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RESUMEN de la tesis de Cristina Escobedo Fregoso, presentada como requisito parcial
para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en Ecologia Marina.
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EVALUACION DE LA SINTESIS DE METALOTIONEINAS INDUCIDAS POR
CADMIO EN LA ALMEJA Megapitaria squalida DE BAHIA LA PAZ. B.C.S.

Resumen aprobado por:
Gl

Dra. Lia C. Méndez Rodriguez.

Una de las principales fuentes de contaminacion del medio acuatico son los metales
pesados. El cadmio es uno de los mas téxicos, dado que ocasiona dafios fisiologicos,
reproductivos y genotoxicos en los organismos. La sintesis de metalotioneinas (MT) tiene
como funcidén en los organismos, la detoxificacion de metales téxicos, asi como la
homeostasis de metales esenciales. En moluscos bivalvos el Cd es el principal inductor de
metalotioneinas, se caracterizan por ser proteinas de bajo peso molecular (6 a 10 KDa), con
un alto contenido de grupos sulfidrilo que forman complejos con metales pesados. Los
depésitos naturales de fosforita son uno de los principales aportes de Cd en el norte de
Bahia La Paz, B.C.S. En este sitio se han reportado altos niveles de Cd en la almeja
chocolata Megapitaria squalida, la cual es consumida a nivel local. En el presente estudio
se colectaron almejas M. squalida procedentes de Punta Coyote en Bahia La Paz, B.C.S.,
Meéxico. Se expusieron grupos de 3 organismos de 0.2 y 0.5 mg Cd/I durante 10, 20 y 30
dias, La bioacumulacién de Cd en branquias, glandula digestiva y nefridio fue analizada
mediante espectrofotometria de absorcidn atdomica (EAA). La cuantificacion de MT se
efectué en HPLC, utilizando una columna supelcosil LC-318. El tiempo de retencién de
esta proteina fue a los 2.7 min, en la fraccidén 2.5-3 se obtuvieron los niveles mas altos de
Cd. Con electroforesis se detecté una proteina de bajo peso molecular (6,000 Da). Los
resultados presentados en este trabajo, demuestran que la exposicién de M. squalida a
concentraciones subletales de Cd, modifican la concentracion de MT en branquias y
glandula digestiva, obteniendo en este tltimo 6rgano los mayores niveles de esta proteina.
La bioacumulacién de Cd en branquias se presenté a los 10 dias de exposicién, a diferencia
de la glandula digestiva y el nefridio en donde se incrementaron los niveles del metal
significativamente a los 20 y 30 dias respectivamente. Adicionalmente se realizaron
colectas de nueve almejas M. squalida en Punta Coyote, San Juan de la Costa, Quelele y
Balandra, obteniendo un gradiente de MT en glandula digestiva>branquias>nefridio, siendo
las almejas de Punta Coyote y Balandra las que presentaron altas concentraciones de MT.
En gléndula digestiva de organismos del Quelele se presentaron diferencias significativas
de Cd, siendo en este sitio en donde se obtuvieron las menores concentraciones. Mediante
la cuantificacién de Cd total en tejido completo de 6 almejas colectadas en las 4 estaciones,
se obtuvo bajo contenido de Cd en almejas de Balandra, tal como habia sido reportado en la

bibliografia.

Palabras claves: Cadmio, Megapitaria squalida, Metalotioneinas, Bahia La Paz,B.C.S.



ABSTRACT of the thesis presented by Cristina Escobedo Fregoso as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY.

Ensenada, Baja California, México. Septiembre 2006.

EVALUATION OF SITHETYS OF METALLOTHIONEINS INDUCED BY CADMIUM
IN CLAM Megapitaria squalida FROM LA PAZ BAY, B.C.S.

