cd por 30 dias) y A2 (alimentados con Cd por 30 dias)

Cd en el alimento (ppm) | Cd cuantificado en ¢l Porcentaje de Porcentaje de asimilacién
alimento (ppm) alimentacion (% A) en el hepatopancreas (%
As)
Grupo Al (0 ppm) 0.062 18 % 55.1%
Grupo A2 (12 ppm) 9.455 36 % 54.7%

Tabla III. Alimento ingerido diariamente y tasa de alimentacion del los cuatro

tratamientos.
Grupo | Consumo de alimento (g/dia) Tasa de alimentacién (m)
Al 1.31 -0.011
A2 0.223 - 0.000126
« El 0.064 0.0033
E2 03 0.017
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ANALISIS DE RESULTADOS

La cantidad de alimento consumida en cada tratamiento fue significativamente
diferente (apéndice - 4), pues los organismos se alimentaron menos cuando el alimento
contenia el metal (Tabla III); esta diferencia se observo en el porcentaje de alimentacion ya
que los caracoles alimentados con Cd presentaron un 18 %, mientras que los organismos a
los que no se les suministr6 el metal tuvieron un 86 % (Tabla II). Sin embargo, la tasa de
alimentaciéon en todos los tratamientos fue cercana a cero, es decir, que la cantidad de
alimento consumido diariamente fue aproximadamente la misma durante todo el
experimento. Esto indicaria que al alimentarse menos cuando el alimento contiene Cd, la
absorcion del metal al organismo también es menor, pero no dejaron de consumir la dieta,
con lo que consiguieron seguir ingiriendo sustancias nutritivas (Tabla III). Lo anterior
muestra un efecto de rechazo a la dieta causado posiblemente por la palatibilidad; este factor
ya ha sido considerado por algunos autores como Laskowski y Hopkin (1996), Hopkin
(1989) y Beeby (1987). Cuando las condiciones ambientales como humedad, temperatura,
etc., no son Optimas, estos organismos pueden estivar por periodos de 4 a 6 meses sin
consumir alimento (se introducen en la concha, en la abertura de ésta forman una pelicula
mucosa que se seca llamada “epifragma” y bajan su tasa metabolica a niveles basales), por
lo tanto, la estratégia de “evadir” el alimento contaminado puede ser una alternativa factible
para evitar la toxicidad del Cd. Laskowski y Hopkin (1996) mencionan que inclusive esto
podria explicar la extincién de poblaciones de estos moluscos en las zonas altamente
contaminadas con metales, ya que al haber rechazo al alimento se produce la muerte por
inanicion de dichas poblaciones.

Al determinar que el Cd se acumulé significativamente en el hepatopancreas durante
los primeros 30 dias de ingestion del metal (grupo A2), se corrobord que estos moluscos
son capaces de acumular una gran cantidad de Cd en poco tiempo y como algunos autores
los llaman, son organismos “macroconcentradores” (Coughtrey ,1976, Laskowski y Hopkin,
1996 y Rabitsch, 1996). El hecho de acumular el Cd en el hepatopancreas es otra estratégia
que utilizan para evitar la toxicidad del metal ya que lo almacenan de manera insoluble en los
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granulos de calcio y pirofosfatos que se encuentran en esta glandula (Almendros y Porcel,
1992 y Hopkin, 1989). Esta caracteristica podria servir para utilizarlos como biomonitores
(Beeby, 1995) ya que se tendria alta sensibilidad para detectar sitios poco y/o recientemente
contaminados (Rabitch, 1996). Debido a la cantidad de metal que acumularon se determiné
que estos organismos son una via importante para el transporte de Cd hacia niveles troficos
superiores, tal como lo reporté Laskowski y Hopkin (1996) al encontrar que H. aspersa
podria transferir Cd y Cu a las cadenas alimentarias.

Alin se desconoce mucho acerca del mecanismo de bioacumulacion; se ha
demostrado que cuando se inyectan metales en H. aspersa, éstos son removidos
rapidamente de la sangre hacia el hepatopancreas, y también se ha propuesto que las
metalotioneinas cumplen funciones de destoxificacion muy importantes (Hopkin, 1989). Se
sabe que los metales se almacenan de manera insoluble en los granulos de calcio y
pirofosfatos que se encuentran en la glandula digestiva. El hecho de quedar insolubles en la
glandula digestiva, permite que los organismos tengan concentraciones altas del metal sin
causarles efectos letales (Almendros y Porcel, 1992 y Hopkin, 1989).

