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I. LISTA DE ABREVIATURAS

pH.. Potencial de hidrogeno
ups Unidades practicas de salinidad, por acuerdo internacional se sustituye %o (partes

por mil) debido a que la salinidad es una medida adimensional; sin embargo, se
respeta esta simboíogía manejada por los autores referidos,

mOsm... ..Mili osmoles
°C Grados centígrados.
CL50. ....Concentración Letal que ocasiona el 50% de mortalidad.,
PH Peso Húmedo.
PS Peso Seco.
1 ..Litros.
ul Micro litros.
h. Hora.
%... „. Porciento.
mM Mili molar.
rpm... Revoluciones por minuto.
g Gravedad.
EDTA... Etilendinitrinilotetracetatodisódico.
DTT DitiotreitoL
PMSF ...Fenil-metil-sulfonil-floruio.
nm... Nanómetros,
voL Volumen.
Pi Fósforo inorgánico,
mA ..Mili amperes,.
MT Metalotioneína.
QO2 .Consumo de oxígeno peso específico.
OD Oxígeno disuelto.
PO Presión osmótica.
n Número de datos.
R2 Coeficiente de deternínación.
ES Error estándar
ND No determinado



II. RESUMEN

EÍ objetivo del piesente estudio fue evaluar el efecto tóxico de! cadmio sobre la osmoregulación de los
juveniles de Litopenaeus setiferus > conocer el patrón de bioacumulación del cadmio y su relación con la
síntesis de metalotioneínas Los camarones se expusieron durante 5 días en 0 10 y 0.18 mgCd/I a 28°C;
posteriormente se transfirieron a un medio libre del metal durante 7 días Se consideraron dos salinidades
experimentales: 17ups (condición de ¡sosmotícidad) y 1 Oups (condición de hipenegulación) Las
evaluaciones se efectuaron durante la exposición al cadmio (0, 24, 72 y 120 h) y durante la recuperación al
metal (24, 72 y 168h).

La alteración observada en la osmoregulación de los juveniles de L, seriferus fue consecuencia de las
alteraciones observadas en las diversas respuestas evaluadas responsables del mantenimiento del balance
iónico y osmótico de ios camarones y se relacionó con la capacidad osmoreguladora de los camarones. La
presión osmótica sólo se modificó en los camarones expuestos a 0.18 mg Cd/1 en ambas salinidades,. La
baja pero significativa alteración de la presión osmótica así como su rápida recuperación y su estabilidad
posterior, sugiere que el organismo está invirtiendo energía en mantener la estabilidad de su medio interno,
lo cual sólo se ve reflejado en el consumo de oxigeno en los camarones evaüuados en 17 ups La exposición
al cadmio ocasionó la inhibición de la actividad enzimática de la actividad de la Na+-K7ATPasa branquial,
observándose los mayores efectos en los camarones expuestos a 0.18 mg Cd/1. En 10 ups el efecto fue
tiempo-dependiente y fue reversible el daño enzimático; en 17 ups el efecto fue concentración-dependiente
y la inhibición enzimática fue irreversible en la mayor concentración del cadmio. En esta condición, la
represión enzimática se relacionó con la mayor bioacumulación del cadmio en la branquia de los
camarones,,

La exposición al cadmio alteró ia iono-regulación del Na+, K+ y Cl", dependiendo de la salinidad del medio.
En ambas salinidades, los niveles de Na* en hemolinfa fueron modificados sólo por la exposición a 0.18
mg Cd/1; en contraste, el K4 fue alterado solamente en 17 ups y en la mayor concentración de cadmio., El
Cl" fue modificado de manera concentración-dependiente en ambas salinidades; en 17 ups el Cl' fue
modificado por la exposición subletal a 0.10 y 0.18 mg Cd/1, mientras que en 10 ups sólo fue alterado en la
mayor concentración de! metal, No obstante, la regulación iónica del Na". K+ y Cl" se recuperó en un
medio libre del metal y procedió de manera más rápida para los iones Na4 y K+. Las modificaciones
observadas en la regulación iónica del Na+ y K4 no se relacionaron directamente con la alteración
observada en la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa branquial.

En los juveniles de L setiferus, la exposición al cadmio ocasionó una pequeña pero significativa
deshidratación solamente en los camarones evaluados en 10 ups, lo cual sugiere alteraciones en la
permeabilidad corporal de los juveniles,,

La concentración de proteína total en hemolinfa se incrementó significativamente por la exposición al
cadmio en mayor proporción en los camarones evaluados en 10 ups, salinidad en la cual la
biodisponibilidad de los iones del cadmio es mayor. Dicho incremento sugiere una estrategia para reducir
el efecto tóxico del metal a través de su enlace a las proteínas,,

Durante la exposición al metal, la bioacumulación dei cadmio fue mayor en el hepatopáncreas que en la
branquia de los camarones en ambas salinidades. No obstante, la acumulación del cadmio en la branquia
fue mayor en 17 ups que en 10 ups. En un medio libre del metal la tasa de eliminación del cadmio fue más
elevada en el hepatopáncreas que en la branquia, principalmente en 10 ups y en los camarones con
exposición previa a 0,10 mg Cd/1. En 17 ups, la bioacumulación del metal persistió en ambos tejidos,
particularmente en los camarones expuestos a 0,18 mg Cd/1. En ambas salinidades, la inducción de
metalotioneínas fue mayor en la branquia que en el hepatopáncreas de L setiferus, pero su síntesis se



relacionó con la bioacumulación del metal sóio en los camarones expuestos al cadmio en 10 ups. En un
medio libre del metal la reducción de las metalotioneínas fue mayor en el hepatopáncreas de los camarones
en ambas salinidades. La relación entre las metalotioneínas en la branquia y en el hepatopáncreas con el
incremento en las proteínas en la hemolinfa sugiere que la transferencia del metal de la branquia al
hepatopáncreas a través de la hemolinfa ocurre fundamentalmente por el enlace del cadmio a las
metalotioneínas y es más rápida en los camarones expuestos a 0.18 mg Cd/1 en 10 ups La persistencia del
cadmio bioacumulado en un medio libre del metal en contraste a la recuperación en la regulación iónica y
osmótica de los camarones, sugiere la participación de otros mecanismos de desintoxicación y protección
celular al efecto tóxico del metal

El consumo de oxígeno se incrementó solo en los camarones evaluados en 17 ups y expuestos a la mayor
concentración de cadmio, incremento que se mantuvo en la etapa de recuperación. Este aumento se
relacionó con la mayor acumulación del metal en la branquia y puede ser consecuencia de la participación
de mecanismos compensatorios para reducir la acción tóxica del metal. La recuperación en la
osmoregulación de los juveniles de L setiferus es reflejo de la participación de diversos mecanismos de
compensación y desintoxicación ai cadmio que demandan un gasto energético para mantener la
homeostasis de su medio interno y opera de manera diferente dependiendo de la capacidad osmoreguladora
de los camarones,.
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INTRODUCCIÓN

1. INTRODUCCIÓN

La contaminación marina por metales pesados es evidente en las zonas costeras como

consecuencia de las actividades humanas asociadas a las descargas industriales y municipales, a la

actividad petroquímica, a los aportes agrícolas y por algunos procesos naturales. En el ambiente

acuático, los principales reservónos abióticos son la columna de agua, los sedimentos suspendidos

y depositados, y el agua intersticial. Cuando se alteran las condiciones redox en los sedimentos se

puede generar un incremento en las concentraciones biodisponibles de los metales y así, por

procesos de difusión, compactación y bioturbación afectar la concentración de los mismos en

aguas sobreadyacentes. (Paéz-Osuna, 1996a),

En particular, los sistemas lagunares estuarinos, son receptores de elevadas concentraciones de

contaminantes de origen antropogénico, incluidos los metales pesados En estos sistemas se

detectan numerosos metales pesados sin función biológica conocida que presentan un elevado

potencial tóxico, entre los que se puede mencionar el mercurio, el cadmio y el plomo,,

Particularmente el cadmio, es considerado como uno de los elementos más adversos para la biota

acuática (Giesy et al. 1980).

La coordinación atómica del cadmio determina una fuerte afinidad para iones halogenuro y tiende

a formar fuertes complejos con iones orgánicos en ambientes marinos, por lo que su

concentración como ion libre suele ser baja Es conocido que la acomplejación del cadmio

modifica la bioacumulación y la biotoxicidad siendo los iones de Cd la forma más tóxica

(Saquid, 1992). La bioacumulación del cadmio en la biota acuática es dependiente de la forma

química presente en los que los iones libres (Cd2+) se absorben más rápidamente que los

complejos orgánicos e inorgánicos. Al incrementar la salinidad del medio, la acumulación del
"7-1-

cadmio es menor, debido a que disminuyen las concentraciones de iones Cd libres y aumentan

las del complejo Cd-Cl; en contraste, en los sistemas estuarinos y de agua dulce, los iones libres

constituyen una porción considerable del total de cadmio disuelto, lo cual aumenta su

biodisponibilidad. Por esta razón los organismos de agua dulce y estuarinos son

considerablemente más sensibles a la toxicidad del cadmio disueíto que los animales marinos,

debido a que al disminuir la biodisponibilidad del ion metálico libre, su acumulación es mayor

(Saquid, 1992).
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INTRODUCCIÓN

La toxicidad de los metales a la biota acuática esta influenciada tanto por factores fisicoquímicos

del medio como la salinidad (Rainbow, 1997; Jones 1975), pH (Pequeux, 1995), temperatura

(Jones 1975). dureza (Butler, 1998) y biológicos como la edad (Bambang et al., 1995), peso

(Lignot et al.. 1999), sexo (Legras et al , 2000) y hábitos alimenticios (Lignot et al., 1999; Giesy,

1980).

La entrada de metales del medio a los organismos puede llevarse acabo por dos rutas: una es la

pasiva y la otra es dependiente del transporte activo. En el caso de la difusión pasiva facilitada, el

metal se une inicialmente a una proteína de la superficie membranal que lo transporta a favor de

un gradiente o también por endocitosis, aunque estos mecanismos son de menor importancia en la

entrada de metales traza (Rainbow, 1997). El transporte activo es la ruta que siguen los iones

mayores como el sodio, potasio y calcio, a través de bombas que requieren energía en forma de

ATP, como la Na+-K+/ATPasa y la Ca2+ATPasa; sin embargo, moléculas orgánicas o inorgánicas

pueden afectar su apertura y selectividad o bloquear el acceso a los iones, como es el caso del

cadmio y/o moléculas como el DDT, o bien competir por la entrada en los canales selectivos del

calcio como es el caso del Cd2+, Pb2+" y del Mn2+ (Rainbow, 1997; Simkiss, 1996).

El efecto tóxico del cadmio en la biota acuática se atribuye fundamentalmente a las alteraciones

producidas en las funciones bioquímicas y en última estancia en las funciones celulares. Los

primeros efectos adversos del cadmio son la alteración de las actividades enzimáticas y los

mecanismos de transporte de las membranas celulares, los que a su vez son responsables de las

alteraciones metabólicas y fisiológicas de todo el organismo, El cadmio ocasiona la inhibición de

numerosas actividades enzimáticas como resultado del enlace del metal a los grupos funcionales

(carboxilo, imidazol. etc. y principalmente a los grupos sulfídrilo debido a su alta afinidad),

cambiando la estructura terciaria de las moléculas enzimáticas; adicionalmente desacopla la

función oxidativa y remueve el Zn de las enzimas que lo contienen (Postel et al., 1998;

Viarengo and Nott, 1993),.

En los crustáceos acuáticos, el efecto de los metales pesados está relacionado con el deterioro

funcional y estructural del principal órgano blanco de estos, la branquia. Dicho órgano desempeña
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un papel fundamental en el intercambio iónico y gaseoso, en el balance ácido-base, en la

excreción nitrogenada, en la regulación hídrica (Spicer y Weber, 1991; Dhavale et al., 1988,

Regnault, 1987;) y de manera global en la osmoregulación (Lignot et al 2000; Pequeux, 1995).

En los crustáceos acuáticos, la osmoregulación es una de las más importantes funciones

reguladoras de los organismos y es un mecanismo central en su adaptación al medio, En

organismos estuarinos, osmoreguladores activos, la osmoregulación mantiene la homeostasis

iónica y osmótica del medio interno de los organismos (Lignot et al 2000; Pequeux, 1995) y

determina su capacidad osmoreguladora la cual ha sido considerada como un indicador de la

condición fisiológica de los individuos (Lignot et al. 2000; Lignot et al, 1999; Bambang et al,

1995).

La exposición a los metales pesados y particularmente al cadmio en ios crustáceos ocasiona

alteraciones en su capacidad iono y osmoreguíadora debido a la disfunción en los mecanismos de

la regulación iónica y osmótica. Las causas de este deterioro incluyen alteraciones en la estructura

y ultraestructura de los órganos branquial y excretor, modificaciones en la actividad enzimática de

laNa-K+/ATPasa, enzima esencial en la regulación iónica y osmótica, cambios en el flujo iónico

y alteraciones en las superficies permeables (revisión en Lignot et al., 2000)

La Na+-K+/ATPasa es una proteína integral de la membrana de las células y es la responsable del

transporte de los iones Na+ yK a través de la membrana utilizando ATP como energía para ello

(Lingrel et al., 1994). La presencia de la Na+-K+/ATPasa en branquias de crustáceos decápodos y

su papel en el transporte activo de iones se tiene perfectamente identificada (Pequeux, 1995 ).

Asimismo su ultraestructura y la función asociada a las subunidades que la componen han sido

definidas recientemente (Shoshani and Ordaz-Gallo, 2001; Dunbar and Caplan 2001; Blanco and

Mercer, 1998; Lingrel and Kuntzweileí, 1994). El ciclo catalítico de la translocación activa del

Na+ y K+ por la ATPasa comprende una enzima fosforilada intermediaria. En crustáceos, la

presencia de cadmio altera el estado de fosforilación de la Na+-K+/ATPasa ocasionando su

inhibición, al enlazarse al metal de manera irreversible como ha sido descrito en Carcinus maenas

(Postel et al., 1998).
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La intoxicación crónica con cadmio ocasiona la inhibición de la Na+-K+ATPasa branquial en el

cangrejo Sécula serrata (Dhavale. et al. 1988) y en Carcinus maenas (Posteí et al 1998 ), la cual

ocasiona a su vez la alteración en el balance iónico y la presión osmótica de los organismos.

Niveles de 10 mg/1 alteran las concentraciones de Na+, K+ y Cl" en Penaeus japónicas (Bambang,

1995). Asimismo, niveles subletales de cadmio modifican la presión osmótica de juveniles de

Litopenaeus setiferus relacionados con alteraciones en los niveles de Na+, K+ y Cl" y en la

actividad enzimática de la Na+-K7ATPasa branquial (Vanegas, 1996). En juveniles de Penaeus

japonicus la exposición a 2 y 4 mg Cd/1 disminuye la capacidad osmoreguladora en un 53 y 47 %

a 38 ups y 16 ups (Bambang et al, 1995); en Palaemon elegans niveles de 1 a 7.5 mg Cd/1 afecta

la presión osmótica en 13% de agua de mar, pero no en 60% de agua marina (Chen y Slinn,

1980). A su vez, concentraciones subletales de cadmio producen cambios en la presión osmótica

del isopodo Idotea neglecta (Jones, 1975) y en Carcinus maenas (Thurberg et al., 1973) después

de una exposición de 48 h.

La disfunción en la regulación iónica y osmótica de los crustáceos decápodos por efecto de la

exposición al cadmio, se ha relacionado a su vez con la desorganización de las células

transportadoras de iones u ionocitos de la branquia y la glándula antenal, caracterizados por la

presencia de microvellosidades apicales, invaginaciones en la membrana basolateral y numerosas

mitocondrias (Pequeux, 1995). Las principales alteraciones observadas incluyen la reducción en el

número de mitocondrias y el aumento de su turgencia "hinchamiento", picnosis celular,

vacuolización intracelular, reducción y/o fragmentación de las invaginaciones de la membrana

basolateral y presencia de estructuras seudomielinicas (revisión en Lignot et al., 2000). Tales

alteraciones pueden ser en consecuencia responsables de la reducción del área del intercambio

iónico, de modificaciones en la regulación del volumen celular y de las alteraciones en los

mecanismos de intercambio iónico (fundamentalmente la bomba de Na+/K+), afectando

adversamente la regulación iónica y osmótica de los organismos.

En los peneidos, al igual que en los crustáceos decápodos, la regulación osmótica está dada

fundamentalmente por la regulación iónica de los iones mayoritarios Na+ y Cl" (Castille y

Lawrence, 1981a; 1981 b, Pequeux, 1995). No obstante la concentración de los proteínas totales en

hemolinfa participan de manera importante en el mantenimiento de la presión osmótica de los



INTRODUCCIÓN

organismos por medio de la presión osmótica coloidal oncótica o como precursoras de

aminoácidos libres, los cuales tienen una participación como osmoefectores para incrementar o

disminuir la osmolaridad de la hemolinfa (Pequeux, 1995).

En los crustáceos decápodos, la hemocianina (pigmento respiratorio) representa del 80 al 95% de

la concentración total de las proteínas de la hemolinfa de los organismos. Las proteínas en la

hemolinfa desempeñan a su vez un papel fundamental en el trasporte de metales (tanto los

esenciales como los de sin función biológica conocida) y la subsecuente disponibilidad del metal

a otros tejidos (Martín y Rainbow, 1998; Bjerregard 1990).

En crustáceos se ha propuesto que el cadmio puede ser transportado en la hemolinfa como iones

libres, transportado con la hemocianina por un proceso de pinocitosis o transportado con

amebocytos (Bjerregard, 1990).. No obstante, la evidencia obtenida en Carcinus Maenas sugiere

que la mayor proporción de cadmio incorporado a través de las superficies permeables de la

branquia se enlaza a proteínas de alto peso molecular en la hemolinfa, principalmente a la

hemocianina y es transportado al hepatopáncreas; este mecanismo explica la rápida transferencia

del cadmio de la branquia al hepatopáncreas a través de la hemolinfa (Martín y Rainbow, 1998;

Bjerregard, 1990; Wright y Brewer 1979)

La tolerancia de los organismos acuáticos a los metales pesados depende de su capacidad de

regular su concentración interna, de acumularlo en formas no tóxicas, o de eliminarlos. En los

crustáceos se han identificado diversas vías para ello: la eliminación de metal por la exuvia

(revisión en Bjerregaard, 1991; Vanegas, 1996), su compartamentaíización y acumulación en

lisosomas y en concreciones de calcio y magnesio o fosfato, los cuales son desechados por heces

y orina o acumulados en hepatopáncreas y branquia (Bjerregaard, 1991; 1990), así como el enlace

del metal a proteínas especificas fundamentalmente metalotioneínas (Legras, et al. 2000;

Rainbow, 1997; Bjerregaard, 1990 y 1991; Viarengo, 1985).