Heavy metals are a principal source of pollution in aquatic ecosystems. Cadmium is a toxic
clement that causes physiological, reproductive and genotoxical effects. Metallothionein
(MT) play a role on essential metals homeostasis and protection against metal toxicity.
Cadmium is the most inducer MT on bivalves organism. MT are low molecular weight
proteins, binds metals, have a high cysteine content and sulfhydrils groups. A phosporite
bank is the principal natural source of cadmium at north of La Paz Bay, B.C.S. High
cadmium levels has been reported on the clam Megapitaria squalida, consumed locality. A
present study, clams M. squalida were collected from Punta Coyote, La Paz Bay . Groups
of 3 organisms were exposed at 0.2 and 0.5 mg Cd/l per 10, 20 and 30 days. Cadmium
bioaccumulation was analyzed in gills, digestive gland and kidney by atomic absorption
spectrophotometric (SAA). An HPLC whit supelcosil LC-18 column was used to quantify
MT, the retention time of these protein was at 2.7 min, found higher cadmium levels on
fraction 2.5-3. A low molecular protein was detected by electrophoresis (6,000 Da). The
results showed that MT concentrations were modified on gills and digestive gland after 10
days of sublethals expositions cadmium,. Higher MT level was found in digestive gland.
Cadmium was bioaccumulated in gills after 10 days of exposure, a difference of digestive
gland and kidny showed accumulation at 20 and 30 days respectively. Six clams M.
squalida from Punta Coyote, San Juan de la Costa, Quelele and Balandra showed a
cadmium decrease; digestive gland>gills>kidney. Punta Coyote and Balandra showed
higher MT concentrations. significative differences were found on digestive gland of
Quelele clams, showed a lower cadmium levels. Total cadmium was measure on six clams
from 4 stations, seem that Balandra have a low contenido cadmium, like has been reported
on bibliography.

Key works; Cadmium, Megapitaria squalida, metallothionein, La Paz Bay, B.C.S.
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I. INTRODUCCION.

El cadmio es considerado el metal contaminante de mayor importancia en el ambiente
marino por su alta toxicidad y biomagnificacién a través de la red tréfica. Su presencia
puede ser detectada en agua, sedimento y organismos. La mayoria de los estudios para
monitorear este tipo de contaminacion utilizan moluscos bivalvos, debido a su naturaleza
sedentaria y por ser filtroalimentadores, permiten reflejar la concentracién de metales en el
agua en determinado tiempo y representar el valor promedio de la disponibilidad biolégica

relativa de estos en una zona (Mufloz-Barbosa, 1997).

La exposicion a este metal tanto en condiciones naturales como experimentales puede
ocasionar disrupciones fisioldgicas, modificacién de la actividad enzimética (Geret ef al.,
2002), dafio genotoxico y desordenes reproductivos, (Vetillard y Bailhache, 2004). El Cd es
concentrado principalmente por filtradores como son los bivalvos, siendo las branquias,
glandula digestiva (Tanguy et al., 2003, Boutet ef al., 2002) pie, manto (Serra et al., 1995)
y nefridio (Blackmore y Wang, 2004) en donde lleva a cabo la mayor acumulacién. Estos
organismos forman complejos metalotioneina-metal, los cuales se forman de acuerdo a su
afinidad con el metal (Hg™> Ag™' = Cu''> Cd**> Zn'?). En bivalvos el Cd es el principal
elemento que estimula la sintesis de Metalotioneinas (MT) (Dabrio et al., 2002), en

contraste con los mamiferos, el Zn estimula la mayor sintesis de MT (Palmiter, 1994).

Las MT son proteinas de bajo peso molecular, con alto contenido de grupos sulfidrilo

provenientes de amino4cidos cisteinicos (20 grupos que forman parte de la estructura), sin



residuos aromaticos y calorificamente estables (Roesijadi, 1992, 1996). Estas proteinas
pueden contener hasta dos metales diferentes en su estructura, con capacidad de acomplejar
siete atomos de metales divalentes. Su estructura esta compuesta por ligaduras de dominio
oy BB (Fig. 1), el dominio } se ubica en la terminacién amino de la proteina (N-terminal)
ligando tres 4tomos del metal (Mes ™, So) en la secuencia de los residuos 1 al 30, el dominio
o se encuentra al final del grupo carboxilico (C-terminal) de los residuos 31 al 61 ligando

cuatro iones metalicos (Me4 ™2, S1,) (Hidalgo et al., 2001).

DOMINIO ALFA DOMINIO BETA
s % s
“ N\ / eas~ AN / \éd{"s\
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|~ \g\cld—s PTG
- \éd/s\ ~ -
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Figura 1.- Dominio alfa y beta de la formacién del complejo MT-metal (Otvos y Armitage,
1980, Dallinger et al., 2001).

A nivel celular, las MT se localizan principalmente en el citoplasma, lisosomas y en el
niicleo (Roseijadi, 1992). Su funcién principal es la homeostasis de metales esenciales (Zn
y Cu) y la detoxificaciéon de metales no esenciales (Hg y Cd) (Klaassen ef al., 1999).
Adicionalmente protegen de inmunotoxicidad, hematoxicidad, nefrotoxicidad y son
eficientes en la captura e inactivacién de radicales hidroxilo, sugiriendo que los grupos tiol
de las tioneinas pueden ser los responsables de la captura e inactivacién de radicales libres.