La eficiencia de asimilacion del Cd por el hepatopancreas (54.7 - 55.1% en los
grupos Al y A2 respectivamente) es semejante a la reportada por Russell (1981) quien al
proporcionar a caracoles alimento con 25 ppm de Cd encontraron un 59 %, pero difiere de
Laskowski y Hopkin (1996) quienes con diferentes concentraciones de Cd en el alimento
encontraron porcentajes de asimilacion de 68 a 72%, aunque ambos investigadores
determinaron el metal en el cuerpo entero del caracol. Ademas, estos ultimos obtuvieron
porcentajes de alimentacion (74%) semejantes a los de asimilacion (68-72%), mientras que
en este trabajo los porcentajes de asimilacion (54.7 y 55.1%) fueron muy diferentes a los de
alimentacion (18 y 86%). Lo anterior indica que a pesar del rechazo a la dieta con Cd (el
cual se refleja en los porcentajes de alimentacion), la eficiencia de asimilacion del metal por
el hepatopancreas fue el mismo en ambos grupos (Al y A2); la estimacion del porcentaje de
Cd asimilado en el hepatopancreas, permitira conocer el riesgo que representa esta especie,
desde el punto de vista de acumulacion y transporte de metales, para los niveles troficos

superiores.
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En los organismos que se alimentaron con el metal (A2) se observo que la cantidad
de Cd en las heces fue aumentando, mientras que en el control (A1) la concentraciéon de Cd
en las heces se mantuvo constante. El incremento de Cd que se registra en dichas heces
corresponde al Cd que no es asimilado por el intestino y al que esta siendo eliminado del
cuerpo de los caracoles gracias a sus mecanismos de eliminacion (Beeby, 1995; Laskowski y
Hopkin, 1996).

En el experimento de eliminacion (E1) se encontré que cuando los caracoles ingieren
alimento contaminado con Cd (12 ppm) por un largo periodo de tiempo, los mecanismos de
eliminacion son eficientes ya que hacen que la cantidad de Cd en el hepatopancreas baje
dréasticamente (m= -12.951) y la tasa de eliminacion, representada por la cantidad del metal
en las heces se incremente (m= 16.556). Aunque como ya se habia mencionado, una parte
del Cd presente en las heces puede corresponder al metal que no fue asimilado en el

intestino.

En el grupo al que después de la dieta de 30 dias con el metal ya no se le administro
mas Cd (E2), la cantidad de éste en la glandula digestiva bajé (m= -6.321), pero no tan
marcadamente como los organismos que consumieron Cd por 60 dias (m= -12.951), aunque
al comparar estas pendientes no se encontaron diferencias significativas (apéndice - 4). Esto
quiere decir que en el grupo de organismos que estuvieron continuamente expuestos al Cd
(E1) se descubri6 otra estrategia para evitar la toxicidad al metal que consistio en eliminarlo

rapidamente en las heces en vez de seguirlo acumulando.

Cuando Rabitsch (1996) encontrod que en algunas especies de moluscos terrestres la
cantidad de metales en el rifion, era similar a la del hepatopancreas, infirid que cuando estos
organismos estaban expuestos a altas concentraciones de ciertos metales se presentaba una
alta eliminacion en vez de solamente la acumulacion. El autor sugiere que cuando la
capacidad de acumulacion del hepatopancreas se agota y las proteinas de “stress” se saturan,
es necesario “encender” otra estrategia de sobrevivencia, la cual corresponde a una alta tasa

de eliminacion. Como se observo en este experimento la estrategia fue efectivamente una

@
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alta tasa de eliminacion del Cd, en lugar de seguir acumulandolo, cuando la exposicion fue
continua.

Es posible que para que se “encienda” este mecanismo, la concentracion de Cd en el
hepatopéncreas deba llegar a cierto limite, que en este caso correspondi6 a consumir en el
alimentol2 ppm de Cd durante mas de 30 dias y acumular en el hepatopancreas
aproximadamente 700 pg/g. Se ha mencionado que algunas poblaciones de Helix aspersa
pueden adaptarse a sitios muy contaminados con plomo, teniendo mecanismos de
eliminacion mas eficaces (Beeby y Richmond, 1987). Por lo cual, la tasa de eliminacion en
el hepatopéncreas (m= -12.951 en el grupo E1 y m= -6.321 en el grupo E2), el porcentaje
de asimilacion menor al reportado previamente y el rechazo al alimento, podria corresponder
a una adaptacién de esta poblacion a lugares altamente contaminados ya que estos
organismos fueron colectados cerca de una zona industrial de la ciudad de México.

Se ha determinado que en muchas especies de invertebrados, los mecanismos para
regular metales esenciales son los mismos que para los metales toxicos (Hopkin, 1989,
Beeby, 1995), por lo cual, los procesos estudiados (acumulacion y eliminacion) podrian ser
los mismos que usan los caracoles para regular iones esenciales como el calcio, cobre o zinc

(hopkin, 1989).

Este tipo de regulacion, aunado al rechazo del alimento cuando éste contiene Cd son
caracteristicas que nos podrian dificultar el uso de H. aspersa como herramienta de
biomonitoreo ambiental ya que los resultados obtenidos en el campo no serian de fécil
interpretacion. Sin embargo esto no quiere decir que no sea factible utilizarla para este fin,
pues la mayoria de los organismos que se han estudiado (moluscos acuéticos, insectos, etc.)
no cumplen con todas las caracteristicas ideales para ser instrumentos de monitoreo
biologico (Beeby, 1995), y por otro lado, como se comprobo, H. aspersa si cumple con la
propiedad de acumular en promedio hasta 705 pg/g de Cd en periodos de tiempo cortos
(Figura 2). Quizd no sea factible usarla para monitoreo cuantitativo pero si se podria
determinar si alguna zona presenta contaminacion por Cd, ain en bajas cantidades.