A nivel celular, los metales pueden reaccionar con el componente citosóíico y usualmente son

acomplejados en diferentes formas (por quelación, formación de sales, enlaces sulfhidrílieos) a

compuestos citosólicos tales como Hgandos altamente específicos (metalopioteínas y/o
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metalotioneínas). substratos, productos de la actividad enzimática o enzimas mismas (Viarengo,

1985),

En los organismos acuáticos, las metalotioneínas en particular, desempeñan un papel relevante en

el metabolismo de los metales (Roesijadi, 1992; Viarengo, 1985). Las metalotioneínas son

proteínas de bajo peso molecular, no enzimáticas y ricas en cisteina. Ei papel fisiológico de las

metalotioneínas no se tiene bien establecido para algunas especies; sin embargo, la conservación a

través de la evolución en muchos Phyla sugiere que estas desempeñan un papel importante en la

función celular que incluyen: a) la participación en el mantenimiento de la homeostasis de los

metales traza esenciales, fundamentalmente Cu y Zn actuando como reservónos de metales

esenciales que pueden ser donados a otras metaloproteínas; b) el secuestro de metales tóxicos

como el cadmio y el mercurio y el exceso de los metales esenciales y c) la protección contra el

daño oxidativo intracelular (Moilanen, 1999; Klaassen, et al. 1999; Roesijadi, 1992; Viarengo,

1985). De esta manera, las metalotioneínas desempeñan un papel relevante en la biota acuática

como mecanismo de desintoxicación de los metales pesados y de protección celular de sus efectos

tóxicos.

En crustáceos, se ha reportado la inducción de las metalotioneínas por la exposición a metales

pesados y en particular al cadmio. En Procambarus clarkii la exposición al cadmio induce la

síntesis de metalotioneínas en el hepatopáncreas (Martínez et al., 1993); el Cu y el Zn induce la

síntesis de metalotioneínas en branquia y hepatopáncreas de Carcinus maenas (Legras et al,,

2000; Pedersen et al., 1997), pero solo en el hepatopáncreas del cangrejo Pachygrapsus

marmoratus (Legras et al, 2000). En estas especies, la concentración de metalotioneínas se

relaciona con la acumulación tisular de los metales.

En ambientes contaminados, las alteraciones biológicas y en última instancia, la sobrevivencia de

los organismos es el resultado de la bioaaimulación de los metales, producto del deterioró del

balance entre las tasas de incorporación y las tasas de desintoxicación y excreción de los tóxicos

(Legras et al., 2000; Rainbow et al,,, 1993)
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El camarón blanco Liíopenaeus setiferus habita ambientes marinos y lagunares-estiladnos

dependiendo de la etapa de su ciclo de vida., Durante su etapa adulta permanece en el ambiente

marino en condiciones fisicoquímicas estables, en los estadios de postlarva y juvenil habita en

sistemas lagunares estuarinos donde los factores físicoquímicos varían ampliamente y en mayor

magnitud la salinidad y la temperatura (Charmantier, 1998; Pequeux, 1995) En el medio lagunar-

estuarino, los camarones son particularmente sensibles al efecto tóxico de los metales pesados

debido a la combinación del estrés salino y al incremento en la biodisponibilidad de los iones

metálicos en bajas salinidades,

1.1 JUSTIFICACIÓN

Al igual que otras especies de peneidos. L setiferus dependiendo de la etapa de su ciclo de vida

habita ambientes malinos y lagunar es-estuarinos, siendo en la etapa de postlarva cuando penetra

en el sistema lagunar y en donde se lleva acabo su desarrollo hasta la etapa de juvenil y preadulto

(Gracia, 1989 y Williams, 1984), En la etapa juvenil, la regulación osmótica es critica debido a las

amplias fluctuaciones en la salinidad del medio (Lignot et al 1999). En particular, los juveniles de

L setiferus presentan un amplia capacidad osmoreguladora; hiporegulando en salinidades

mayores a su punto isosmótico e hiperregulando en salinidades menores a ésta (Ríos, 2001; Rosas

et al., 1999; Castille y Lawrence, 1981a, Williams, 1960)., El punto isosmótico de juveniles de L,

setiferus (1.76 ± 0.29 g PH) ha sido determinado en estudios previos en nuestro laboratorio en 525

mOsm/Kg (Fig. 1) correspondiente a una salinidad de 17ups (Ríos, 2001). Estos resultados

difieren a lo obtenidos por McFariand y Lee (1963) en 850 mOsmol/kg para camarones de 100

mm de longitud; por Castille y Lawrence (1981b) de 680 mOsmol/kg correspondiente a 23.3 ups

en juveniles de 56-108 mm y a los obtenidos por Rosas et al. (1999) de 717 mOsmol/Kg

correspondiente a 24 ups en juveniles de 2 g PH,, Las diferencias obtenidas pueden ser debidas al

origen de los organismos (laboratorio-medio natural) o a las diferentes tasas de aclimatación y a

los tiempos de estabilización al cambio salino (Lignot et al., 1999; Ferraris et al., 1986; Castiíle y

Lawrence 1981a y b) (Figura 1).
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SALINIDAD MEOIO EXTERNO <ups)
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Figura I. Curva de osmoregulación de L, setíferas El valor del punto isosmótico es de
525 mOsm/Kg(17 ups) (Ríos, 2001)

El cadmio es el metal tóxico más ampliamente encontrado en los ecosistemas acuáticos costeros y

marinos. En el Golfo de México, las zonas costeras con ías más altas concentraciones de cadmio

son Tabasco>Campeche>Veracruz (Villamieva y Botello, 1998; Villanueva y Páez-Osima, 1996).

En la Laguna de Términos, adyacente a la Sonda de Campeche, se registran en el agua elevadas

concentraciones de cadmio, zinc, cromo y plomo, así como hidrocarburos derivados del petróleo,

sobrepasando los niveles mínimos para la vida acuática (Botello et al., 1992). Para el cadmio, el

limite máximo establecido para aguas de zonas pesqueras costeras y aguas estuarinas es de 0.1 a

0.2 mg/1 (NOM-001-ECO, 1996) y donde el criterio de protección para la vida acuática en aguas

marinas superficiales es de 0.008 ppm (IMP, 2001).

En la Laguna de Términos, habitan íos juveniles del camarón café Farfantopenaeus aztecus, el

camarón rosado Litopenaeus duorarum y el camarón blanco L. setíferas, destacando este último

por su abundancia (Gracia, 1989). Estas poblaciones están sujetas a presiones adicionales como la

pesca artesanal y al deterioro de su habitat. En el ambiente lagunar-estuarino, las concentraciones

de iones libres de cadmio están en función de la salinidad del medio, con mayores

concentraciones biodisponibles para los organismos en salinidades bajas, lo que a su vez

determina una tasa de incorporación más elevada (Fig. 2) (Newman y Jagoe, 1996; Saquid, 1992).

Así, la presencia de metales pesados impone un estrés adicional a los procesos de regulación

8



JUSTIFICACIÓN

iónica y osmótica en los jmeniles de L. setiférus y una mayor demanda energética para la

osmoregulación (Lignot et al .. 2000;Rosas et al 1997, Guerin y Stickle, 1995),.

Figura 2,. Velocidad de entrada de iones Cd2+ libres (ug I"1) en el organismo
en relación a la salinidad del medio y a la concentración ambiental del metal
(tomado de Newman y Jagoe, 1996),,

Considerando que los juveniles de L setiférus se enfrentan a amplias variaciones de la salinidad

en el medio como son los estuarios y que la concentración de iones libres de cadmio está en

función de la salinidad, es necesario abordar estudios concernientes a evaluar los efectos tóxicos

que ejerce el cadmio sobre los juveniles de la especie en un ambiente de salinidad variable. De tal

manera, el presente estudio se centró en abordar el efecto de la exposición subletal al cadmio en la

regulación iónica y osmótica de los juveniles de L setiférus tanto en un ambiente isosmótico

como en uno hiposmótico. Dado que las alteraciones biológicas se relacionan con la

bioacumulación del metal (Saquid et al, 1992; Lignot et al, 2000), se evaluó la concentración del

cadmio en la branquia, órgano fundamental en el intercambio iónico de los camarones (Lucu,

1990; Pequeux, 1995; Pequeux et al., 1984) y sitio blanco de la acción tóxica del metal (Dhavale

et al , 1988; Guerin y Stickle, 1995); así mismo se cuantificó la concentración de metalotioneínas

branquial como probable mecanismo de desintoxicación y protección al efecto adverso del metal

(Hogstrand y Haux., 1991; Klaassen et al., 1999).

Adicionalmente se evaluó el efecto tóxico de la exposición al cadmio sobre la tasa metabólica de

los camarones como un indicador del costo energético asociado a la regulación iónica y osmótica

de los organismos (Gaudy et al., 1991; Depledge, 1984, Thurberg et al., 1973)
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A fin de profundizar en los procesos de acumulación, transporte y desintoxicación ai cadmio, se

cuantificó su acumulación y la concentración de metalotioneínas en el hepatopáncreas de los

camarones (Martínez et al., 1993; Bjerregaard, 1990)

1.2 HIPÓTESIS

El efecto tóxico del cadmio sobre el balance iónico y osmótico de los juveniles de L setiferus es

mayor en salinidades bajas, debido a una mayor concentración de iones libres de cadmio que

inglesan al organismo, alterando los mecanismos implicados en la osmoregulación.

Ante una entrada masiva de cadmio resultante en una mayor acumulación de cadmio, es de

esperar una mayor inducción de metalotioneínas en branquia y hepatopáncreas como un

mecanismo de desintoxicación y protección celular contra el metal.

Las alteraciones biológicas observadas se verán reflejadas en un incremento en la tasa metabólica

de los camarones debido al aumento en las demandas energéticas para reducir la acción tóxica del

cadmio.
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1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto tóxico de la exposición crónica al cadmio en la osmoregulación de juveniles de

Litopenaem setíferas y la capacidad de su recuperación bajo condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS PARTICULARES

• Evaluar e! balance iónico y osmótico del medio interno de L seíiferus cuantificando los

principales iones plasmáticos Cl", Na" y K+, la concentración de proteína total y la presión

osmótica de la hemolínfa, en organismos expuestos a diferentes concentraciones subletaies de

cadmio y niveles de salinidad.

• Evaluar la actividad de la Na /K -ATPasa como indicadora del intercambio iónico del Na+ y

K+ en la branquia.

• Determinar los efectos de la exposición al cadmio sobre el balance hídrico de los organismos,

• Evaluar el consumo de oxigeno de los camarones expuestos a las diferentes concentraciones

subletaies de cadmio como una respuesta integradora e indicadora de la alteración en la

osmoregulación.

• Evaluar la inducción de la síntesis de metalotioneínas en branquia y hepatopáncreas en

función de la concentración y el tiempo de exposición al cadmio.

• Establecer la relación existente entre la alteración biológica observada y la bioacumulación

del cadmio en el organismo.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. CAPTURA

Los juveniles del camarón blanco Litopenaens setiferus (2 a 4.6 g de peso húmedo) se capturaron

al sureste de la Laguna de Términos, en el estuario de Atastillo durante el período comprendido de

septiembre del 2000 a mayo del 2001; la captura se realizó durante la mañana utilizando una red

de arrastre de prueba camaronera de 2m de largo y 1.5 m de abertura de trabajo, con una luz de

malla de 1 pulgada (Vanegas, 1996). Los arrastres se efectuaron con un tiempo efectivo de

arrastre de 1 a 2 min para evitar una mortalidad debida a la captura. Se emplearon las claves de

Williams (1984) para determinar a los organismos.

En el sítio de la captura se midió la temperatura y la concentración de oxigeno disuelto por medio

de un oxímetro ISY con sensor polarográfico (± 0.5 mg O2/I; ± 0.5 °C), la salinidad con un

refractómetro ATAGO (± 0,5 UPS) y el pH con un sensor YSI (± 0.05 unidades). Se tomaron

muestras de agua (150 mi) de la zona de captura, para cuantifícar la concentración de cadmio

presente; las muestras de agua se fijaron con 5 mi de ácido nítrico concentrado y se mantuvieron

en refrigeración para su posterior análisis. La cuantifícación total de cadmio se determinó

mediante espectrofotometría de absorción atómica como lo señala Ponce-Vélez y Botello (1991).

2.2. MANTENIMIENTO

Los camarones capturados se transportaron al Laboratorio de Ecología y Biología Marina

Experimental de la Facultad de Ciencias de la UNAM ubicado en Ciudad del Carmen, Campeche,

en bolsas de polietileno con atmósfera saturada de oxigeno y a una temperatura de 25 ± 1°C. Ahí

los animales se colocaron en contenedores de 500 I con agua de mar previamente filtrada (en

conchuela de mar fina, 7 mm diámetro, seguida de arena de mar, 2 mm de diámetro y finalmente

con tierra de diatomeas, de 80 \im) y diluida con agua destilada a la salinidad del sitio de captura.

La temperatura se mantuvo en valores ambientales. En estas condiciones los camarones

permanecieron un mínimo de 24 h sin alimento para contrarrestar los efectos de la manipulación y

12



MATERIALES Y MÉTODOS

el transporte,. Posteriormente los camarones se alimentaron diariamente con alimento balanceado

(camaronina. 35% de proteína) al 5% de su peso corporal..

Después de una permanencia de 48 a 72 h en los contenedores y 12 h de ayuno previo, los

organismos se trasladaron al laboratorio de Ecofísiología de la Facultad de Ciencias de la UNAM

en bolsas de polietileno con agua de los contenedores, atmósfera saturada de oxigeno y 25°C de

temperatura. Una vez en el laboratorio, se mantuvieron en una densidad de 100 ± 10 organismos

en sistemas de 250 litros, equipados con filtro biológico y agua a pH 7,8 ± 0.2, una concentración

de oxigeno disuelto de 5 ± 0 5 mg/1 y a la temperatura y salinidad del transporte; el fotoperíodo se

mantuvo en 12:12 h luz-oscuridad,, En estas condiciones los organismos permanecieron durante 5

días., Posteriormente se separaron dos grupos de organismos en los acuarios de mantenimiento en

los que la temperatura y la salinidad se ajustaron gradualmente (1°C y 1 ups/día) hasta alcanzar

28°C y las salinidades experimentales deseadas. Durante todo el período de mantenimiento se les

proporcionó diariamente alimento balanceado (camaronina, 35% de proteína; Purina S.A de C.V.)

equivalente al 5% de su peso corporal,

2.3. FASE EXPERIMENTAL

Para evaluar el efecto del cadmio sobre la osmoregulación de los juveniles de L. setíferas se

consideraron dos salinidades experimentales: 17 ± 1 ups (punto isosmótico) y 10 ± 1 ups

(condición hiposmótica) (Ríos, 2001). Una vez alcanzadas las salinidades a evaluar, en cada

condición los organismos se mantuvieron cuatro días previos a las pruebas experimentales,

considerando el antecedente de que los juveniles de L setiferus requieren 4 días para estabilizar

su medio interno ante cambios bruscos de salinidad (Ríos, 2,001; Vanegas, 1996; Castille y

Lawrence 1981a y b).

Por cada salinidad, 285 camarones se transfirieron de los acuarios de mantenimiento y se

distribuyeron en 12 acuarios de 40 1 (24 organismos por acuario) manteniéndolos durante 24 h sin

alimento como periodo de aclimatación por el estrés de la manipulación, previo a la adición del

metal (Vanegas et al., 1999). Las condiciones de temperatura, oxigeno disuelto y pH, se
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mantuvieron similares al periodo de mantenimiento. Cabe señalar que los camarones utilizados se

encontraban en etapa de intermuda, determinada de acuerdo a Robertson et al.(1987).

La selección de las concentraciones subletales de cadmio utilizadas en el presente estudio se basó

en estudios previos en los juveniles de L setiferus (CL50 = 0.99 ± 0.2 mg/1; Vanegas, 1996);

considerando concentraciones del metal en las que se presentó una mortalidad estimada menor al

1%. En cada salinidad, los camarones se expusieron a dos concentraciones subletales del metal:

0.10 y 0.18 mg Cd/1; en cada caso se consideró un grupo testigo (sin adición del metal). Las

concentraciones de cadmio empleadas se prepararon a partir de una solución madre conocida de

CdCb (99.8 % de pureza; Sigma) Eí efecto tóxico subletal del cadmio se evaluó a través de

bioensayos estáticos con recambio.

Durante el período de exposición de 5 días, se efectuaron diariamente recambios del 50% del

volumen de los acuarios y se renovaron las concentraciones respectivas del cadmio. Antes del

recambio, se tomaron muestras de 150 mi agua para verificar la concentración total del cadmio

presente.

En cada combinación salinidad-concentración de Cd experimental, la evaluación de las diversas

respuestas indicadoras del efecto tóxico del cadmio sobre la osmoregulación de los camarones y

su relación con probables mecanismos de desintoxicacíón, se efectuaron a las 0s 24, 72 y 120 h de

exposición. En cada período se analizaron 15 organismos de cada concentración y salinidad,

seleccionados al azar. Al terminó de la exposición, los camarones restantes se transfirieron a

acuarios libres de cadmio con el fin de evaluar su recuperación durante 7 días. De manera similar

se tomaron 15 organismos a las 24, 72 y 168 h para determinar su recuperación.

Durante el periodo de exposición y de recuperación se mantuvo el mismo régimen de

alimentación y recambio de agua descrito previamente, al igual que la temperatura, el pH, el

oxígeno disuelto y el fotopeiíodo,.

FALLA DE ORIGEN 1 14



MATERIALES Y MÉTODOS

2.4. RESPUESTAS EVALUADAS

2.4.1. OSMOREGULACIÓN

El efecto subletal del cadmio sobre la regulación iónica y osmótica de ios juveniles de

Litopenaeus setiferus se estableció a partir de la evaluación de diferentes respuestas1 la presión

osmótica del medio interno, la concentración de los iones plasmáticos Cl", Na+ y K+, la proteína

total en hemolinfa y la actividad de la enzima Na+/K+-ATPasa como indicadora del intercambio

activo del Na+ y K en el epitelio branquial de los camarones. Así mismo se evaluó el contenido

corporal de agua y el consumo de oxígeno de los camarones expuestos a las diferentes

condiciones experimentales., Tales respuestas se evaluaion durante el periodo de exposición (0,

24, 72, 120 h) en cada salinidad (10 y 17 ups) en las diferentes concentraciones subietales de

cadmio (0.10 y 0,18 mg Cd/1) y durante el periodo de recuperación (24, 72, y 168 h).