(Bordin, G., 2000).



Las técnicas para la cuantificacion de MT se clasifican en métodos indirectos y directos.
Los indirectos se basan en la determinacion de metales unidos a MT asumiendo la
saturacion de la molécula con iones metdlicos, entre ellos se encuentra la
espectrofotometria de absorcién atomica (EAA), espectrofotometria acoplada a masas
(ICP-MS) y polarografia de pulsos diferenciales (DPP). Los métodos directos mas comunes
son: electroforesis capilar (CE), inmunodeteccién (ELISA) y cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC) que es una técnica rapida y sensible (Alhama et al. 2006).

Las MT han sido utilizadas como: biomarcadores de la exposicion de metales en
organismos acuaticos, indicadores especificos bioldgicos y como posibles “marcadores de
precaucién” para la deteccion de efectos nocivos causados por la exposicién a metales
(Olafson et al. 1979, Dabrio et al., 2002, Tanguy et al., 2003, Blackmore y Wang, 2004).
Bebianno y Langston (1991) demuestran que la medicién de metalotioneinas inducidas en
mejillones es un método viable para determinar la respuesta bioldgica a la contaminacién
por metales. Ademas, han sido propuestas por la Comisién Europea para ser incluidas en
programas de monitoreo ambiental como biomarcadores para la evaluacién por

contaminacion de metales en ambientes acuaticos (Dabrio et al. 2002).

El vertido de agua de origen antropogénico con alto contenido de Cd provocado por la
extraccién de fosforo, y la presencia de bancos naturales de fosforita con altos niveles de
Cd localizados al noroeste de Bahia La Paz Baja California Sur, han generado

concentraciones de Cd que sobrepasan el limite establecido por la norma mexicana NOM-



031-SSA1-1993 en almeja Megapitaria squalida (Méndez, et al., 2006), siendo Punta

Coyote y San Juan de La Costa en donde se presentan altos niveles de Cd.

La presencia de altos niveles de Cd en la almeja M. squalida que es el segundo molusco
bivalvo de mayor abundancia en B.C.S., el cual es importante econdmicamente por su
consumo local y nacional, propicia la busqueda de una relacién entre el contenido de Cd y
la presencia de MT, con la finalidad de utilizar a las MT como biomarcador de respuesta

biolégica por exposicion a Cd.



II. ANTECEDENTES.

IL.I. Aporte de metales al medio ambiente acuatico.

La contaminaciéon en los océanos es un tema de preocupacién internacional. El medio
ambiente marino es afectado por la introduccién de contaminantes provenientes de
actividades humanas (agricultura, industria, transporte, crecimiento demografico, etc.) y

naturales (erupciones volcénicas, terremotos, huracanes, etc.).

Una de las principales fuentes de contaminacién son los metales pesados. Su introduccion
al medio es por aportes naturales (actividad volcénica o erosion de rocas) y antropogénicos
(colorantes, pesticidas, funguicidas, baterias de cadmio-niquel, industria de galvanizado,
minera, eléctrica, farmacéutica y metalirgica Olguin-Espinoza, 1989 y Romero Vargas,
1995). Los metales biodisponibles son clasificados como esenciales y no esenciales, los
primeros son aquellos necesarios para el metabolismo, entre ellos se encuentran el Zn, Cu,
Fe entre otros, y no esenciales son los que no tienen ninguna funcién bioldgica y pueden ser

téxicos, como el Cd, Hg y Pb (Ahearn ef al., 2000).

IL.IL. Aporte de Cd.

Aunque el Cd no se encuentra en estado puro en la naturaleza, es un constituyente natural
de las rocas y depdsitos fosfatados que son explotados para la obtencién de fertilizantes
(WHO, 1992). Se estima que las fuentes naturales y antropogénicas introducen al medio

acuatico 5,540 y 3,700 toneladas de Cd al afio. El caso més grave de contaminacién por



cadmio fué el que ocurrié en los afios 50’s, en la cuenca del rio Jintsu cerca de la ciudad de
Toyama, en donde una compafiia minera y fundidora de Zn, Pb y Cd descargaba sus aguas
residuales. Las personas de esta localidad ingirieron agua y arroz irrigado por el rio
contaminado, consumiendo durante varios afios (Yamagata y Shigematsu, 1970) dosis de
600 pg dia™, provocandoles la enfermedad degenerativa de los huesos, por la cual se estima

que murieron 100 personas hacia el final de 1965.