Se sabe que para monitorear metales se pueden realizar determinaciones fisicas y
quimicas del ambiente, sin embargo, es importante continuar este tipo de estudios para
determinar en qué forma H. aspersa podria ser util en el monitoreo biologico, ya que sera de
gran ayuda para evaluar el significado biologico de determinado metal para la propia especie
o para otros miembros de la comunidad con los que habitan (Beeby, 1995, Morgan ef al,
1986).

Russell ef al (1981), reporté que cuando el alimento contenia 25 ppm de Cd, no se
presentaba mortalidad. Sin ambargo, aunque no se cuantifico, en este experimento si se
observé mortalidad, principalmente en el grupo El, que se alimentd 60 dias con Cd (12
ppm). Este mismo autor encontrd dafios histologicos en la mayoria de los organos en H.
aspersa, utilizando diferentes concentraciones de Cd en el alimento, lo cual indica que las
poblaciones de estos moluscos también pueden desaparecer debido a los dafios toxicos que
produce el Cd.
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CONCLUSIONES

Se encontr6 en los organismos un efecto de rechazo al alimento que contenia
cadmio, causado posiblemente por la palatibilidad. Sin embargo, no dejan de alimentarse por

completo, con lo que consiguen ingerir las sustancias nutritivas minimas que necesitan.

Se corrobord que H. aspersa es una especie “macroconcentradora” de cadmio, ya
que acumul6 cantidades considerables del metal en solo 30 dias.

Se determin6 que en esta poblacion, el porcentaje de alimentacion es diferente al de
asimilacion, lo cual difiere con lo encontrado en otras poblaciones.

El porcentaje de asimilacion encontrado (54.7-55.1) comprueba que H. aspersa es una
via importante de transporte de cadmio hacia niveles troficos superiores.

Se observo un mecanismo de eliminacién eficiente cuando los caracoles ingieren
alimento contaminado con Cd (12 ppm) por mas de 30 dias, ya que provoca que el metal
que se encuentra acumulado en el hepatopancreas sea eliminado rapidamente en las heces.

El mecanismo'de eliminacion encontrado, aunado al rechazo del alimento cuando
éste contiene Cd, podrian dificultar el uso de esta especie como herramienta de monitoreo

ambiental, si se quiere inferir la cantidad del contaminante en el ambiente.

La propiedad de esta especie para acumular Cd podria utilizarse para detectar

contaminacion por cadmio, ain cuando éste se encuentre en bajas concentraciones.

Por lo anterior, el rechazo al alimento cuando éste contiene Cd, el porcentaje de
asimilacion mas bajo que el de otras poblaciones y la alta eliminacién del metal en las heces
cuando existen exposiciones prolongadas al metal podria explicarse como resultado de una
adaptacion a lugares contaminados por metales.
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APENDICE

Apéncice - 1. Porcentaje de recuperacién del material de referencia (SRM), con una
concentracion de Cd de 4 pg/g. (Oyster 1566a, NIST)

Material de referencia procesado. | Concentracién registradaenel | Porcentaje de recuperacién
Peso seca (g) SRM (pg/g) (%)
0.1755 4 100
0.175 4.1 102.5
0.1737 397 99.25
0.1735 384 96.0
0.1728 395 98.75
0.1759 4.26 106.5
0.1721 3.75 93.75
0.1739 3.90 91.5
0.1731 389 97.25
0.1722 3.81 95.25
X=98.67
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Apéndice - 2. Porcentaje de recuperacion del Cd por el método de adicién

Cantidad de Cd en las soluciones Cantidad de Cd registrado Porcentaje de recuperacifn
(pg/ml) (ng/ml) (%)
1 0.91 91
1 0.95 95
1 0.94 94
1 0.91 91
1 0.95 95
X=932
25 257 102.8
25 248 99.2
2.5 229 91.6
25 231 924
25 245 98
X=96.8
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Apéndice-3. Cantidad de Cd en el alimento preparado y en cada uno de sus

componentes
Tipos de alimento y sus componentes Cd (ppm)
Alimento con Cd (12 ppm) 9.455
Alimento sin Cd 0.062
Lechuga 0.01
Gérmen de trigo 0.01
Agar 0.01

Apéndice-4. Comparacion de las pendientes de los tratamientos, mediante analisis de
pendientes con la “t” de Student (Zar, 1990).

Cd en Hepatopancreas Cd en Heces Alimentacion
Experimento de acumulacion. P<0.001 P<0.001 P<0.001
Grupo Al vs A2,
Experimento de eliminacion. P>0.05 P<0.05 P<0.001
Grupo E1 vs E2.
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