2.4.1.1 Presión Osmótica

La determinación de la presión osmótica del medio interno de los camarones de cada condición

experimental se efectuó en 10 organismos y en muestras de 20 \ú de la hemolinfa extraída del

seno infra-branquiaí (membrana toráxico-abdominal) de cada camarón. La hemolinfa se extrajo

por medio de una jeringa de I mi enjuagada con una solución de 0.75 mg/l de heparina (sal de

amonio); previamente se secó cuidadosamente la zona para evitar contaminación con el agua del

medio. Todo el procedimiento se realizó en frío,. Las muestras se diluyeron con agua desionizada

en una proporción 1:10. La presión osmótica de las muestras diluidas se determinó en un

microsmórnetro ADVANCED 3300 (± 0.05 mOsm/1). Posteriormente se efectuaron las

correcciones respectivas por la dilución efectuada por medio de la ecuación: Y = 0.105X-3.234

(p>0..05, R2=0.99) donde Y y X corresponden a la presión osmótica (mOsmol/Kg) de muestras

conocidas con dilución y sin dilución respectivamente (Anexo I),
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2.4.1.2. Iones Plasmáticos

La concentración de los iones plasmáticos Na , K y Cl" (mMoIes/1) de los organismos

provenientes de las diferentes condiciones experimentales se evaluaron en alícuotas de 50 ul de la

hemolinfa obtenida y diluida,. Los iones se determinaron por medio de un mi ero analizador de

iones específicos Easy Lyte Plus (± 0.05 mMoles/1). Asimismo se efectuaron las correcciones

respectivas por la dilución efectuada por medio de las ecuaciones:

Sodio: Y= 0.105X - 1.648 (R2=0.97)

Potasio: Y= 0.105X + 0.312 (R2=0.,82)

Cloro: Y= 0.098X-O.I79 (R2=0,,97)

donde Y y X corresponden a la concentración de iones (mMoles/1) de muestras conocidas con

dilución y sin dilución respectivamente (Anexo I).

2.4.1.3. Proteína Total

La determinación de las proteínas totales de la hemolinfa de los camarones se realizó en alícuotas

de 10 ui de la hemolinfa diluida (1:10) mediante el Kit de ensayo de proteínas (BIO-RAD) basado

en la técnica de Bradford y utilizando el método de macroensayo. Este análisis involucró la

adición de una solución acida del colorante de Azul Brillante de Coomassie (G-250) donde la

intensidad del color es proporcional a la concentración de proteína de la muestra. Las muestras se

leyeron en un espectrofotómetro SPECTRONIC 21 (Bausch and Lomb) a 595 nm. Los resultados

se transformaron a mg proteína/ml a partir de una curva patrón de concentraciones conocidas de

albúmina sérica bovina (BSA).

2.4.1.4. Actividad Enzimática de la Na+/K+-ATPasa en Branquia

Para el análisis de la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa branquial de los camarones, se

evaluó inicialmente la concentración de la proteína total en el tejido. La determinación del

contenido de proteína totales branquiales se realizó con el objetivo de tener una concentración

de proteína conocida (25 a 50 jig) para asegurar la suficiente cantidad de enzima requerida para el

análisis de actividad enzimática. La determinación de las proteínas es necesaria debido a que la
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actividad de las enzimas (como la Na+/K+-ATPasa) se expresa como UI (Unidad Internacional)

por mg de proteína o como concentración del producto (uMolPi/mg proteína). Solo se analizaron

los últimos tres pares posteriores de los filamentos branquiales, ya que es el principal sitio de

intercambio iónico en los crustáceos (Pequeux, 1995; Lucu, 1990).

Los análisis se efectuaron en 6 de los juveniles de Litopenaeus setiferus seleccionados al azar de

cada condición experimental de acuerdo a lo señalado por Tentes y Stratakis (1991; modificado)

Se separó el cefalotórax del abdomen y se removieron las branquias, enjuagándolas con una

solución fría de sacarosa 0.25 M y EDTA 6 mM. Se seleccionaron los tres últimos pares

branquiales posteriores y se volvieron a enjuagar con la solución de sacarosa; se secaron con

papel absorbente y se pesaron. El peso de los filamentos branquiales analizados por organismo fue

de 12 ± 3 mg PH. Dichos filamentos se homogenizaron en una solución amortiguadora que

contenía: 0.25 M Sacarosa, 6 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 30 mM Imidazol y 10 uM PMSF a un

pH de 6.8 en frío, considerando una relación de 40 ul/mg branquia, Se utilizó un homogenizador

de pistilo de teflón a 25 000 rpm por 60 segundos a aproximadamente 4°C. Este homogenado

crudo se centrifugó a 10 000 g (Eppendorf 5417R, rotor F45-30-11) por 30 min a 4°C. El

sobrenadante (4.2 mi) se colocó en un tubo de ensayo seco y la pastilla se resuspendió con 1.2 mi

de la solución buffer volviéndose a centrifugar en las mismas condiciones, a fin de remover todo

resto celular. El sobrenadante postmitocondriaí se sepaió y se combinó con el primero.

De cada muestra de homogenado centrifugado se tomó una alícuota de 25 jal y se adicionó 1.25ml

del colorante de BIO-RAD diluido 1:4 (método de macroensayó); se agitó en vortex y se incubó a

temperatura ambiente por 5 min. Las muestras se analizaron por duplicado y se incluyó un blanco

reactivo Inmediatamente después de la incubación, se efectuaron las lecturas de absorbencia de

las muestras a 595 nm con un espectrofotómetro SPECTRONIC 21 (Bausch and Lomb). A partir

del contenido de proteína total de este homogenizado centrifugado se determinó el volumen

requerido, con el fin verificar el tener una concentración de proteína total de 25 a 50 jag mínimo

en el homogenado que es la adecuada para asegurar la reacción al momento de iniciar' el análisis

de ATPasas. Los resultados se expresaron en mg proteína/ml a partir de una curva patrón de

concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina.
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La actividad de la Na+/K+-ATPasa branquial se efectuó de acuerdo al método propuesto por

Tentes y Stratakis (1991; modificado) y Postel, et al. (1998; modificado). La actividad enzimática

se evaluó en los organismos a los que se le retiraron los últimos tres pares posteriores de los

filamentos branquiales,. Cabe señalar que si bien en la literatura se señala que la actividad de la

Na+/K+-ATPasa es evaluada preferentemente en la fracción microsomal, de acuerdo a Tentes y

Stratakis (1991) la actividad específica de la enzima es similar al ser evaluada tanto en el

sobrenadante (de 10 000 g) como en los microsomas (pastilla de 100 000 g). De tal manera que en

este estudio se consideró la evaluación de la actividad enzimática en el sobrenadante obtenido a

10 000 g para el análisis de proteínas totales señalado previamente.

La actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa se determinó a partir de la diferencia entre la

concentración de fosfato inorgánico liberado del ATP en ensayos realizados en medio de

incubación en ausencia de ouabaina (ATPasa total) y en presencia de ella (Mg ATPasa) (Tabla 1).

Tabla 1, Medio de incubación empleado para evaluar la actividad de la
Na7K7-ATPasa branquial,. *Se adicionaron tantos ul necesarios para
obtener una concentración de proteína de 25 a 50 u,g.

SOLUCIONES
130mMNaCl
lOOmMNaCI
30 mM KC1
20 mM Imidazol pH 7.2
1 mM Ouabaina
Agua Desionizada
Homogenado centrifugado*
Total de solución

SIN OUABAINA
—

30 Mi
30 ul
30 ul

—

x ul
x jul

300 ul

CON OUABAINA
30 ul
—
—

30 ui
30 ul
x |ii
x ul

300 ul
Inicio de reacción con

5 mM ATP en 10 mM MgCl 30 ul 30 ul

Se tomaron del homogenado centrifugado tantos fj.1 del centrifugado de acuerdo al análisis de

proteína efectuado anteriormente para tener una concentración total de 25 a 50 |ng de proteína al

momento de la reacción, los cuales se adicionaron a una solución que contenía: 100 mM NaCI, 30

mM KC1 y 20 mM Imidazol a pH 7.2 (ATPasa Total); así mismo, se adicionó la misma cantidad

de homogenado a una solución que contenía: 130 mM NaCI, 20 mM Imidazol a pH 7.2 y 1 mM

Ouabaina (Mg2+-ATPasa). Ambas soluciones se ajustaron a un volumen final de 300 ul con agua

bidestilada-desionizada; todo el procedimiento se efectuó por triplicado. En ambos casos, la
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reacción se inició con la adición de 10 mM MgCl y 5 mM ATP, incubándose a 30°C por 15 min

bajo agitación constante. Al término de la incubación se detuvo la reacción agregando 0.9 mi de

TCA al 8%. manteniendo en reposo las muestras por 10 mín. Posteriormente las muestras se

centrifugaron a 2000 g por 10 min.

La actividad de la ATPasa se analizó colorimétricamente en el sobrenadante, en el cual se le

midió el fósforo inorgánico liberado del ATP por las ATPasas presentes en la muestra mediante el

método de Ames (Ames, 1966), a partir de la medición de la cantidad de fósforo inorgánico en

forma de fosfomolibdato de amonio, el cual da una tonalidad azul. Con este fin, se tomaron 50 u]

del sobrenadante y se le adicionaron 250 ul de agua desionizada y 700 ul de reactivo de Ames,

consistente en 6 vol de molibdato de amonio al 0.42% en 1 voí de ácido sulfúrico 1N y 1 voí de

ácido ascóibico al 10%; las muestras se agitaron y se incubaron posteriormente a 45°C por 20

min., Los ensayos se realizaron por duplicado. Posteriormente, se leyeron las muestras, una

dilución estándar de fosfato (0.5 u.g Pi/ml) y un blanco (0 ug Pi/ml) a una absorbancia de 820 nm

con un espectrofotómetro SPECTRONIC 21 (Bausch and Lomb).

La actividad de la Na+/K+-ATPasa branquial se calculó como micromoles de fósforo inorgánico

liberado (Pi) por miligramo de proteína por hora (umol Pi/mg Proteína/h) resultante de la

diferencia entre las muestras incubadas en ausencia y en presencia de ouabaina.

2.4.1.5. Contenido de Agua Corporal

Cinco camarones provenientes de las diferentes condiciones experimentales, se secaron con papel

absorbente y se obtuvo el peso húmedo (mg PH) en una balanza analítica Sartorius (±0.0001).

Posteriormente los organismos se deshidrataron a 60°C por 48 h en una estufa BLUE-M ± 1°C

para obtener el peso seco (mg PS). El contenido porcentual de agua en los camarones se calculó

por la diferencia de peso húmedo (PH) y el peso seco (PS) de los organismos mediante la

siguiente formula:

% Agua = ([PH, g - PS, g] / PH, g) x 100
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2.4.1.6. Consumo de Oxígeno

El consumo de oxígeno de los organismos se evaluó a través un sistema de flujo continuo y

termonegulado (Figura 3) constituido por 11 cámaras respirométricas de vidrio de 430 mi de

capacidad.

A : Reservorio de agua
B : Sistema Distribuidor
C : Termostato
D : Aeración
E : Baño termorregulado
F : Cámara respirométrica
G : Salida / Toma de muestra

«5* G

Figura 3. Sistema respirométrico de flujo continuó,,

Para evaluar el efecto del cadmio en los camarones expuestos en cada una de las concentraciones

de cadmio (0, 0.10 y 0.18 mg Cd/1) y evaluados en cada salinidad (17 y 10 ups), se emplearon 10

juveniles por cada tiempo de exposición (0, 24, 72 y 120 h) y de recuperación (24, 72 y 168 h)

mantenidos en ayuno previo 24 h. Los camarones se colocaron de manera individual en las

cámaras respirométricas con agua a la concentración de cadmio evaluada y a la temperatura y

salinidad de los acuarios de exposición-recuperación; se consideró una cámara sin organismo

como testigo Los organismos permanecieron en dichas cámaras durante 2 horas con flujo

continuo con una velocidad de 1.16 ± 0.22 1/h previo a las mediciones con el fin de disminuir el

estrés ocasionado por la manipulación (Molina et al, 1997). Después de este periodo se midió la

concentración de oxígeno disuelto (mg O2/1) en muestras de agua a la entrada ([O2]e) y a la salida

([O2]s) de cada cámara por medio de un oxímetro YSI con sensor polarográfíco (± 0.5 mg O2/I; ±

0.5 °C) y se midió el flujo de agua (F; ml/h). Estas mediciones se repitieron dos veces más con un

intervalo de dos horas entre ellas. En todos los bioensayos, las evaluaciones del consumo de

oxígeno se iniciaron a las 7:30 hrs y se terminaron a las 15:00 hrs.
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El consumo de oxigeno individual (VO2; mg O2 h~' organismo"1) se calculó de acuerdo a la

formula (Cech, 1990):

VO2=([O2]e-[O2]s)*F

Los valoies se corrigieran por los obtenidos en la cámara testigo, sin organismo. AI terminó de las

pruebas los camarones se sacrificaron y se registró el peso húmedo (g PH). Los resultados del

consumo de oxígeno individual se relacionaron con el peso de cada organismo y se obtuvo el

consumo de oxígeno peso específico (QO2; mg O2 h"1 PH"!) de los camarones.

2.5 Bioacumulación de Cadmio

Con el fin de establecer la relación causa-efecto de la exposición al cadmio sobre la

osmoregulación de los camarones, se evaluó la concentración del metal en la branquia de los

organismos, órgano fundamental en la regulación iónica y osmótica de los crustáceos acuáticos

(Pequeux, 1995; Liicu, 1990). Asimismo se determinó la bioacumulación del cadmio en el

hepatopáncreas con el propósito de profundizar en los mecanismos de eliminación y transferencia

del metal desde la branquia al hepatopáncreas de los camarones a través de la hemolinfa.

La acumulación del cadmio se analizó en las branquias y hepatopáncreas de 6 camarones

provenientes de cada condición experimental Los organismos se disectaron en frío. Los tejidos se

lavaron previamente con agua bidestilada desionizada, se pesaron (PH) y se liofílizaron hasta

obtener su peso seco (PS). Posteriormente los tejidos fueron digeridos en un horno de micrOondas

Modelo MDS-2000 de CEM en vasos ACV de tefión; la branquia fue digerida con 1.5 mi de

HNO3 concentrado Supra puro (70%) a una presión controlada de 40, 60, 80, 100 y 120 PSI en

intervalos de 3 minutos y 100°C y el hepatopáncreas con 2 mi de HNO3 concentrado Supra puro

(70%) a una presión controlada de 20, 40, 80, 110, 140 PSI en intervalos de 3 y 5 minutos a

100°C. La concentración de cadmio presente en el tejido se determinó por medio de

espectrofotometría de absorción atómica con un equipo VARÍAN SpectrAA 220, utilizando una

flama Aire-Acetileno y un flujo de 13 5 1/min (aire) y 2.0 1/min. (acetileno) con un límite de

resolución del 5%, empleando una lámpara de Cadmio de cátodo hueco, con una corriente de 4

mA. Las concentraciones del metal de los tejidos se estimaron a partir de una curva de soluciones
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estándar de 0. 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 mg Cd/1 (estándar de referencia 1 mg Cd/mi en 1% HNO3;

SIGMA), El equipo se calibró cada 15 muestras leídas. El contenido de cadmio cuantificado en

los tejidos y la calibración del equipo se valoró utilizando el tejido de referencia TORT-2,

(hepatopáncreas de Langosta Homarus americanas), proporcionada por la National Research

Council, Canadá.

Los resultados obtenidos se expresaron en mg Cd/mg PS de tejido.

2.6 Concentración de Metalotioneínas

Se evaluó la concentración de metalotioneínas (MT) en la branquia y en el hepatopáncreas de los

juveniles de L setiferus como un mecanismo probable de desintoxicación y protección celular1 al

cadmio acumulado en los tejidos por la exposición al metal. La determinación de las

metalotioneínas en los tejidos se realizó en cuatro organismos provenientes de cada condición

experimental, tanto de las fases de exposición como de recuperación, de acuerdo al procedimiento

propuesto por Scheuhammer y Cherian (1986), modificado en el presente estudio. El

hepatopáncreas y las branquias disectadas se enjuagaron con una solución fría de sacarosa 0 25 M

y EDTA 6 mM, se secaron con papel filtro y se tomó su peso húmedo (PH); se obtuvieron pesos

de 0.1 a 0.25 g PH de hepatopáncreas y de 0,02 a 0.07 g PH de branquias. Los tejidos se

colocaron en tubos eppendorf y se congelaron inmediatamente a -70°C para su posterior análisis.

Posteriormente cada órgano se homogenizó en una solución fría de sacarosa 0.25 M en una

relación de 4:1 mediante un homogenizador POLYTRON PT 1200 y un generador PT-DA

12072EC a 25 000 rpm. El homogenado se centrifugó a 14 000 g durante 20 min a 4°C. Se separó

la fracción sobrenadante y se colocaron alícuotas de 400 ul en tubos eppendorf de 2 mi. Se

adicionaron 400 \x\ de glicina 0.5 M a pH 8,5 y 500 fil de solución de plata (20 p.g/ml) en glicina.

Se incubaron por 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad con el fin de saturar los sitios de

unión de las metalotioneínas.

El exceso de plata se removió adicionando 100 \x\ de hemolizado de sangre de rata Winstar,

machos adultos de 400 g (RCB), preparado como es descrito por Onosaka y Cherian (1982),
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seguido de un tratamiento de calor con baño María a 100°C por 1.5 a 2 min. Este tratamiento de

calor precipita la plata unida a la hemoglobina del hemolizado y a otras proteínas, excepto las

metalotioneínas que son estables al caior., Las proteínas y la hemoglobina desnaturalizadas se

removieron por centrifugación a 1 200 g por 5 min. Este procedimiento: hemolizado-calor-

centrifugación se repitió dos veces. Se retiró el sobrenadante, se colocó en un tubo eppendorf y se

centrifugó nuevamente a 15 000 g por 5 min. El sobrenadante se retiró y se congeló a -70°C para

su análisis posterior de la concentración de plata.

Para determinar la concentración de plata en las muestras, el sobrenadante se descongeló y se

aforo a 5 mi con agua desionizada. La concentración del metal se analizó por espectrofotometría

de absorción atómica con un equipo VARÍAN SpectrAA 220, utilizando una flama Aire-

Acetileno y un flujo de 13.5 I/min (aire) y 2.0 1/min. (acetileno) con un límite de resolución del

5%, empleándose una lámpara de Plata de cátodo hueco, con una corriente de 4 mA, Para la curva

de calibración se emplearon estándares de 0, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 ug/1 Ag (estándar de referencia

de 1 mg Ag/mí en 1% HNO3; SIGMA) en buffer de glicina 0.5 M, calibrando el equipo cada 10

muestras leídas.

La cantidad de metalotioneínas (MT) presentes en el sobrenadante final, se determinó por la

cantidad de plata contenida mediante la siguiente ecuación:

ug MT = f[Ag; mg/n^-fAg; mg/ilh)* 3 .55 A Vh; mi* Fd
Va; mi

donde:

m= muestra de tejido, branquia o hepatopáncreas (mg PH)

b= blanco de reactivos

3.55= constante de estabilidad del enlace Ag-MT

Fd= factor de dilución (1:5 o 1:10)

Vh= volumen total del homogenado (mi)

Va= volumen de aforo total (mi)
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La concentración de metalotioneínas presentes en los tejidos se expresó como ug MT/mg PH,

considerando el peso (mg PH) de cada tejido.