Actualmente la Norma Oficial Mexicana de la Salud NOM-031-SSA1-1993 establece
como limite méximo para consumo humano una concentracién de 0.5 pug Cd g, ademés, la
Food and Drug Administration of the United States (USFDA, 2003) permite como maximo
4 ng Cd g peso seco en moluscos. El limite permisible segin la Regulacion Alimenticia
de Malasia (1985) es de 1 pg Cd g peso himedo, la Organizaciéon Mundial de la Salud
permite niveles maximos de Cd de 2 pg Cd g peso himedo o 11 ng Cd g peso seco en

mejillones para consumo humano (Phillips, 1983).

ILIII. Cadmio en organismos acuéticos.

El Cd puede entrar al organismo a través del integumento, branquias o intestino después de
consumir alimento. Su eliminacién puede realizarse a través de los mismos tejidos o por el
rifién (variando entre especies). Los invertebrados poseen mecanismos de detoxificacién
celular con la que se reduce la toxicidad de metales bioacumulados. Estas rutas comprenden

mecanismos fisioldgicos reguladores de excrecién de metales, mecanismos de



secuestracion intracelular que implica sitios de alta afinidad para unir metales a proteinas
de bajo peso molecular conocidas como metalotioneinas seguido de una eliminaciéon a
través del sistema de la endomembrana lisosomal. Otro mecanismo es la secuestracion
intracelular de metales en vacuolas especificas mediante la formacién de granulos de

fosfatos o sulfuros que posteriormente son eliminados por exocitosis (Ahearn et al., 2004).

ILIV. Toxicidad del Cd.

El Cd es un elemento téxico para el ser humano ya sea inhalado o consumido en el
alimento. La intoxicacion por Cd esta asociada a la osteomalacia (ablandamiento de
huesos) y osteoporosis. Este metal es acumulado en el cuerpo humano principalmente en el
higado y los rifiones, teniendo una vida media de 16 a 33 afios (Manaham, 1990).
Observaciones histolégicas indican que este elemento causa disrupciones funcionales en
ciertas estructuras de la nefrona tales como: el reticulo endopldsmico, mitocondrias,
lisosomas y membrana celular, afectando también funciones de respiracién, transporte y
procesos bioquimicas que se llevan a cabo en el reticulo endoplasmico. La citotoxidad
ocurre principalmente en los tubulos proximales y parcialmente causa dafios en los
glomérulos renales. Los dafios en el rifién ocurren cuando la cantidad de Cd sobrepasa la

habilidad de este 6rgano para formar complejos de metalotioneinas.



ILV. Uso de MT como biomarcadores de contaminacion por metales pesados.

Dada la necesidad de obtener biomarcadores de contaminacién, Margoshes y Vallee (1957)
realizaron los primeros estudios con metalotioneinas aisladas de la corteza renal de equinos,
identificandolas como proteinas capaces de acomplejar cadmio. El primer reporte de MT en
organismos acuaticos fue realizado por Olafson y Thomson (1974) en el pez marino
Sebastes senoides, continuando con investigaciones en moluscos como el mejillon Mytilus
edulis (Noel-Lambot, 1976) y el ostién Crassostrea virginica (Casterline y Yip, 1975), en
los 80's los principales estudios de MT en almejas se efectuaron en Macoma balthica
(Johansson et al., 1986), Protothaca straminea (Roseijadi et al, 1980) y Calpytogena
magnifica (Roseijadi et al, 1985), recientemente se ha estado trabajando en la almeja
Ruditapes decussatus (Mouneyrac ef al., 1998). Actualmente estas proteinas han sido
detectadas en el reino animal, plantas superiores, algas, microorganismos eucariotas y
procariotas, constituyendo un grupo de proteinas ampliamente distribuidas en los

organismos (Roesijadi, 1996).