2.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados obtenidos en cada tiempo del bioensayo durante la exposición-recuperación, se

analizaron previamente mediante un análisis exploratorio de datos (análisis de normalidad y de

residuos) a fin de eliminar datos atípicos. Para conocer el efecto de la exposición subletal al

cadmio sobre las diferentes respuestas evaluadas, los resultados se sometieron a un análisis de

varianza (ANOVA) de dos vías considerando un nivel de significancia de p<0.05 para comparar

el efecto de la concentración del metal (testigo, 0.10 y 0.18 mg Cd/1) en cada etapa de exposición

y recuperación, el efecto de la salinidad (17 y 10 ups) y la interacción entre la concentración del

cadmio con la salinidad en cada etapa (exposición-recuperación) del bioensayo. Asimismo se

utilizó una ANOVA de una vía para determinar el efecto significativo del tiempo de exposición-

recuperación en cada concentración de exposición. Las diferencias significativas de cada uno de

los grupos comparados se establecieron mediante el análisis de comparación múltiple de

Newman-Keuls con un nivel de significancia de p<0.05 (Zar, 1999).
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3. RESULTADOS

Los valores de temperatura, salinidad, pH y oxígeno disuelto, así como la concentración de

cadmio en el agua en e! Estuario de Atastillo en la Laguna de Términos, donde fueron capturados

los juveniles de L. setíferas se señalan en la tab!a 2.

Tabla 2. Temperatura, salinidad, oxígeno disuelto (OD), pH y concentración de cadmio en el agua de las
zonas de captura de los juveniles de L. setiferus (promedio ± ES). Entre paréntesis se señalan valores
máximos y mínimos.

CAPTURA

V
ÍA

S
LL

U

Ü j

Ñ
O

R

ir.

Septiembre
2000

Febrero

2001

Mayo 2001

CADMIO mg/1

AGUA SIN

FILTRAR

0..017 ±0,006

(0 006-0.028)

0 006 ± 0.0005

(0 005-0.006)

0.063+0,0015

(0 061-0 064)

AGUA

FILTRADA

0.017 ±0.007

(0 005-0.028)

0 0045 ±0.001

(0.004-0.005)

0,064 ±0.001

(0.063-0 064)

SALINIDAD

ups

11.0+1 19

(2-15)

5 28 ± 0 36

(4.3-6.6)

27.66 ±0.38

(23,7-29 6)

pH

7.61 ±0.08

(7 .2-8 5)

7.72 ±0.03

(7 61-7 78)

7.88 ± 0 03

(7.76-8.07)

TEMPERATURA

°C

27 85±0.,21

(26 3-29.1)

27,9 ±0.27

(27,3-29)

29.78 ± 0.25

(28 2-31.7)

OD

mg/1

4 37 ±0.16

(3 ,5-5 3)

5 62 + 021

(5 .2 -6 4)

5 06 + 0.28

(3.6-6 8)

Los camarones capturados en septiembre del 2000 se utilizaron en los experimentos realizados en

17 ups; mientras que los capturados en febrero y mayo del 2001 se destinaron a los experimentos

realizados en 10 ups,

En el laboratorio, durante el periodo de mantenimiento y a lo largo de los bioensayos, no sé

observó mortalidad en los camarones.

Durante el transcurso de la exposición al cadmio en las dos salinidades experimentales (10 y 17

ups), las concentraciones reales de cadmio total en el medio se mantuvieron constantes, en 0.10 ±

0.004 mg Cd/I y 0,18 ± 0.004 mg Cd/I.
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3.1.OSMOREGULACION

3.1.1 .Presión osmótica

Los camarones del grupo testigo evaluados en 17 ups mantuvieron su medio interno constante a lo

largo de las pruebas, en niveles ligeramente hipeí osmóticos (539.5 ± 7.2 mOsm/Kg) con respecto

al medio externo (497.7 ± 2.6 mOsm/Kg) (Tabla 3)

La presión osmótica de la hemolinfa de los camarones durante la etapa de exposición a 0.10 mg

Cd/1 y 0.18 mg Cd/I y durante el periodo de recuperación en un medio exento del metal, se

señalan en la tabla 3 y en la figura 4A. La exposición a 0.10 mg Cd/1 no modificó la presión

osmótica de los camarones manteniéndose constante los valores a lo largo del bioensayo y en

niveles similares al grupo testigo (p>0.,05). En contraste, la exposición a 0.18 mg Cd/1 incrementó

significativamente la presión osmótica de los camarones hasta un 13.2 %, a las 24 y 72 h de

exposición al metal (p<0.05); no obstante a las 120 h de exposición la presión osmótica recuperó

los niveles normales iniciales manteniéndose estable durante toda la etapa de recuperación, en

niveles similares al grupo testigo (p>0.05).

Los juveniles de L. setiferus evaluados en 10 ups mantuvieron su medio interno hiperosmótico con

respecto al medio externo (295.17 ± 2.61 mOsm/Kg). La exposición a 10 mg Cd/1, no modificó la

presión osmótica de los camarones, en contraste, al exponer los organismos a 0.18 mg Cd/í la

presión osmótica de la hemolinfa se redujo significativamente (p<0.05) a las 24 y 120 h de

exposición, con una disminución máxima de 14.9%; no obstante los camarones recuperaron los

niveles normales desde las primeras 24 h en un medio libre de metal (p>0.05) (Tabla 3).

El análisis de varianza efectuado demostró que la presión osmótica del medio interno de los

camarones no fue alterada por la exposición al cadmio (p>0.05), pero si fue modificada por la

salinidad, particularmente en los grupos expuestos en 0.10 mg Cd/1 (p<0.05); a su vez la

interacción cadmio-salinidad ejerció un efecto significativo (p<0.05).
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I
016

EXPOSICIÓN RECUPERACIÓN

2i 72
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Figura 4. Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la presión osmótica de la hemolinfa de L
setiferus expuestos durante 120 h a 0,10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al cadmio en dos
salinidades: 17 ups (A) y 10 ups (B). Ei grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ± ES; líneas
punteadas).

Al comparar los grupos experimentales entre ambas salinidades, la presión osmótica de los grupos

testigo fueron similares en los periodos de exposición y recuperación. En los camarones expuestos

a 0.10 mg Cd/1 en 10 ups, la presión osmótica durante las etapas de exposición y recuperación fue

7% mayor que en los camarones expuestos en 17 ups (p<0.05). En contraste, la presión osmótica

de ios camarones expuestos a 0.18 mg Cd/1 en 10 ups fue 8.5% menor (p<0.05) que en los

evaluados en 17 ups; no obstante ambos grupos durante la etapa de recuperación recobraron los

valores iniciales en niveles similares al grupo testigo (p>0.05) (Tabla 3).

3.1.2- Iones Plasmáticos Na+, K+ y Cl

Los juveniles de L. setiferus evaluados en 17 y 10 ups, mantuvieron su medio interno híper-iónico

con respecto al medio externo (Tablas 4, 5 y 6).

En relación al Na+, los camarones del grupo testigo evaluados en 17 ups mantuvieron constantes

la concentración del ion a lo largo de las pruebas (p>0.05) en niveles 46.7% mayores que el medio

externo (p<0.05) (Tabla 4; Figura 5A). En los grupos expuestos a 0.10 y 0.18 mg Cd/1, los

niveles de Na+ se mantuvieron similares durante las etapas de exposición y recuperación (p>0.05).
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Sin embargo, el análisis estadístico demostró que 0.18 mg Cd/1 incrementó significativamente los

niveles de Na+ (5.2%) en el medio interno de los camarones, respecto al grupo testigo (p<0.05)

(Tabla 4; Figura 5A).

En 10 ups, los niveles de Na+ en la hemolinfa de los camarones del grupo testigo se mantuvieron

constantes a lo largo del bioensayo (p>0.05) con valores 104% mayores que el medio externo

(p<0.05). De manera general, la exposición al cadmio no modificó la concentración interna del

Na+ (p>0.05), manteniéndose niveles similares durante las etapas de exposición y recuperación

(p>0.05); solamente la exposición de 120 h a 0.18 mg Cd/1 redujo 8.2% los niveles del ion

(p<0.05) los cuales incrementaron a niveles normales (p>0.05) en un medio libre del metal (Tabla

4; Figura 2B).

El análisis de varíanza denotó el efecto significativo de la salinidad y de la interacción salinidad-

cadmio (p<0.05). más no así de la exposición al metal (p>0.05) Al comparar los grupos

experimentales en ambas salinidades, los niveles de Na en la hemolinfa de los camarones

evaluados en 10 ups, tanto del grupo testigo como los expuestos a ambas concentraciones de

cadmio, fueron 24% menores que los grupos respectivos evaluados en 17 ups (Tabla 4).

2 30

018 - j -

í'Vio - * i - -

EXPOSICIÓN

T

-L

RECUPERACIÓN

24 73 120 168 ME

TIEMPO (h)

f'

EXPOSICIÓN

Jf

RECUPERACIÓN

T

3 :

2* 72 120 24 72 120 168 ME

TIEMPO (h)

Figura 5 Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la concentración de Na+ de la hemolinfa de
L setifems expuestos durante 120 h a 0.10 y 0.18 mgCd/ly durante 168 h de recuperación al cadmio a una
salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B) El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ± ES; líneas
punteadas)
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En relación con los niveles de K+ en la hemolinfa, ios camarones del grupo testigo evaluados en

cada salinidad (10 y 17 ups). mantuvieron concentraciones constantes a lo largo de las pruebas

(p>0.05) e hiperiónicos respecto al medio externo (p<0.05), en niveles 128 y 81% mayores en 10

y 17 ups, respectivamente,

En 17 ups. sólo la exposición a 0.18 mg Cd/1 modificó la concentración del K4" en el medio

interno de los camarones (p<0.05) (Tabla 5; Figura 6A). No obstante, la concentración de K+ sólo

se modificó en las primeras 24 h de exposición, observándose una reducción del 29.6 % respecto

a los valores iniciales (p<0.05); sin embargo, a partir de las 72 h de exposición se observó una

recuperación de los niveles del ion los cuales se mantuvieron constantes hasta el termino del

bioensayo en niveles similares al grupo testigo (p>0.05). Si bien la exposición de 0.10 mg Cd/I no

modificó la concentración iónica del K+ (p>0.05), a las 24 h de recuperación en un medio libre

del metal se observó una reducción del 16.6% (p<0.05), los cuales se recuperaron a los valores

noiinales iniciales a las 72 h (p>0.05). No se observaron diferencias significativas entre las etapas

de exposición-recuperación de cada tratamiento (p>0.05).

En los camarones evaluados en 10 ups, la exposición al cadmio no modificó significativamente

los niveles de K en el medio interno de los camarones (p>0.05). Sin embargo, en el grupo

expuesto a 0.10 mg Cd/1, se observaron diferencias significativas entre las etapas de exposición y

recuperación; a partir de las 72 h de recuperación, los niveles de K+ se incrementaron hasta un

14% (p<0.05) manteniéndose elevados hasta el término de las pruebas (Tabla 5; Figura 6B). La

exposición a 0,18 mg Cd/1 no modificó significativamente los niveles del ion en la hemolinfa de

los camarones (p>0.05).

El análisis de varianza de dos vías realizado denota el efecto significativo de la salinidad y de la

exposición al metal (p<0.05) sobre los niveles de K en la hemolinfa de L. seíiferus, más no así de

la interacción de las variables (p>0.05).
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Figura 6. Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la concentración de K+ de la hemolinfa de
L setíferas expuestos durante 120 h a 0.08 y durante 0.16 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al
cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ±
ES; líneas punteadas).

El efecto significativo de la salinidad se observó tanto en los grupos testigo como en los expuestos

al cadmio (p<0.05). Los niveles de ]£+ en la hemolinfa de los camarones del grupo testigo

evaluados en 17 ups fueron 30% mayores que en los evaluados en 10 ups; en los grupos expuestos

a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 en 17 ups, la concentración de K+ fue 39 y 13 % mayores respectivamente

que los grupos evaluados en 10 ups (Tabla 5).

Con relación al Cl", los grupos testigo evaluados en 17 y 10 ups mantuvieron niveles hiperiónicos

respecto al medio externo, 64 y 65% mayores respectivamente. El análisis estadístico efectuado

demostró el efecto significativo del cadmio y de la salinidad (p<0.05)? pero no así de su

interacción (p>0.05). En 17 ups, la exposición a las dos concentraciones del metal (0.10 y 0.18

mg Cd/1) alteró la concentración del Cl" en la hemolinfa de los camarones (p<0.05); a su vez se

observaron diferencias significativas entre las etapas de exposición y recuperación al cadmio

(p<0.05) (Tabla 6; Figura 7A).

En los organismos expuestos en 0.10 mgCd/1 a las 120 h de exposición los niveles de Cl" se

incrementaron 7% respecto a los valores iniciales (p<0.05) y se redujeron 33.4 % desde las

primeras 24 h de recuperación (p<0.05), recuperando sus niveles normales al final de la etapa. En

0.18 mgCd/1 el efecto de la exposición al metal fue mayor; a partir de las primeras 24 h se observó

una reducción de los niveles de Cl" en un 35.6% (p<0.05), manteniéndose bajo durante toda la

33



RESULTADOS

etapa, no obstante, desde el inicio de la etapa de recuperación los niveles de Cl" alcanzaron niveles

normales, simiíaies ai grupo testigo (p>0.05) (Tabla 6; Figura 7A).

En los camarones evaluados en 10 ups. sólo la exposición a 0.18 mg Cd/I alteró la concentración

de Cl" de la hemolinfa, observándose diferencias significativas entre las etapas de exposición y

recuperación (p<0.05); a partir de las 24 h de exposición, se observó un decremento del 34.4%

que se mantuvo hasta las 24 h de recuperación, a partir del cual los niveles del ion aumentaron

hasta alcanzar los valores iniciales similares al grupo testigo (p>0.05) (Tabla 6; Figura 7B).

En los camarones expuestos en 0.18 mg Cd/1, la r educción global en la concentración de Cl" del

medio interno durante la etapa de exposición respecto al grupo testigo, fue similar en ambas

salinidades,, del 19 y 18% en 10 y 17 ups (Tabla 6),

Al comparar los grupos experimentales evaluados en las dos salinidades, tanto en los camarones

del grupo testigo como en los expuestos al cadmio en 17 ups, los niveles de Cl" en la hemolinfa

fueron 34 a 40% mayores que los grupos respectivos evaluados en 10 ups (p<0,05).
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3.1.3. Proteína total en hemolinfa.

El análisis de varianza efectuado denotó el efecto significativo de la salinidad, de la exposición al

cadmio y de la interacción de ambos factores (p<0.05) en los niveles de proteína total en la

hemolinfa de los organismos (Tabla 7).

Si bien, en 17 ups el análisis estadístico no demostró de manera general el efecto significativo del

cadmio, la exposición a 0.10 mg Cd/1, el nivel de proteína total en hemolinfa a las 120 h de

exposición aumentó 69.4% (p<0.05) respecto a los niveles inicíales, manteniéndose elevado en las

primeras 24 h de la etapa de recuperación; a partir de las 72 h de recuperación, la concentración

de proteína total se redujo hasta alcanzar sus valores normales similares al grupo testigo (p>0 05)

los cuales se mantuvieron hasta el término del periodo de recuperación (Tabla 7; Figura 8A)

Asimismo, la exposición a 0.18 mg Cd/1 modificó la concentración de proteína total,

observándose diferencias significativas entre las etapas de exposición y recuperación (p<0.05); a

partir de las 72 h de exposición, la concentración de protema total aumentó significativamente

(p<0.05) hasta un 56.9%; no obstante, al inicio del periodo de recuperación recobró los valores

normales iniciales, similares al grupo testigo (p>0.05) (Tabla 7; Figura 8A).

En los camarones evaluados en 10 ups, el contenido de proteína total en hemolinfa fue modificado

por la exposición a 0.10 y 0,18 mg Cd/1 no obstante se observaron diferencias significativas

(p<0.05) entre las etapas de exposición y recuperación sólo en el grupo expuesto a 0.18 mg Cd/1

(Tabla 7; Figura 8A).

En 0.10 mg Cdl, los niveles de proteínas se incrementaron 48 y 36.8% a las 24 y 120 h de

exposición al metal (p<0.05), mientras que en 0.18 mg Cd/1 se observó un incremento del 107% a

las 72 h de exposición (p<0.05) respecto a los valores iniciales (Figura 8B) No obstante, durante

la etapa de recuperación, la concentración de proteína total recobró los niveles iniciales, similares

al grupo testigo (p>0.05) (Tabla 7; Figura 8B).
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El efecto significativo por el cambio de salinidad se observó fundamentalmente en los camarones

del grupo testigo (p<0.05); en los grupos evaluados en 17 ups la concentración de proteína total

en la hemolinfa fue 25.4% mayor que los evaluados en 10 ups. En los camarones expuestos a

0.10 mg Cd/1 en 17 ups el incremento observado en los niveles de proteína total fue de 19.4%

respecto a 10 ups (p>0.05) mientras que en la exposición a 0.18 mg Cd/1, los niveles de proteína

total fueron similares en ambas salinidades (p>0.05) (Tabla 7, Figuras 8A y 8B).,
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hemoíinfá deZ, seüferus expuestos durante 120 h a 0,10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al
cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ±
ES; líneas punteadas)

3.1.4 Actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa en branquia.

Los resultados obtenidos de la actividad enzimática de las ATPasas Total y la Mg+ ATPasa en las

branquias de los camarones de los grupos experimentales y a partir de los cuales se calculó la

actividad de la Na+/K+-ATPasa, se incluyen en el Anexo II (Tablas 1 y 2; Figuras 1 y 2). Cabe

señalar que tanto la salinidad, la exposición al cadmio y la interacción de estos dos factores,

modificaron significativamente (p<0.05) las actividades enzimáticas de las ATPasas Total, la Mg

ATPasa y la Na+/K+-ATPasa (Tabla 8).
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En los camarones evaluados en 17 ups la actividad de la Na+/K+-ATPasa presentó cambios

significativos (p<0.05) por la exposición a 0.10 y 0.18 mg Cd/Í (p<0.05), observándose la

inhibición de la actividad enzimática desde las 24 h de exposición, con reducciones del 17.9% en

0.10 mg Cd/I a 37.7% en 0.18 mg Cd/1 (p<0.05). Durante el periodo de recuperación la actividad

enzimática sólo en 0.10 mg Cd/1 recobró los valores iniciales hasta el séptimo día (168 h) y en

niveles similares al grupo testigo (p>0.05); no se observó una recuperación a la exposición a 0.18

mg Cd/1, manteniéndose la actividad enzimática inhibida respecto a los valores iniciales, hasta el

término del ensayo (Tabla 8; Figura 9A).

En una salinidad de 10 ups, la actividad de la Na+/K+-ATPasa branquial presentó cambios

significativos en los diferentes tratamientos al metal (p<0,,05). La exposición a 0.10 y 0.18 mg

Cd/1 inhibió la actividad enzimática a partir de las 120 h y 72 h respectivamente, con reducciones

del 41,2% (0.10 mg Cd/1) y del 51.7% (0.18 mg Cd/1) a las 120 h respecto a los valores iniciales

(p<0.05) (Tabla 8). No obstante en un medio libre del metal, los camarones expuestos

previamente a 0.10 mg Cd/1 recuperaron la actividad enzimática a las 72 h (p>0.05), mientras que

en los expuestos a 0,18 mg Cd/1 la actividad enzimática se recuperó hasta las 168 h, en niveles

similares al grupo testigo (p>0.05) (Tabla 8; Figura 9B).

El efecto significativo de la salinidad se observó en los grupos testigo y en ios expuestos al metal

(p<0.05). En los camarones del grupo testigo evaluados en 10 ups, la actividad de la enzima

NáVKT-ATPasa branquial fue 111.3% más elevada que en 17 ups (p<0.05). En los grupos

expuestos a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 en 10 ups, la actividad enzimática fue 68.8% y 93.2%

respectivamente mayor que los evaluados en 17 ups (p<0.05) (Tabla 8).
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ĉ >

,—1

CO

0

+1
Vi
Vi

Ci

16
8 

|

>o
0

0
Vo .

••—*

>

0

Vi
O

O
V
•$?
m
ca
>

ca

if
ic

a
00

2
0
c
ai^ JÉ

O
c

<-.
<*=;

c

O
a
<D

tí

s
3
e

s 
si

m
i

a.
rala
<D

"s
a>

O

"S."*
'1
«a>
1 -

"S

nt
es

C
ro
0
c

T 3
.̂—̂

0
&

E

C
;O
'o
Kli-,

up
e

>--

¿
•O
' 0

sx
po

si

0

a
4Í
Sce

tí
•0
ra
0
<Ü

- D
L>
O

te
n

QJ
(-!

as
.

t0>

po
r

0

fi
<u. -

c í

L-.

O
a.

al
in

id
i

£
+-*
a
4Í

ra

0
tg
' t í
ap

c§

en
e

fe
r

-3

•ta
n>

3 -5 D
o rí fc-

fli
™ •-' r/i
E S o
wi ^ a>

40



RESULTADOS

110

y 60

" 0 1 0 ^ ' " ' - Í - "

. - • » .

018 _ T

EXPOSICIÓN

T

-

r

/

/

-
i

- - - - "" i
-

RECUPERACIÓN

24 'ü 120 24 72 120

TIEMPO (h)

120

110

100

EXPOSICIÓN

I
RECUPERACIÓN

120 24

TIEMPO (h)

120

Figura 9. Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la actividad de la Na+/K+-ATPasa en
branquia de L setiferus expuestos durante 120 h a 0,10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al
cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B), El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ±
ES; líneas punteadas).

3.1.5 Contenido de agua corporal

De manera global, el porcentaje de agua corporal de los camarones evaluados en 17 y 10 ups y

expuestos al cadmio, no fue modificado por la salinidad, por el metal o por la interacción de

ambos (p>0.05); así mismo, no se observaron diferencias significativas entre las etapas de

exposición y recuperación en cada concentración ni entre los tratamientos (p>0.05) (Tabla 9;

Figuras 10A y 10B)

Sin embargo, en los camarones del grupo testigo evaluados en 10 ups se observó una hidratación

significativa del 1.8% respecto a los evaluados en 17 ups (p<0.05) (Tabla 9). Así mismo, en

10 ups se observó una deshidratación significativa respecto al grupo testigo en los camarones

expuestos a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 del 2.3 y 1.3% respectivamente (p<0.05). En 0.18 mg Cd/1 el

análisis estadístico sólo mostró diferencias significativas con respecto a los valores iniciales del

grupo testigo a las 168 h de recuperación, periodo en el que se observó una deshidratación del 8%

en los organismos (p<0.05) (Figura 10B; Tabla 9).
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Figura 10. Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) del contenido de agua corporal de L
setiferus expuestos durante 120 h a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al cadmio a una
salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ± ES; líneas
punteadas)

3.1.6. Consumo de oxígeno

Eí consumo de oxígeno peso específico (mg O2 h"1 g"1 PH) de los juveniles de L. setiferus presentó

cambios significativos por efecto de la salinidad, de la exposición al cadmio y de la interacción

entre ambos factores (p<0,05). En todas las condiciones experimentales no se observaron

diferencias significativas (p>0.05) entre las etapas de recuperación y exposición (Tabla 10).

En los camarones evaluados en 17 ups, el consumo de oxígeno fue alterado solo por la exposición

a 0.18 mg Cd/1 (p<0.05); la tasa metabólica se incrementó a partir de las primeras 24h de

exposición hasta un máximo de 204.3% a las 120 h, manteniéndose elevada durante la etapa de

recuperación sin recobrar el nivel normal inicial (p<0.05) (Tabla 10, Figura 11A).

En contraste, en los camarones evaluados en 10 ups, de manera general la exposición al cadmio

no ejerció un efecto significativo en la tasa metabólica de los camarones (p<0.05). Sólo en 0.10

mg Cd/1, la exposición de 24 h incrementó el consumo de oxígeno en 17.8% respecto a la tasa

inicial (p<0.05), recobrando valores normales y similares a los del grupo testigo (p>0.05) a partir
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de las 72 h de exposición y manteniéndolos durante la etapa de recuperación (Tabla 10; Figura

11B),
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Figura 11. Proporción de cambio respecto ai grupo testigo (%) del consumo de oxigeno peso especifico
en L. setiferus expuestos durante 120 h a 0 10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al cadmio a
una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ± ES;
líneas punteadas).,

El efecto significativo de la salinidad se observó en todos los grupos experimentales. En los

camarones del grupo testigo, la tasa metabólica en 10 ups fue 26.7% mayor que la de los

evaluados en 17 ups (p<0.05). En los camarones expuestos a 0,10 mg Cd/1 en 10 ups el consumo

de oxígeno fue 34% mayor que los evaluados en 17 ups (p<0.05). En contraste, en el grupo

expuesto a 0,18 mg Cd/1 en 17 ups la tasa metabólica fue 46.3% mayor que el evaluado en 10 ups

(p<0.05).
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3.2. Bioacumulación de cadmio

Con el fin de determinar el porcentaje de recuperación del metal de acuerdo al procedimiento

utilizado para la cuantifícación del cadmio en los tejidos de los camarones analizados, se evaluó

bajo las mismas condiciones el hepatopáncreas de Homarus americanas (TORT-2; NRC Canadá)

como tejido de referencia, obteniéndose una exactitud del método del 91.8% con un coeficiente de

variación deJ 5.3% (Tabla 11).

Tabla 11 Comparación de] contenido de cadmio en hepatopáncreas de Homarus americanus
(TORT-2) contra el valor medido por espectrometría de absorción atómica,. Se incluyen valores
promedio y error estándar.

TORT-2

VALOR REFERENCIA
mg Cd/g P.S.

0.0267 + 0.0018

VALOR MEDIDO
mgCd/gP.S

0.0245 + 0.0013

%
RECUPERADO

91.76

n

7

3.2.1. Acumulación en branquia

En los camarones del grupo testigo evaluados en 17 y 10 ups, los niveles base de cadmio en el

tejido branquial fueron similares (p>0.05) y se mantuvieron en un intervalo de 23.75 a 76.46 p.g

Cd/g PS a lo largo del ensayo. Tanto la exposición subletal al cadmio como su interacción con la

salinidad del medio afectó significativamente la concentración del metal en las branquias de los

camarones (p<0.05); en contraste, la salinidad no ejerció ningún efecto (p>H05).

En los camarones evaluados en 17 ups la exposición al cadmio incrementó significativamente la

concentración del metal en el tejido branquial a medida que aumentaron los niveles de cadmio en

el medio (p<0.05); en cada concentración experimental se observaron diferencias significativas

entre las etapas de exposición y recuperación (p<0.05). Durante la etapa de exposición a 0.10 y

0.18 mg Cd/1, la acumulación significativa del cadmio en la branquia se observó a las 120 h y a

las 24 h de exposición respectivamente (p<0.05), con incrementos de 7.2 y 6,4 veces mayores

respecto a los valores base iniciales. Los niveles del metal acumulado en las branquias de los

camarones se mantuvieron elevados durante el periodo de recuperación, no observándose una

disminución significativa (p<0.05) al final de la etapa (Tabla 12; Figura 12A).
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RESULTADOS

La exposición al cadmio en 10 ups determinó una mayor acumulación del metal en las branquias

de los camarones (p<0.05); no obstante ésta fue similar en ambas concentraciones de cadmio

(p>0.05), observándose diferencias significativas entre las etapas de exposición y recuperación

(p<0,.05).

En los camarones expuestos a 0.10 y 0,18 mg Cd/1, la acumulación del metal se observo a partir

de las 120 h y 72 h de exposición respectivamente, con incrementos de 10 y 10.5 veces respecto a

los niveles base iniciales (pO.05)., Durante la etapa de recuperación, no se observó una

disminución significativa (p>0.05) del metal acumulado en branquia (Tabla 12; Figura 12B).
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Figura 12, Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la acumulación de cadmio en branquia
de L. setiferus expuestos durante 120 h a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al cadmio a
una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B) El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ± ES;
líneas punteadas).

El efecto significativo de la salinidad se observó en los grupos expuestos al cadmio. En 10 ups, ía

acumulación del metal en la branquia de los camarones expuestos en 0.10 mg Cd/1 fue 1.6 veces

mayor que los evaluados en 17 ups (p<0.0,5); en contraste, la exposición a 0.18 mg Cd/1

incrementó la acumulación del metal en 1,3 veces en 17 ups respecto a 10 ups (p<0.05). La tasa

de acumulación del cadmio en branquia en los organismos expuestos a 0.18 mg Cd/1 fue similar

en 17 y 10 ups; en contraste, en 10 ups está fue mayor en 0.10 mg Cd/1 (Anexo III).
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3.2.2. Acumulación en hepatopáncreas

Los niveles base del cadmio en el hepatopáncreas de los camarones de los grupos testigo

evaluados en 17 y 10 ups fueron similares (p>0.05) y se mantuvieron en un intervalo de 6.42 a

29.26 u-gCd'gPS (Tabla 13).

El análisis estadístico demostró el efecto significativo de la exposición al cadmio en la

acumulación del metal en el hepatopáncreas de los organismos (p<0.05). No se observó un efecto

significativo de la salinidad ni de su interacción con el metal (p>0.05). En los camarones

evaluados en ambas salinidades y expuestos a 0,10 y 0,18 mg Cd/I, la acumulación del cadmio en

el hepatopáncreas se incrementó conforme aumentó la concentración del metal en el medio

(p<0.05). no obstante, sólo en los camarones evaluados en 10 ups se observaron diferencias

significativas entre las etapas de exposición y recuperación en 0.10 mg Cd/1 (p<0.05) (Tabla 1.3).

En 17 ups, la acumulación significativa en el hepatopáncreas por la exposición a 0 10 mg Cd/1 se

observó hasta las 120 h de exposición, con incrementos de 27.5 veces respecto a los niveles base

iniciales; sin embargo, durante el periodo de recuperación, se observó una rápida tasa de

disminución en la concentración del metal acumulado alcanzando niveles normales del grupo

testigo a las 72 h en un medio libre del metal (p>0.0,5), a pesar de ser 11.9 veces mayores a los

niveles base iniciales (Tabla 13; Figura 13A). En contraste, en los camarones expuestos a 0.18 mg

Cd/1, la acumulación significativa del metal se observó a partir de las 72 h de exposición,

alcanzando niveles máximos de 57.9 veces mayores que los valores base iniciales a las 120 h de

exposición; durante la etapa de recuperación, la acumulación del metal se redujo

significativamente pero se mantuvo al término de la etapa 13.5 veces mayores que los valores

base iniciales (p>0.05) (Tabla 13; Figura 13A).
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Figura 13 Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la acumulación de cadmio en el
hepatopáncreas de L seíiferus expuestos durante 120 h a 0 10 y 0.18 mg Cd/I y durante 168 h de
recuperación al cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B), El grupo testigo es considerado el
100 % (promedio ± ES; líneas punteadas).

En 10 ups, el comportamiento de la acumulación en el hepatopáncreas de los camarones durante

la exposición al cadmio fue similar al descrito para 17 ups. La acumulación significativa del

cadmio se observó a las 120 h de exposición a 0.10 mg Cd/1 y a las 72 h en 0.18 mg Cd/1, con

incrementos de 28.2 y 32.9 veces respecto a los valores base iniciales (p<0.05), con un máximo de

94.6 veces mayor al término de la exposición (120 h) en la concentración más elevada (0.18 mg

Cd/1) (p<0.05). Durante el periodo de recuperación, mientras que en 17 ups se observó una

disminución gradual aunque no total del contenido de cadmio en el hepatopáncreas, en 10 ups no

se observó una disminución significativa del metal acumulado en los camarones expuestos a 0.10

y 0.18 mg Cd/Í (p<0.05) manteniéndose al término de las pruebas en niveles de 19.4 y 24.8 veces

más elevados respectivamente que los niveles normales del grupo testigo (Tabla 13; Figura 13).

La acumulación del cadmio en el hepatopáncreas no fue modificado por la salinidad del medio

(p>0.0.5), siendo la tasa de acumulación del metal en los camarones expuestos a 0.10 y 0.18 mg

Cd/1 en 10 y 17 ups similares (p>0.05, ANCOVA) (Anexo III).
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3.3. Metalotioneínas

3.3.1. Branquia

En los camarones del grupo testigo evaluados en 10 y 17 ups, los niveles base de la concentración

de metalotioneínas en branquia fueron similares (p>0.05) y se mantuvieron en un intervalo de

0.08 a 0.36 jig MT/g PH (Tabla 14). El análisis estadístico efectuado denotó el efecto significativo

de la exposición al cadmio sobre la concentración de metalotioneínas en las branquias de los

camarones (p<0,05); la salinidad y su interacción con el metal, no modificaron la respuesta

(p>0.05). Asimismo no se observaron diferencias significativas entre las etapas de exposición y

recuperación al metal en cada tratamiento (p>0,05) (Tabla 14).

En los camarones evaluados en 3 7 ups, la exposición al cadmio incrementó la concentración de

metalotioneínas (p<0.05); no obstante el incrementó fue similar por la exposición a ambas

concentraciones (p>0.05). Durante la etapa de exposición al cadmio en 0.10 mg Cd/1 las

metalotioneínas en la branquia se incrementaron 72.2% respecto a los niveles iniciales a las 120 h

de exposición (p<0.05) y se maniuvieron elevadas (%6%) incluso en las primeras 24 h de la etapa

de recuperación; sin embargo este incremento no fue significativo (p>0.05). A partir de las 72 h

de recuperación, la concentración de metalotioneínas se redujo hasta alcanzar sus valores

normales hasta el término del ensayo (Tabla 14; Figura 14A). De manera similar, si bien la

exposición a 0.18 mg Cd/1 incrementó la concentración de metalotioneínas en un 41.7% respecto

a los niveles base iniciales, este aumento no fue significativo (P>0.05). Durante la etapa de

recuperación los niveles se redujeron hasta valores normales; sin embargo a las 168 h de

recuperación se observó un incremento del 131% respecto a los valores base iniciales (p<0.05)

(Tabla 14; Figura 14A).
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Figura 14, Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la concentración de metalotioneínas en
branquia de L. setiferus expuestos durante 120 h a 0.10 y 0,18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al
cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ±
ES; líneas punteadas),,

De manera similar a lo observado en 17 ups, en los camarones evaluados en 10 ups, los niveles de

metalotioneínas en branquia se incrementaron al aumentar la concentración de cadmio en el

medio. La exposición a OJO y 0.18 mg Cd/ incremento las metalotioneínas en branquia a partir de

las 120 y 72 h de exposición, en niveles del 261 y 244.4% mayores respectivamente que los

valores base iniciales (p<0.05). Durante la etapa de recuperación, los niveles de metalotioneínas

disminuyeron a los niveles normales a partir de las 72 h y de las 24 h en los camarones expuestos

previamente a 0.10 y 0.18 mg Cd/1 respectivamente (p>0.05), si bien se mantuvieron en niveles de

127.7 y 105.6% mayores que los niveles base iniciales (Tabla 14; Figura 14B)

Al comparar ambas salinidades, no se obtuvo un efecto significativo (p>0.05) a pesar de

observarse en 10 ups una inducción en la síntesis de las metalotioneínas en la branquia por la

exposición al cadmio.

3.3.2. Hepatopáncreas

En los camarones del grupo testigo evaluados en 17 y 10 ups, los niveles base de las

metalotioneínas en hepatopáncreas fueron similares independientemente de la salinidad del medio

(p>0.05), manteniéndose en un intervalo de 0.04 a 0.20 ug MT/mg PH (Tabla 15). El análisis
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estadístico mostró un efecto significativo de la exposición al cadmio (p<0.,05), más no así de la

salinidad ni de la interacción cadmio-salinidad (p>0.05). Se observaron diferencias significativas

(p>0.05) entre la etapa de exposición-recuperación al metal sólo en los organismos expuestos en

0.10 mg Cd/I y evaluados en 10 ups (p<0.05) (Tabla 15),

En los camarones evaluados en 17 ups, la concentración de metaíotioneínas se modificó sólo, por

la exposición a 0.18 mg Cd/1, incrementándose a partir de las 24h de exposición en un 164.3%

respecto a los valores base iniciales (p<0.05). Durante la etapa de recuperación al metal, los

niveles de metaíotioneínas permanecieron elevados, 214.3% mayores que los niveles base

iniciales (p<0.05) (Tabla 15, Figura 15A)
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Figura 15. Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la concentración de metaíotioneínas en
hepatopáncreas de L setíferas expuestos durante 120 h a 0,10 y 0,18 mg Cd/1 y durante 168 h de
recuperación al cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). El grupo testigo es considerado eí
100 % (promedio ± ES; líneas punteadas).

En los organismos evaluados en 10 ups, la exposición al cadmio incrementó los niveles de

metaíotioneínas a partir de las 24 h de exposición, con incrementos del 166.7 y 125% en 0.10 y

0.18 mg Cd/1 respecto a los valores base iniciales (p<0.05). AI colocar a los camarones expuestos

en 0.10 mg Cd/1 en un medio libre del metal, los niveles de metaíotioneínas disminuyeron a los

valores normales iniciales a partir de las 72 h; sin embargo, aunque en los camarones expuestos a

0.18 mg Cd/1 se presentó una recuperación desde las 120 h de exposición, a partir de las 72 h en

un medio libre del metal, los niveles de metaíotioneínas se incrementaron en un 133.3% (p<0.05)

sin observarse una recuperación al término del ensayo (Tabla 15; Figura 15B).
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RESULTADOS

Si bien la salinidad no ejerció un efecto significativo en la inducción en la síntesis de

metalotioneínas (p>0.05), la exposición a 0.08 mg Cd/1 en 10 ups incrementó la concentración de

metaiotioneínas en un 144.4% respecto a 17 ups (p>0 05), En contrastes la exposición a 0.18 mg

Cd/1 incrementó los niveles de metalotioneínas en el hepatopáncreas de los camarones evaluados

en 17 ups en un 59.3% (p<0.05) respecto a los evaluados en 10 ups (Tabla 15).
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DISCUSIÓN

4. DISCUSIÓN

En los crustáceos acuáticos, las branquias son el piincipal órgano para la regulación osmótica, así

como para la respiración (Dhavale et al,, 1988). En el mantenimiento del balance osmótico y la

composición iónica intracelular y por lo tanto de la homeóstasis osmótica celular, participan de

manera fundamental las bombas iónicas de la familia de las ATPasas del tipo "P" de las cuales

son miembros las NaVK^-ATPasa, H+-K+-ATPasa y Ca+2-ATPasa (Dunbar, 2001; Lingrel et al.,

1994). La enzima Na /K -ATPasa en particular se localiza en la membrana basolateral de la

branquia y está implicada en el transporte activo de Na+ y K+ esencial en la regulación iónica del

medio intemo de los organismos (Pequeux, 1995; Pequeux et al., 1984).

En los crustáceos acuáticos hipeneguladores, la actividad de la Na+/K+-ATPasas en la branquia

tiende a incrementarse de una manera adaptativa en salinidades bajas, en donde el gradiente de

concentración de sales entre el medio interno y el medio externo es mayor. El aumento en la

actividad de la enzima branquial en un medio diluido y por lo tanto la incorporación de los iones

Na+ y K+ contribuye de manera fundamental al manteniendo de la regulación iónica y osmótica

del medio interno de los organismos. Lo anterior se ha demostrado en Carcinus maenas

confirmando la relación entre actividad enzimática y la salinidad reportada en diversos

vertebrados e invertebrados hiperreguladores (Figura 16) (Luco y Flik, 1999; Pequeux et al,

1984).

Salinidad

10 20

100 200 300 4C0 500 600 700

Concentración de Na" externo (mM)

Figura 16 . Regulación de Na+ en hemolinfa y actividad de la
Na7K+-ATPasa en branquias de Carcinus maenas, en relación a la
salinidad del ambiente (tomado de Pequeux et al., 1984).
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DISCUSIÓN

En los juveniles de Litopenaeus setiferus, del grupo testigo se observó este cambio adaptativo en

la actividad de la Na7fC+-ATPasa branquial a bajas salinidades para la regulación eficaz de su

medio interno, observándose en 10 ups una actividad enzimática 1113% mayor que en 17 ups,

manteniéndose similar la presión osmótica de los camarones en ambas salinidades. Cabe señalar

que en 10 ups los camarones hiperregulan activamente mientras que en 17 ups, salinidad

correspondiente a su punto isosmótico, el trabajo osmótico es menor (Ríos, 2001; Pequeux, 1984).

La modulación y los cambios adaptativos en corto tiempo de la actividad enzimática de la

Na+/K+-ATPasa en branquia, se relaciona con una reestructuración celular y proliferación de la

enzima en la membrana, efectos que se mantienen a largo plazo. En el cangrejo azul Callinectes

sapidus, la actividad de la ATPasa aumenta abruptamente a pocas horas de la reducción de la

salinidad, pero requiere de aproximadamente de 2 semanas para alcanzar un nivel estable (Towle,

1981, en Pequeux et al., 1984). En el presente estudio el cambio de la salinidad fue gradual (1

ups/día a partir del mantenimiento) y manteniendo a los juveniles de L. setíferas por cuatro días

más en cada salinidad (17 y 10 ups) antes de iniciar los bioensayos, periodo en el cual se obtuvo

la estabilidad de la actividad de la Na+/K+-ATPasa la cual se mantuvo constante durante todo el

tiempo que duró el bioensayo.

En crustáceos, el efecto tóxico del cadmio, así como otros metales pesados, esta relacionado con

el deterioro estructural y funcional de las branquias, órgano fundamental en la osmoregulación del

organismo y principal sitio de entrada de estos metales (Dhavale et a.,, 1988; Pequeux, 1995,

Satyavathi and Prabhakara, 2000; Celso, 2000).

La tasa de incorporación del cadmio en los organismos acuáticos se relaciona con la fisicoquímica

del metal en solución, particularmente con la concentración del ion libre del metal y por ende con

su biodisponibilidad, donde las respuestas y la condición fisiológica particular del organismo

pueden interactuar, modificando la tasa de incorporación del metal (Rainbow, 1997; Bejeiregaard,

1990). La concentración de ios iones libres de Cd2+ que puedan ingresar al organismo, disminuye

conforme aumenta la salinidad por la formación de complejos con CY (Saquid, 1992). De tal

manera, en bajas salinidades se espera un deterioró funcional y estructural de las branquias de los

juveniles de L. setiferus debido a una mayor bioacumulación del cadmio.
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DISCUSIÓN

En los juveniles de L seliferus expuestos a 0 10 y 0.18 mg Cd/1, la actividad enzimática de la

Na+/K+-ATPasa fue inhibida significativamente, en mayor magnitud en los camarones evaluados

en 10 ups que en 17 ups.

En crustáceos que hiperregulan en un medio diluido, el efecto tóxico de los metales es mayor

debido a la mayor biodisponibilidad de los iones libres y por lo tanto a una mayor incorporación

del metal (Rainbow, 1997, Saquid, 1992; Bejerregaard, 1990). Este comportamiento se observó en

los juveniles de L, setiferus donde la inhibición de la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa

fue mayor en 10 ups (41 y 52 % en 0.10 y 0.18 mg Cd/1) que la observada en 17 ups (18 y 38 %

en 0,10 y 0.18 mg Cd/1). Dicha inhibición se relacionó con la bioacumulación del metal en la

branquia a excepción de los organismos expuestos a 0.18 mg Cd/1 en 10 ups donde, contrario a lo

esperado, la acumulación del cadmio en la branquia fue menor a la observada en los camarones

evaluados en 17 ups a la misma concentración del metal. Es posible suponer que en 17 ups y 0.18

mg Cd/Í la concentración del metal registrada en la branquia de los camarones obedezca a su

rápida transferencia al hepatopáncreas reduciendo los niveles tóxicos del cadmio en la branquia

como fue observado en los juveniles de L setiferus.

La relación entre el deterioro funcional de la Na7K+-ATPasa branquial y la bioacumulación de
i

metales pesados ha sido reportado por la exposición al cadmio en Carcinus maenas (Postel et al., ¡
í

1998), L. setiferus (Vanegas, 1996), Chasmagnathus granúlala (Rodríguez-Moreno et al., 1998) y í

por la exposición al plomo en Penaeus indicus (Saíyavathi and Prabhakara, 2000) (Tabla 16). j

La disminución observada de la actividad de la Na+/K+-ATPasa en el tejido branquial de los |

juveniles de L setiferus puede ser debido a posibles daños de alguno o varios de los diversos i

sitios de regulación de la actividad como pueden ser: desacoplamiento de la fosforilación \

(Dunbar, et al. 2001; Lehninger, 1993) o del sitio de fosforilación (Lingrel et al., 1994;

Pedemonte et al., 1997) y daño a la membrana basolateral de los ionocitos (Pequeux, 1995;

Pequeux, 1984). En la porción extracelular de la subunidad p se encuentran tres puentes disulfuro

altamente conservados, si estos puentes se alteran la actividad de la enzima desaparece (Shoshani

and Ordaz-Gallo, 2001; Blanco and Mercer, 1998). Este pudiera ser el sitio más claro en donde se
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puedan unir los iones de cadmio que se va acumulado en la branquia, afectando la estructura de la

subunidad |3 y por ende la función de la NaVK+-ATPasa.

De acuerdo a lo reportado en literatura. la alteración de la Na+/K+-ATPasa parece ser especie-

específica y puede en algunas especies relacionarse con el grado y el tiempo de exposición (Tabla

16) como al parecer ocurrió en L. setiferus.

Tabla 16. Actividad de la Na7K"-ATPasa publicados para diferentes crustáceos en presencia de
cadmio. | incrementa, j disminuye.

ESPECIES

Procambarus clarkii

Homarus americanas

Cáncer irroratus

Scylla serrata

Chasmagnathus
granúlala

Carcinus maenas

Litopenaeus setiferus

Litopenaeus setiferus

CONCENTRACIÓN. TIEMPO
Y MEDIO DE EXPOSICIÓN

EFECTO EN LA
ACTIVIDAD DE LA

Na+/K+-ATPasa
REFERENCIA

1 mg/1, 4 días, A D.

6 ng/1, 30 días, 24-26 ups

I y 10 mg/1, in vitro

03-24 mg/1, 30 ups
4 di as
10 días
20 dias
30 dias

0.1, 0,25 mg/1, 18 días, 30
ups, in vivo

Concentración dependiente
0 - 100 mg/1,40 min. in vitro 1 97% con 100 mg/1 Cd

Sin efecto

Sin efecto

1 mg/1 Sin efecto
10 mg/1 i 37%

0.3 0.6 1 5 24
|62%

| 1 1 % |47% J58%
|26% 163% | 7 1 %
|26% 430% |45%

Sin efectos significativos

1 x 10'3 mol/1,8 ups
in vitro

0.0.5 y 0.14 mg/1, 21 días

0,10 y 0,18 mg/1, 5 días, 17 ups

0 10 y 0 18 mg/1, 5 días, 10 ups

131%

0 05 sin efecto
0 14mg/lllL56%

0.10 mg/1 123,4%

0.10 mg/1143 1%
0.18 me/1153.2%

Torreblanca et al,
1989

Tucker, 1979

Tucker and Matte,
1980

Dhavale et al., 1988

Rodríguez-Moreno
et al , 1998

Poste! et al , 1998

Vanegas, 1996

Este trabajo

En los juveniles de L setiferus&\ ser transferidos a un medio libre de cadmio, la recuperación de

la actividad de la Na+/K -ATPasa se relacionó con la salinidad de medio y con el nivel de

exposición previo al cadmio. No obstante que en los camarones evaluados en 10 ups la exposición
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al cadmio alteró en mayor grado la actividad enzimática, al término del periodo de recuperación la

Na+/K+-ATPasa recobró la actividad normal inicial. En contraste en los camarones evaluados en

17 ups, sólo en los camarones expuestos en la menor concentración de cadmio se observó la

recuperación de la Na+/K+-ATPasa y donde la inhibición observada en los camarones expuestos a

0.18 mg Cd/1 probablemente obedezca a un daño permanente o de largo plazo en la enzima,

Postel, et al. (1998) hacen referencia que para Carcinus maenas la inhibición de la Na+/K+-

ATPasa en la branquia es irreversible a una concentración de Cd de 1x10"3 mol/1. Para otras

especies ocurre lo contrario, no hay un efecto significativo sobre la actividad de la Na+/K+-

ATPasa a diferentes concentraciones y tiempos de exposición (Tabla 16). El daño sobre el tejido

branquial depende de ía concentración y del tiempo de exposición al metal y en casos puede llegar1

a ser tal que la recuperación requiera mucho tiempo o no se presente (Papathanassiou, 1985). Para

L. setiferus el efecto del cadmio en ía actividad de la Na+/K+-ATPasa es reversible a mediano

plazo, pero solo a concentraciones bajas del metal (0.10 mg Cd/1) en 17 ups y hasta 0.18 mg Cd/1

en 10 ups.,

La recuperación de la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa independientemente de la

concentración de cadmio que se mantiene acumulado en la branquia, sugiere la participación de

dos mecanismos acopiados. Por un lado, la síntesis de novo de la Na+/K -ATPasa inducida por la

degradación de la enzima inactiva (Beguin et al., 2000) y por otro, el enlace del ion libre de

cadmio a metalotioneínas, o su deposito en lisosomas y/o precipitados insolubles en

compartimientos celulares, limitando su disponibilidad y por lo tanto su toxicidad (Hamza-

Chaffaietal, 1999; Bejerregaard, 1991, 1990).

Independientemente de los mecanismos involucrados, los resultados obtenidos en L setiferus

sugieren que en los camarones mantenidos en 17 ups la acumulación del cadmio en la branquia en

niveles de 332.31 ± 11.73 ug/g PS ocasiona el deterioro funcional de la actividad de la Na+/K+-

ATPasa, mientras que en 10 ups la actividad enzimática en la branquia se recupera aún con

niveles bioacumulados del metal similares. Estos resultados sugieren diferentes mecanismos de la

acción tóxica del metal en las distintas salinidades.
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Dado que la actividad de la Na+/K+-ATPasa está directamente relacionada con el transporte activo

de Na+ y K". su alteración funcional por estresores ambientales incluido el cadmio, altera en

consecuencia la regulación iónica y osmótica del medio interno de los organismos (Lignot et al..

2000), El Na+ aunado al Cl" son los mayores componentes inorgánicos en la hemolinfa de los

crustáceos v contribuyen de manera fundamental, hasta en un 90% en el mantenimiento de la

presión osmótica de los crustáceos (Pequeux, 1995; Castille y Lawrence, 1981a y 1981b).

En los juveniles de L setiferus^ la exposición al cadmio modificó la regulación de los iones Na".

K+ y Cl\ alteraciones que fueron diferentes en los organismos evaluados en condiciones de

hiperregulación (10 ups) y de isosmoticidad (17 ups). De manera global, la regulación de los iones

Na+, K+ y Cl" fueron alterados fundamentalmente por la exposición a 0,18 mg Cd/L En 10 ups se

observó la reducción del Nax y Cl" mientras el K+ no fue modificado; en contraste en 17 ups el

Na+ se incrementó y el K+y Cl" se redujeron. No obstante, la recuperación en la regulación de los

iones ocurrió rápidamente en un medio libre del metal a diferencia de la actividad enzimática de

la Na+/K+-ATPasa, lo cual sugiere la participación de mecanismos de transporte edicionales para

el mantenimiento de los iones en la hemoíinfa de los camarones,

La inhibición de la actividad enzimática en crustáceos hiper-iono reguladores ocasiona la perdida

difusíonal del Na+ de la hemolinfa al medio externo y en consecuencia la reducción de la presión

osmótica del medio interno, (revisión en Lignot et al, 2000; Pequeux et al., 1984) no obstante en

los juveniles de L setiferus el mantenimiento de los niveles de Na+ independientemente de la

inhibición de la Na+/K~l'-ATPasa branquial sugiere que el grado de inhibición de la enzima es

insuficiente para afectar la regulación del ion o bien la participación de mecanismos adicionales

para la incorporación del ion a la hemolinfa, ya sea por el incremento de la entrada del Na+ por la

branquia o por su reabsorción en la orina. Tales mecanismos han sido sugeridos en Cáncer

magister expuestos al metoxicloro y en Cherax destructor expuestos al plomo, donde

independientemente de la inhibición de la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa no se

observaron efectos en la regulación iónica (revisión en Lignot et al,., 2000).

En los juveniles de L setiferus es probable que el Na* que se pierde de la hemolinfa del

organismo es recuperado por las bombas de intercambio Na+/NH4+, 2Na /H y el cotransporte
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K+/C17Na+ existentes en las membranas (Pequeux, 1995; Lucu, 1990; Pequeux, 1984), El

transporte de Na /NH/ puede explicar una pequeña parte de la entrada de Na en las branquias

posteriores como ha sido documentado en Eriocheir sinensis (Pequeux, 1995). No obstante el

intercambio 2Na+/lH+, ampliamente demostrado en crustáceos de ambientes salinos y de agua

dulce (Lucu, 1990), probablemente desempeñe un papel importante en la absorción de Na+ en los

juveniles de L setiferus expuestos al cadmio.

La mayor alteración iónica en los juveniles expuestos al cadmio se observó en la regulación del

Cl" en mayor grado por la exposición a 0,18 mg Cd/1 con reducciones similares del 34 al 36% en

10 y 17 ups; no obstante, en un medio libre del metal se observó la recuperación completa en la

regulación del ion aunque de manera más rápida en los camarones evaluados en 17 ups.

En general, en los crustáceos acuáticos, una de las vías de captación de Cl" en las branquias

posteriores se lleva acabo fundamentalmente por el intercambio iónico CIVHCCV, el bicarbonato

es el producto de la reacción CO2 + H7O *=; H2CO3 ±+ HCO3" + H+ la cual es catalizada por la

anhidrasa carbónica; esta enzima está involucrada en varios procesos fisiológicos como es el

intercambio de gases, el balance ácido-base, la calcificación y el intercambio iónico,

presentándose una fuerte correlación entre la actividad de esta enzima con el transporte del ion Cl"

(Pequeux, 1995; Lucu, 1990; Henry. 1988). Es posible que en los juveniles de L setiferus, el

cadmio inhiba la actividad de la anhidrasa carbónica alterándose el intercambio CIVHCO3" y

ocasionando la disminución del Cl" observado en la hemolinfa de los camarones.

La inhibición de la anhidrasa carbónica por efecto del cadmio ya se ha sugerido anteriormente en

L. setiferus (Vanegas, 1996) y en Eriocheir sinensis con mercurio (Pequeux, 1995) y se ha

confirmado para Anguilla anguilla en branquia e intestino en donde la inhibición por efecto del

cadmio es concentración-tiempo-dependiente, siendo la isoforma citosólica más sensible a la

acción del metal que la isoforma unida a la membrana (Lionetto et al., 2000). Esta inhibición

también se ha demostrado en Chasmagnathus granúlala por la exposición a diferentes metales

pesados (Cu, Cd y Zn) y a diferentes salinidades; en particular el Cd ocasiona la disminución de la

actividad de la anhidrasa carbónica sólo a bajas salinidades (2.5 %o y 1.5 mg Cd/1), alterando a su

vez los niveles de Na+ y Cl" (Vítale, et al, 1999).
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En los juveniles de L setiferus expuestos al cadmio, la reducción de los iones CI" fue similar en

10 y 17 ups lo cual sugiere que la anhidrasa carbónica es inhibida de manera similar

independientemente de la salinidad El hecho de que la regulación del Cl" se recupera en los

camarones en un medio libre del metal sugiere a su vez que la inhibición de la anhidrasa

carbónica es reversible.

No obstante las alteraciones observadas fundamentalmente en la actividad enzimática de la

Na+/K+-ATPasa y en la regulación iónica del Cl" en los juveniles de L setiferus expuestos a 0.10 y

0.18 mg Cd/1 la presión osmótica de los camarones fue alterada sólo por la exposición a 0.18 mg

Cd/1; en 10 ups la presión osmótica se redujo 15% mientras que en 17 ups esta se incrementó

13%. De tal manera en los camarones evaluados en condición de hiperregúlación (10 ups) el

cadmio redujo la capacidad osmoreguladora de los camarones mientras que los evaluados en 17

ups se perdió la condición de isosmoticidad generando una hiperregulación, alteraciones

relacionadas con las modificaciones en la regulación de los iones Na+, K+ y Cl".

En un medio donde la biodisponibilidad del cadmio a bajas salinidades es mayor, parece que ei

efecto del metal depende de la capacidad osmoieguladora del organismo En juveniles de Penaeus

japonicus expuestos a 2 y 4 mg Cd/1 disminuye la capacidad osmore guiador a en un 53 y 47 % a

38 %o y 16 %o; en Palaemon elegans, 1 a 7.5 mg Cd/1 afecta la presión osmótica con 13% de agua

marina, pero no con 60% de agua marina (revisión en Lignot, 2000). Lo mismo se ha observado

para otros organismos (Tabla 17). De manera similar, la capacidad osmoreguladora de los

juveniles de L setiferus se ve afectada con relación a la salinidad en presencia del cadmio y al

nivel de acumulación del metal en la branquia.

La capacidad osmoreguladora de los crustáceos, definida como la diferencia entre la presión

osmótica de la hemolinfa y el medio externo, se considera como un indicador de la condición

fisiológica de los organismos (Lignot, et al., 2000; Bambang, et al, 1995), El efecto tóxico del

cadmio sobre el deterioró de ia capacidad osmoreguladora ha sido ampliamente documentada en

crustáceos acuáticos (Tabla 17).
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Tabia 17. Efecto en la capacidad os m oí reguladora y regulación iónica reportada para diferentes
crustáceos con presencia de cadmio: PO (Presión Osmótica), CO (Capacidad Osmoreguladora).
| incremento, | disminución.

CONCENTRACIÓN,
ESPECIES TIEMPO Y MEDIO DE

EXPOSICIÓN
EFECTO REFERENCIA

Jarea albifrons

Idotea báltica

/ emarginata

I neglecta

Penaeus japonicus
(juveniles 13 ± 1 g)

Callinectes sapidus
(juveniles 15-20 mm)

Carcinus maenas
(25-50 g)

Carcinus maenas
(18-30 g)

Chasmagnathus
granúlala

Litopenaeus setíferas
(juveniles 2.1 -7 .6g)

Litopenaeus setiferus
(juveniles 3-4 5 g)

10mg/l
20 mg/1

lOmg/l

10 mg/1

10 mg/1

2, 4 mg/1

50, IOOug/l

1 mg/1

0.5-8 mg/1

1.2.5, 5 mg/1

0.0.5-0 MmgCd/l
expuestos 21 días

No afectó PO a 3.4 96o y 34%t>
t PO por «40% a 17 96o

No afectó PO a 27%o

No afectó PO a 27%o

i PO a 27%o

Tiempo-concentración-dependiente
| CO .53% a 38 %o y J, CO 47% a
16%o

Concentración-dependiente J, PO 25%
a 2 5 %o

Jones, 1975

Jones, 1975

Iones, 1975

Jones, 1975

Bambang et a l ,
1995

Guerin and Stickle,
1995

No afectó PO y Na+de 13.6%oa24%o Bjenegaard, 1991

Concentración-dependiente f PO de
20-50% de acuerdo a la salinidad

i Na+en 2.5 %o pero no afecta en
3096o, no afecta C a2 5%oy30%o

No afectó PO

Thurberg et al ,
1973

Thuberg et al... 1973

Vanegas, 1996

ft , n ,, , . , No afecto PO a 17ups y 10 ups
O.lOmg/1 expuestos :> d. XT - ., XT + . vi , - . ^,~* v No afecto Na , j K y j Cl- a 17 ups

No afectó Na+y Cl-, f K+a 10 ups

n io n , « J T P O a I 7 u p s y | P
0.18 mg/1 expuestos 5 d ' . ,. ^f + J *+

^ K No afecto Na , | K.

Este estudio
POal0ups

y j, Cl- a 17 ups
Na+ y Cl-, No afectó IO a 10 ups

En Carcinus maenas la alteración en la regulación osmótica se observa después de una exposición

de 48 h en un intervalo de 0.5 a 8 mg/1 de cadmio (Thurberg et al., 197.3), si bien los niveles de

Na+, K+ y Cl" se ven afectados en una concentración de 10 mg/1 de cadmio (Bambang et al.,

1995). A su vez, la exposición al cadmio ocasiona la reducción en la presión osmótica de Idotea

neglecta (Jones, 1975) y Callinectes sapidus (Guerin and Stickle, 1995). Tales alteraciones se

relacionaron con el deterioro de la regulación iónica de los organismos. Modificaciones similares
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en la regulación iónica y osmótica han sido observadas en Carcinus maenas por la exposición al

cobre (Hebel et al, 1997) y por mercurio (Pequeux. 1995).

En crustáceos, el deterioro en la regulación iónica y osmótica por la exposición a los metales

pesados se ha asociado a su vez a la alteración en la permeabilidad corporal modificando el

balance hídrico de los organismos (Espina y vanegas. 1996a; Pequeux et al,., 1984). No obstante,

el contenido corporal de agua de los juveniles de L setiferus fue afectado por la presencia del

cadmio en el medio sólo en los camarones evaluados en 10 ups observándose una pequeña pero

significativa deshidratación. Así es posible suponer que sólo en bajas salinidades el cadmio altera

la permeabilidad corporal de los camarones lo cual a su vez se relaciona con la reducción

observada en la regulación iónica y osmótica en está condición salina.

En los juveniles de L setiferus la recuperación de la presión osmótica aún en la etapa de

exposición al cadmio y de manera previa a la recuperación de los iones Cl" y a pesar de la

inhibición de la Na /K -ATPasa, sugiere la eficiente participación de mecanismos de

compensación en los camarones para el mantenimiento de la homeostasis osmótica. Esta

compensación de la presión osmótica puede ser explicada por la participación de componentes

orgánicos que ayudan a mantener estable la presión osmótica, como puede ser el aumento

observado en las proteínas totales en hemolinfa de los camarones, aunado posiblemente al

incremento en la paiticipación de aminoácidos libres (Lucu. 1990) lo cual se tradujo a su vez en

una mayor inversión energética en los juveniles de L. setiferus. Mecanismos similares se han

sugerido en Idotea emarginata e I báltica (Jones, 1975)y en L setiferus (Vanegas, 1996) (Tabla

17) así como en Homarus americanus (Thuberg et al.. 1973) en los que la exposición al cadmio

no modifican la presión osmótica de los organismos.

En crustáceos, los niveles de proteína en la hemolinfa se relacionan con la eliminación rápida del

cadmio y su transferencia al hepatopáncreas (Klaassen et al.,, 1999; Martín y Rainbow, 1998;

Bjerregaard, 1990). En los juveniles de L setiferus el incremento observado en las proteínas

totales en hemolinfa se correlacionó positivamente con el cadmio acumulado en la branquia y en

el hepatopáncreas durante el periodo de exposición en ambas salinidades y sugiere que la

velocidad de transferencia del cadmio de la branquia al hepatopáncreas es rápida y mayor en baja
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salinidad y en los organismos expuestos a 0.18 mg Cd/L Estos resultados coinciden con lo

reportado en Carcxnus maenas (Bjerregard, 1990) en los que el 70% del cadmio relacionado a las

proteínas de la hemolinfa se pierde en 22 h, Asimismo, el mayor incremento observado en los

niveles de proteína en la hemolinfa de los camarones evaluados en 10 ups y expuestos a 0.18 mg

Cd/1 (107%: 142.14 mg/ml), permite suponer que debido a la mayor disponibilidad de los iones

del metal a bajas salinidades y a una mayor entrada al organismo, ocurre una mayor inducción de

proteínas para poder reducir el efecto tóxico del cadmio en el organismo.

En los crustáceos, después del ingreso del metal, ya sea vía solución o por alimento, éste es

transportado a través del cuerpo del organismo para ser acumulado, quizás, en un órgano blanco o

para ser excretado (Rainbow, 1997). La desintoxicación de metales traza es típicamente realizado

por la unión del metal a sitios de alta afinidad en metalotíoneinas o ferritina o en-granulos

insolubles, frecuentemente a base de fosfatos (revisión en Legras et al., 2000). En la hemolinfa, el

cadmio es captado por proteínas, principalmente por las metalotioneínas, proteínas de bajo peso

molecular ricas en cisternas, las cuales se inducen ante la presencia de metales y cuyo enlace al

metal minimiza sus efectos tóxicos (Hogstrand y Haux, 1991; Legras, et al. 2000; Roesijadi,

1992; Klaassen. et al. 1999). De acuerdo con Klaassen et al., (1999), las metalotioneínas son las

responsables del control del cadmio en la hemolinfa y su regulación en relación al medio externo,

para reducir el daño tóxico del metal. Este mecanismo ha sido reportado en Carcinus maenas

expuesto al cadmio (Wright and Brewer, 1979), y como ha sido reportado en otros crustáceos,

puede ser en L. setíferas un factor importante en el transporte del cadmio de la branquia al

hepatopáncreas a través de la hemolinfa (Wright and Brewer, 1979 y Bambang, et al.f 1995).

En los juveniles de L setíferas el aumento de la proteína total en la hemolinfa por la exposición al

cadmio se correlacionó positivamente con el aumento de metalotioneínas en la branquia de los

camarones sugiriendo que la transferencia del metal de la branquia al hepatopáncreas a través de

la hemoíinfa ocurre fundamentalmente por su enlace a las metalotioneínas.

En los camarones, la concentración de metalotioneíñas en branquia fue mayor que en

hepatopáncreas en ambas salinidades. Sin embargo, la inducción de metalotioneínas en branquia y

en hepatopáncreas en 10 ups es mayor que en 17 ups. En baja salinidad, la inducción en la síntesis
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de metalotioneínas en la branquia es tiempo-concentración-dependiente y ocurre bajo

concentraciones de 290-300 ug Cd/g PS En contraste en 17 ups durante la exposición al cadmio,

aún niveles bioacumulados del metal de 332 \xg Cd/g PS no inducen la síntesis de

metalotioneínas. Estos resultados sugieren que la mayor biodisponibilidad de los iones libres de

cadmio en baja salinidad y su mayor incorporación, disparan tanto los mecanismos de síntesis de

metalotioneínas como la rápida transferencia del metal al hepatopáncreas como mecanismo de

desintoxicación y protección celular al efecto tóxico del cadmio, lo cual se reanima con la

bioacumuíación del metal observada en la branquia y en el hepatopáncreas. En 17 ups es posible

suponer que la mayor proporción del cadmio se enlaza rápidamente a proteínas de mayor peso

molecular (como puede ser la Na7K+-ATPasa) o bien se asocia a precipitados insolubles

limitando la inducción branquial de la síntesis de metalotioneínas y determinando una mayor

acumulación total del cadmio en el tejido particularmente en los camarones expuestos a 0.18 mg

Cd/1.

Estos resultados sugieren que la inducción de las metalotioneínas en los juveniles de L setiferus

es dependiente de la proporción de cadmio soluble en las células branquiales. Lo anterior se

observó a su vez en el comportamiento de las metalotioneínas en el hepatopáncreas de los

camarones,, En 10 ups la inducción de metalotioneínas se asoció con una bioacumuíación no

significativa de 30 a 43 u-g Cd/g PS mientras que en 17 ups, 0.10 mg Cd/1 no indujo la síntesis de

metalotioneínas aún bajo concentraciones de cadmio de 224 ug Cd/g PS en tejido; no obstante en

0.18 mg Cd/1 se observó una inducción proteica aún desde niveles bioacumulados no

significativos de 40 t̂g Cd/g PS,

La protección de las metalotioneínas al efecto tóxico del cadmio basado en la síntesis de novo de

metalotioneínas, depende de la suma neta de influjo de los metales pesados (el influjo menos el j

eflujo) y en relación a la degradación de las metalotioneínas (revisión en Hogstrand and Haux., í

1991) De tal manera los resultados obtenidos en L. setiferus en 10 ups sugieren que el aumento i

de metalotioneínas obedece a una inducción in situ o bien y mucho más plausible, sea el resultado |
i

del transporte de las metalotioneínas sintetizadas en la branquia al hepatopáncreas; en contraste,

en 17 ups el aumento de las metalotioneínas en el hepatopáncreas obedece sólo a su inducción in

situ dado que no se observó un aumento de su síntesis en la branquia. ¡
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Como se mencionó con anterioridad, el incremento en la síntesis de metalotioneínas se

correlacionó positivamente con el aumento en la bioacumulación del metal pero sólo en el tejido

branquial y en los camarones evaluados en 10 ups. En esta salinidad y en un medio libre del

metal, persiste la bioacumulación del cadmio en la branquia y en el hepatopáncreas de los

camarones si bien las metalotioneínas se reducen a niveles normales sólo en el hepatopáncreas de

los organismos expuestos a 0.10 mg Cd/1. En 17 ups, las metalotioneínas en branquia sólo se

recuperaron después de la exposición a 0 10 mg Cd/1 aunque permanece elevada la concentración

del metal en el tejido; en contraste, a pesar de la reducción del metal bioacumulado en el

hepatopáncreas; permanece ia inducción en la síntesis de metalotioneínas por la exposición previa

a 0.18 mg Cd/1. Estos resultados señalan que en los juveniles de L. setiferus la desintoxicación y

protección celular al efecto tóxico del cadmio mediante la inducción en la síntesis de

metalotioneínas difiere dependiendo de la salinidad del medio externo y por lo tanto de la

capacidad osmoreguladora de los camarones. El secuestro del metal por las metalotioneínas y su

tasa de síntesis se encuentra a su vez relacionada principalmente al tiempo y nivel de exposición

al metal en el agua (revisión en Hosgtrand y Haux, 1991)

En invertebrados bentónicos aparentemente resistentes a la exposición a metales pesados, se ha

documentado el enlace del metal a proteínas, pero también presentan una considerable cantidad de

granulos inorgánicos saturados de metales (Levinton, 2000; Legras et al., 2000; Hamza-Chafai et

al., 1999; Roesijadi, 1992, Bjerregaard, 1991; 1990). Las metalotioneínas y otras proteínas de

elevado peso molecular secuestran el ion metálico disuelto en el citosol de las células o en la

hemolinfa (como hemocianina), mientras que la fracción insoluble permanece en los lisosomas o

en precipitados minerales insolubles. La participación de ambos mecanismos ha sido observada en

en Carcinus maenas (Legras et al., 2000; Bjerregaard, 1991), Homarus americanas y H vulgaris,

(Levinton, 2000) Paelomon marmoratus, (Legias et al., 2000), si bien se señala que el mecanismo

de mayor importancia es la participación de las metalotioneínas.

La persistencia en la bioacumulación del cadmio en contraste a la reducción y recuperación a

niveles normales de las metalotioneínas, sugiere que en los juveniles de L setiferus participan

conjuntamente otros mecanismos de desintoxicación y protección celular, los cuales están

TESIS COK
FALLA DE ORIGEN
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presentes en mayor grado en branquia que en hepatopáncreas y son más activos en 10 ups que en

17 ups. El control interno de los niveles de cadmio biodisponibles adicional al control de

metalotioneíñas se corroboró en los camarones calculando la inducción esperada de

metalotioneínas asumiendo que la concentración total de cadmio bioacumulado en branquia y en

hepatopáncreas se encontraba biodisponible o como ion libre. Los resultados obtenidos denotan

que los niveles observados de metalotioneínas principalmente en branquia son significativamente

menores que los valores esperados calculados (Anexo IV),, Si se considera que existen otros

mecanismos involucrados en la desintoxicación de metales y que no se evaluaron en el presente

trabajo como son la formación de granulos inertes, éstos pueden ser en parte responsables de la

discrepancia en la proporción de las metalotioneínas observadas-espeíadas en L setiferus. De tal

manera es posible suponer en los camarones, la formación de granulos insolubles de cadmio,

principalmente en la branquia, contribuyendo a reducir la biodisponibilidad del cadmio y por lo

tanto la acción tóxica del metal bioacumulado en los juveniles. Asimismo la reducción en la

concentración del metal en el hepatopáncreas en 17 ups y parcialmente en 10 ups (con 0.18 mg

Cd/1) en un medio libre de cadmio sugiere su eliminación por heces probablemente asociado a

granulos inertes como ha sido reportado en Palaemon elegans expuestos al zinc (White y

Rainbow, 1984a; 1984b) y en otros crustáceos por la exposición a diversos metales pesados

(Legras et al., 2000)

Las alteraciones observadas en los juveniles de L setiferus por la exposición subletalal cadmio en

los mecanismos evaluados e involucrados en la regulación iónica y osmótica y en la síntesis de

metalotioneínas con relación a la bioacumulación corporal del cadmio, se refleja en el consumo de

oxígeno de los camarones.

En los juveniles de L. setiferus, la concentración de cadmio acumulado en branquia y

hepatopáncreas se relacionó a los procesos de transporte del metal de branquia a hepatopáncreas a

través de la hemolinfa y cuya velocidad de transferencia se encuentra determinado por la

salinidad, la biodisponibilidad del metal y por la condición fisiológica del organismo,

comportamiento descrito en otros crustáceos (Martín y Rainbow, 1998; Rainbow, 1997;

Bjerregaard, 1990 y 1991). De acuerdo a Bjerregaard (1991), la mayor acumulación del cadmio

en hepatopáncreas que en branquia en juveniles de Carcinus maenas como en otros crustáceos, es
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reflejo de la capacidad fisiológica de los organismos de compensar y de reducir la toxicidad del

metal. Este comportamiento también se observó en los juveniles de L setiferus durante la etapa de

exposición al metal. No obstante durante la etapa de recuperación la bioacumulación del cadmio

en la branquia fue mayor que en el hepatopáncreas y en particular en los camarones expuestos a

0.18 mg Cd/1 en 17 ups. lo cual sugiere un mayor deterioro fisiológico. Lo anterior coincide con

la inhibición permanente de la actividad de la Na+/K+-ATPasa y el incremento sostenido en la tasa

respiratoria de estos organismos, aún durante la etapa de recuperación en un medio libre de

cadmio.

El consumo de oxígeno es una medida indirecta del metabolismo aerobio y reflejo de la

producción de energía para cubrir las funciones globales del organismo; por ello se le considera

una medida de integración sencilla que da cuenta de la condición fisiológica de los individuos

(Fry, 1971). En los juveniles de L setiferus del grupo testigo el consumo de oxígeno fue afectada

por el cambio de salinidad, donde la acción del cadmio sobre la tasa metabólica pareció estar

enmascarada en la salinidad menor (10 ups) del medio. En los camarones del grupo testigo, la tasa

metabóíica fue mayor en baja salinidad, condición en la cual los camarones hiperregulan, por lo

tanto aumenta la demanda energética del trabajo iónico y osmótico para el mantenimiento estable

de su medio interno. Este comportamiento ha sido ampliamente documentado en peneidos

o smoregul adores (Rosas et al, 1999; Rosas et al., 1997). La exposición al cadmio ocasionó el

incremento en la tasa metabólica expuestos sólo en íos camarones a 0.18 mg Cd/1 en 17 ups hasta

en un 204% manteniéndose elevada en los juveniles en un medio libre del metal. Este incremento

coincide a su vez con la inhibición permanente de la actividad enzimática de la Na+/K+-ATPasa y

se relacionó con la mayor biacumulación del metal en la branquia. El aumento observado en la

tasa metabólica tiene consecuencias importantes, ya que limita el campo de actividad metabólica

de los organismos limitando su desempeño fisiológico y disminuyendo la energía útil para otras

funciones (Vanegas, 1996).

El efecto del cadmio sobre la tasa respiratoria de los crustáceos es variable; puede inhibir el

metabolismo (Thurberg et al., 1973; Depledge, 1984), no modificarlo (Spicer y Weber, 1991) o

incrementarlo (Espina y Vanegas, 1996b; Vanegas, 1996). Tales variaciones pueden estar

relacionadas con diferentes etapas durante la intoxicación del metal. En una primera etapa,
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aumenta la demanda de ATP y en consecuencia la fosforilación oxidativa, incremento

considerado como una respuesta adaptativa relacionada con mecanismos compensatorios a la

intoxicación al metal. En una segunda etapa de intoxicación severa y/o prolongada disminuye la

tasa respiratoria debido a la incapacidad del individuo de responder al incremento de ATP

demandado, pudiéndolo llevar incluso a la muerte (Vanegas, 1996; Gaudy, et al. 1991).

El aumento de oxígeno en el consumo de oxígeno observado en los juveniles de L setíferas puede

ser consecuencia de las alteraciones globales observadas en eí equilibrio iónico y osmótico de los

camarones (Na+, K+, Cl", Na7K+-ATPasa, proteínas) reflejando un aumento en las demandas

energéticas para el reestablecimiento de su homeostasis iónica y osmótica. Nuestros resultados

coinciden con lo reportado por Pequeux (1995) en los que el incremento en el metabolismo

respiratorio en crustáceos se ha relacionado con una mayor demanda energética debido a las

alteraciones en el balance iónico y osmótico de los organismos. Asimismo el incremento en la

tasa respiratoria puede obedecer a los costos energéticos involucrados en la síntesis de

metalotioneínas en branquia y hepatopáncreas como un mecanismo de desintoxicación y

protección celular al efecto tóxico del cadmio.

Adicionalmente eí aumento en la tasa metabólica en los juveniles de L setiferus expuestos al

cadmio puede ser reflejo de la participación de mecanismos de compensación en los procesos

respiratorios que demandan gasto energético. En este sentido, el incremento en la ventilación

braquial y en la frecuencia caidiaca ha sido reportado en Carcinus maenas por la exposición al Cu

y Hg (Depledge, 1984); a su vez, al Cd aumenta la tasa de extracción de oxígeno en Callinectes

similis (Ramírez et al., 1989),.

Los resultados obtenidos en el presente estudio denotan el efecto adverso del cadmio sobre la

regulación iónica y osmótica en los juveniles de L setiferus y cuyo efecto tóxico se relaciona con

la capacidad osmoreguladora de los camarones. El hecho de que en 10 ups los camarones presente

una mayor capacidad fisiológica para contrarrestar la acción tóxica del metal, sugiere que su

condición de hiperregulación le confiere una preadaptación que le permite minimizar la toxicidad

del metal debido a una mayor activación de los mecanismos de desintoxicación y protección

celular. En contraste en 17 ups, salinidad en la cual los camarones están en una condición de
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isosmoticidad, la exposición aí cadmio ocasiona la hiperregulación de su medio interno y por lo

tanto es posible suponer la limitación de su potencial bioquímico y/o fisiológico para desplegar

eficientemente los mecanismos de desintoxicación y protección celular al efecto tóxico de

cadmio
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5. CONCLUSIONES

• La regulación iónica y osmótica de los juveniles de L setiferus es alterada por la exposición

de 5 días a las concentraciones subletales del cadmio (0.10 y 0 18 mg Cd/1). Sin embargo la

capacidad osmoreguladora se recupera rápidamente en un medio libre del metal.

• La actividad de la Na+/K+-ATPasa branquial es inhibida rápidamente por el cadmio. En 17

ups, el efecto del metal sobre la enzima es concentración-dependiente a una salinidad de 17

ups y el efecto es irreversible a altas concentraciones. La inhibición permanente de la enzima

se relacionó con la elevada bioacumulación del metal en el tejido. En 10 ups el efecto es

tiempo-dependiente y es reversible a mediano plazo.

• La ionoregulación del Na+, K+ y Cl" es alterada de manera diferencial por la exposición al

cadmio., En ambas salinidades, los niveles de Na+ en hemolinfa son modificados sólo por la

exposición a 0.18 mg Cd/1; en contraste, el K+ es alterado solamente en 17 ups y en la mayor

concentración de cadmio. El Cí' es afectado de manera concentración-dependiente por el

cadmio en ambas salinidades; en 17 ups el Cl" fue modificado por la exposición subletal a 0.10

y 0.18 mg Cd/1, mientras que en 10 ups sólo fue alterado en la mayor concentración del metal

No obstante, la regulación iónica del Na , K+ y Cí" se recuperan en un medio libre del metal y

procede de manera más rápida para los iones Na+ y K+.

• En particular, las modificaciones observadas en la regulación iónica del Na+ y K+ no se

relacionaron directamente con la alteración observada en la actividad enzimática de la Na+/K+-

ATPasa branquial

• La exposición al cadmio ocasionó una pequeña pero significativa deshidratación solamente

en los camarones evaluados en 10 ups,

• Los niveles de proteína total en hemolinfa se incrementan en presencia del cadmio en ambas

salinidades y se relacionaron con el cadmio acumulado en la branquia y el hepatopáncreas.
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Esta relación sugiere una rápida transferencia del metal de la branquia al hepatopáncreas,

mayor en baja salinidad y por la exposición a 0.18 mg Cd/L

• Durante la exposición al metal, la bioacumulación del cadmio es mayor en el hepatopáncreas

que en la branquia de los camarones en ambas salinidades. No obstante, la acumulación del

cadmio en la branquia es mayor en 17 ups que en 10 ups. En un medio libre del metal la tasa

de eliminación del cadmio es mayor en hepatopáncreas que en branquia, principalmente en

bajas concentraciones y en 10 ups,

• En ambas salinidades, la inducción de metalotioneínas es mayor en la branquia que en el

hepatopáncreas de L setiferus, pero su síntesis se relacionó con la bioacumulación del metal

sólo en los camarones expuestos al cadmio en 10 ups,, En un medio libre del metal la

reducción de las metalotioneínas es mayor en el hepatopáncreas de los camarones en ambas

salinidades.

« La relación entre las metalotioneínas en la branquia y en el hepatopáncreas con el incremento

en las proteínas en la hemolinfá sugiere que la transferencia del metal de la branquia al

hepatopáncreas a través de la hemolinfá ocurre fundamentalmente por el enlace del cadmio a

las metalotioneínas.

• La persistencia del cadmio bioacumulado en un medio libre del metal en contraste a la

recuperación en la regulación iónica y osmótica de los camarones, sugiere la participación de

otros mecanismos de desintoxicación y protección celular al efecto tóxico del metal.

• El consumo de oxígeno se incrementó solo en los camarones evaluados en 17 ups y expuestos

a la mayor concentración de cadmio, incremento que se mantuvo en la etapa de recuperación.

Este aumento se relacionó con la mayor acumulación del metal en la branquia y puede ser

consecuencia de la participación de mecanismos compensatorios para reducir la acción tóxica

del metal.
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La recuperación en la capacidad osmoreguladora de los juveniles de L setiferus es reflejo de

la participación de diversos mecanismos de compensación y desintoxicación al cadmio que

demandan un gasto energético alto para mantener la homeostasis de su medio interno.

6. RECOMENDACIONES

• Dado que los niveles de Cl" en la hemolinfa de los camarones se relaciona con la actividad de

la anhidrasa carbónica en branquia, es necesario evaluar el posible efecto del cadmio sobre

esta enzima.

• La alta acumulación final de cadmio en la branquia y no en el hepatopáncreas, sugiere la

participación de mecanismos de desintoxicación adicionales al de las metalotioneínas,

posiblemente por unión del metal a granulos insolubles principalmente en branquia. De tal

manera es necesario en futuras evaluaciones cuantifícar la acumulación del metal en estos

tejidos considerando dos fases: la soluble (Cd-MT ó Cd-proteínas) y la insoluole o sólida (Cd-

gránulos minerales).
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7. ANEXOS

I. CORRECCIÓN POR DILUCIÓN DE LA HEMOLINFA.

Tanto la presión osmótica como los iones mayoritarios (Na+, K+ y Cl") del medio interno de los
camarones, se evaluaron en muestras de hemolinfa con una dilución en proporción 1:10. A fin de
efectuar las correcciones adecuadas por la dilución realizada y garantizar que los valores
observados fueran similares a los esperados, se procedió a lo siguiente.

Se evaluó la presión osmótica directa (sin dilución) de diferentes soluciones de concentraciones
conocidas de Na+, K+ y Cl" (NaCl y KC1; SIGMA, grado analítico) correspondientes a un
intervalo de salinidades aproximado de 5 a 35 ups; submuestras de cada una se diluyeron en
proporción 1:10 (Tabla 1). Los resultados fueron graneados y se realizó la regresión lineal en tre
los valores de la presión osmótica de las muestras con y sin dilución (Figura 1), obteniéndose la
ecuación:

Y = 0.105X-3.234 (p>0,05; R2-0.99)

donde "Y" y v;X" corresponden a la presión osmótica de muestras con dilución y sin dilución
respectivamente La ecuación obtenida se utilizó para recalcular los resultados obtenidos durante
los bioensayos.

Tabla 1 Presión osmótica de una solución de
concentraciones conocidas de "Na+, K+ y Cl" (300
mM NaCl y 11 mM KC1) en muestras sin
dilución (PO directa) y con dilución 1:10 (PO
1:10)

mMol/I
Na+

300

280

260

240

220

200

180

11

10.27

953

88

807

7 33

6.6

cr
311

290 27

269,53

248 8

228.07

207,33

186.6

mOsm/Kg
PO Dir,

597
597
558
555
519
516
476
478
437
437
406
404
361
363

PO1:10
60
60
55
56
52
50
45
47
43
43
39
39
36
35

í
o

60

55

50

15

40

33

30

25

30Q 350

PRESIÓN OSMÓTICA

R 1

4K> 450 500

) E i - 3.234

= tt.99

550 600 650

Figura 1 Relación entre la PO (mOsm/Kg) de una
solución de concentraciones conocidas de Na+, K+

y Cl" en muestras evaluadas sin dilución (PO
directa) y con dilución (PO 1:10)

Para comprobar que la ecuación utilizada ftiera la adecuada, se realizó la medición directa de la
presión osmótica de la hemolinfa de los camarones evaluados en 17 ups al momento de su
extracción y esa misma muestra se diluyó en proporción 1:10 y se le midió nuevamente la presión
osmótica (Tabla 2).
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Los resultados obtenidos de la muestra diluida fueron corregidos por la ecuación obtenida
anteriormente, Los valores corregidos se compararon con los obtenidos por la medición directa (t
Student; a=0.05) no obteniéndose diferencias significativas entre los grupos (p>0 05)
garantizando así que el procedimiento seguido para efectuar la corrección de la presión osmótica
por la dilución realizada en la hemolinfa de los camarones fue la adecuada.

Tabla 2, Presión osmótica (mOsm/Kg) de la hemolinfa de los juveniles de L setiferus
evaluados en muestras con una dilución en proporción 1:10 (PO 1:10) y sin dilución (PO
directa). Se incluyen valores piomedio de cada giupo y en paréntesis su error estándar.

I
57
57
51
57
52
52
54
54
54
ND

HEMOLINFA DILUIDA

II
58
55
ND
40
40
66
53
62
53
58

mOsm/K^
III
53
60
56
56
55
54
57
47
51
ND

IV
47
48
58
56
54
52
50
53
45
ND

V
53
59
ND
56
ND
60
59
58
51
ND

HEMOLINFA SIN DILUCIÓN

I
654
626
531
593
536
ND
642
584
611
ND

597.13
(16.12)

mOsm/Kg
II

576
584
595
528
557
534
586
588
561
ND

567.67
(8.08)

III
508
595
532
557
562
ND
ND
615
556
ND

560 71
(13,57)

IV
525
524
420
618
591
609
579
ND
465
ND

541.38
(25.15)

V
535
505
573
616
340
597
ND
501
590
ND

53238
(31.34)

ND: No determinada,.

Tabla 3. valores corregidos de la presión osmótica de la hemolinfa
de submuestras de L. setiferus por la dilución 1:10 efectuada
mediante la ecuación Y= 0,105X - 3 23, Se incluyen valores
promedio de cada grupo y en paréntesis su error estándar.

1
57257
57257
515 54
572 57
52504
525,04
544.05
544,05
544,05

ND
54643
(8.37)

2
582.08
55356

ND
410 97
410 97
658 12
534 55
620.10
534,.55
582.08
543 00
(28.23)

3
534 55
601 09
563,06
563 06
553 56
544,05
57257
477.51
515.54

ND
545 24
(13.25)

4
477,51
487 02
582,08
563.06
544 05
525 04
506 03
534 55
458.50

ND
519 76
(13.64)

5
534 55
591,58

ND
563.06

ND
60109
591 58
582 08
515.54

ND
568.50
(12.23)

ND: No determinada,
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El procedimiento señalado con anterioridad se utilizó asimismo para efectuar las correcciones

adecuadas de las concentraciones de los iones Na+, K y Cl" evaluados en las muestras de

hemolinfa diluidas en proporción 1:10. las ecuaciones obtenidas para cada ion fueron:

Na+: Y = 0.105X - 1 648 (R2 = 0.97)

K+ : Y = 0.105X + 0.312 (R2 - 0.82)

Cr : Y = 0.098X - 0.179 (R2 = 0..97)

donde "Y" y **X" corresponden a las concentraciones respectivas de cada ion (mMol/I) en

muestras de hemolinfa con dilución 1:10 y sin diluir (evaluadas directamente), respectivamente.

En todos los casos, las regresiones lineales fueron significativas (p<0.05).
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Figura 1 Proporción de cambio respecto al grupo testigo (%) de la actividad de la ATPasa Total en
branquia de¿ setíferas expuestos durante 120 h a 0 10 y 0,18 mg Cd/1 y durante 168 h de recuperación al
cadmio a una salinidad de 17 ups (A) y 10 ups (B). Ei grupo testigo es considerado el 100 % (promedio ±
ES; líneas punteadas).,
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ANEXOS

ni.
Parámetros de las regresiones lineales que describen la relación entre diferentes respuestas evaluadas en
branquia y hepatopáncreas de los juveniles de /. setiferus evaluados a 17 y 10 ups y expuestos a 0 10 y 0..18 mg
Cd/1 por 120h y colocados en recuperación al metal por 168h. Ac. Acumulación; Tp. Tiempo; MT
metalotioneínas, Activ. actividad Na7lC-ATPasa; Pr, proteína en hemolinfa; exp Exposición; rec.
recuperación.

17 ups
0.10mgCd/l

Ac. vs Tp (exp)
Ac. vs Tp {rec)
MT vs Tp (exp)
MT vs Tp (rec)
Ac. vs MT (exp)
Ac vs MT (rec)
Ac vs Activ (exp)
Ac. vs Activ (rec)
Ac. vs Prot (exp)
Ac. vs Prot. (rec)

0.18mpCd/l
Ac vs Tp {exp)
Ac vs Tp (rec)
MT vs Tp {exp}
MT vs Tp (rec)
Ac vs MT {exp)
Ac. vs MT (rec)
Ac. vs Activ {exp)
Ac vs Activ (rec)
Ac vs Prot {exp)
Ac. vs Prot. (rec)

10 ups
0.10mgCd/l

Ac vs Tp {exp)
Ac vs Tp (rec)
MT vs Tp (exp)
MT vs Tp (rec)
Ac. vs MT {exp)
Ac. vs MT (rec)
Ac. vs Activ {exp)
Ac. vs Activ (rec)
Ac vs Prot (exp)
Ac. vs Prot. (rec)

0.18 mg Cd/I
Ac. vs Tp (exp)
Ac vs Tp (rec)
MT vs Tp (exp)
MT vs Tp (rec)
Ac vs MT {exp)
Ac vs MT (rec)
Ac. vs Activ (exp)
Ac. vs Activ (rec)
Ac vs Prot (exp)
Ac. vs Prot. (rec)

Pendiente
1.19 a

-0 25
0 001 a

-0.003
0.001

0 0147
-0 006
-0 034

0 46
0.91

2.24 a

-0.21
0 002 a

.0004

0.001
-0 016
-0.007
-0 016
0 093
0.044

Pendiente
2 1 2 b

0.13
0.003 fl

-0.006

0,001
-0.009
-0.015

0.139
0 091
-0.719

2.30 a

-0,54
0 007 a

0.0002
0 002
-0,001

-0.019
-0.065
0.282
0.021

BRANQUIA

(m) Intercepto
25.64
177 6
0 383
0 61
0.341
-1.96
5 93
1109

63.09
-49.66

46 64
390 5
0.20
0.19
019

6 59
5 86
9.07

74.26
-88.62

BRANQUIA

(m) Intercepto
20 36
230 20
0.32
0.82
0.295
2 59
11 05
9 07
67 35

253.32

74 90

341.12
0 08
0 36

-0 027
0 56
12 82
27 35
53.59
68.87

R2

0 99
0 94
0 23
0.77
0 30
0.95
0.76
0 58
0 99
0.79

0,94
0,99
0 53
0 96
0 44
0.92
0 89
0.99
0 98
0.48

R2

0,98
0.57
077
0 99
0 75
0,99
0.78
0.97
0,91
0.81

0 92
0 98
0,95
0,24

0.84
0.41
0 95
0 99
0,98
0.10

HEPATOPANCREAS

Pendiente (m)
1.80"
-0.70

0 0002 3

-0 00004
0 0001
0 0001

0.289
C.42

3.98 a

-1 97
0.002 a

0.0004
0 0004
-0 0002

0 062
0.066

Intercepto
-11.97
193,39
0.16
014
0.166
0.123

77 80
39.36

-25 16

418.61
0.25
0.37

0 282
0 456

88.6
63.14

HEPATOPANCREAS

Pendiente (m)
140 a

-0.13
0.001 a

-0,001
0 001
0 010

0.137
1.029

5.02 a

-0 23
0 00001 a

0.0003
-0 0001
-0 002

0110
0.026

Intercepto
3 63

214 78
0 21
0 33
0 22
-1 70

68,99
129.80

-57 42
2830
0 20
0 22
022
0 64

86 29
68.08

R2

0.97
0 78
0 24
0 33
0.26
0 84

0.98
0.95

0.99
0 92
0.60
0 93
0 44

0 98

0,56
0.62

R2

0,98
0.91
0.50
0.56
0.42
0 85

0.91
0.72

0.96
0 97
017
0 46
022
0.65

0 80
0.05

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).
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