La induccion de la sintesis de las MT en los diferentes érganos depende del metal y de los
diferentes sistemas bioldgicos. Siendo el higado en donde se inicia la sinteis de MT en
vertebrados. Una fraccién limitada del complejo MT-Cd ingresa a la circulacién,
posteriormente es filtrado a través de los glomérulos renales y reabsorbido en los tibulos
proximales en donde se acumula gradualmente. El complejo MT-Cd es continuamente
destruido por los lisosomas de las células tubulares y el cadmio libre induce nuevamente la

sintesis renal de MT que se une al Cd y vuelve a ser degradada, siendo solamente una



fraccion de Cd la que no forma este complejo que no es téxico. Cuando las concentraciones
de Cd exceden la capacidad de sintesis del complejo ocurre la toxicidad (Nordberg y
Nordberg, 1988). Aunque no se conoce mucho sobre el mecanismo de formacién del
complejo MT-Cd en moluscos bivalvos, en estos organismos las branquias son la unica
entrada de metales que son distribuidos a todos los 6rganos a través de la hemolinfa, siendo

finalmente almacenados en el nefridio (Leland y Kuwabara, 1985).

La variacion de los niveles de MT puede estar influenciada por el contenido de metales,
temperatura, salinidad, estado reproductivo, estado nutricional, edad/talla y tasa, velocidad
y ritmo de crecimiento del organismo (Olsson ez al. 1987). Por otra parte, el transporte y
acumulacién de las proteinas disponibles para el control de la concentracién intracelular de
iones metalicos varia segiin el grado de saturacién del metal. La mayoria de estas proteinas
son continuamente degradadas y sintetizadas a una tasa relativamente répida; la vida media
de las MT es de 5 dias (variando de acuerdo al metal predominante en el tejido), aunque se
ha reportado que para Mytilus edulis es de 25 dias (Bebianno y Langston, 1993). La
concentracion tipica de MT en M. edulis en sitios no contaminados es de 2-3 mg g™ peso
seco y se incrementa hasta 9 mg g'1 cuando el organismo es expuesto a 400 pg I'' cd

durante 30 dias (Bebbiano y Langston, 1991).

Una de las metodolgias estan siendo utilizadas para la identificacién de MT es mediante el
uso del HPLC, esta técnica ha sido empleada principalemente para caracterizar las
isoformas de MT. Uno de los primeros estudios lo realizaron Klauser et al. (1983)

caracterizando las isoformas de MT en rifién de caballo, posteriormente Bordin et al.



10

(1996) utilizando una columna Hi-Pore 318, reportan isometalotioneinas de higado de
conejo y rifién de caballo. Estudios recientes como el de Alhama et al. (2006) en donde
utilizaron una columna Supelcosil C-18, obtuvieron mediante el HPLC-RP que la

concentracion de MT es 10 veces mayor a lo cuantificado con el método colorimétrico en

glandula digestiva de almeja.

La contaminacién de metales pesados en el ambiente marino en las costas de Europa, ha
sido estudiado principalmente en la almeja Ruditapes decussatus por medio de las MT,
siendo en gléndula digestiva en donde se presenta la mayor concentracién . Aunque el
contenido de algunas proteinas es diferente entre hembras y machos, estos autores

encontraron que en ambos sexos el contenido de MT es igual.(Serafim y Bebianno, 2001).

La mayor parte de la investigacion orientada al uso de metalotioneinas como biomarcadores
ha sido desarrollada en paises, por lo que las especies utilizadas han sido las que se
encuentran en ambientes marinos de aguas frias como es el caso del estudio de MT en
Mpytilus edulis del suroeste de Inglaterra (Bebianno y Langston, 1991), M. galloprovincialis
y la almeja Ruditapes decussatus de las costas del Sur de Portugal, Crassostrea gigas
colectadas en las costas de Francia (Mouneyrac ef al. 1998), entre otros. La informacién
relacionada a niveles de metalotioneinas en almejas de zonas célidas como el noroeste

mexicano es nula.
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I1.VI. Variaciones en las MT.

Las MT se clasifican en cuatro clases principales: la clase I comprende a las MT aisladas de
los mamiferos. La clase IT comprende a las MT con una secuencia de aminoécidos diferente
a las presentada en mamiferos, ademas la distribucién de los amino4cidos cisteinicos es
diferentes entre la clase I y 1. Las MT de la clase T y IT se caracterizan por ser proteinas de
cadena sencilla, mientras que las MT de la clase III son polipéptidos formados por la
repeticion de 2 a 11 unidades de glutamil-cisteinil. Estas MT son estructuras oligoméricas
formadas por 2 o mas cadenas polipeptidicas de longitud variable localizadas
principalmente en el cerebro. Las MT IV se localizan en los tejidos corneos, tejidos
estratificados y escamosos de la piel, en la lengua, en la parte superior del tracto digestivo y

en la vagina (Kégi y Shiffer, 1989).

IL.VII. Peso molecular de las Metalotioneinas.

Aunque en general se sabe que las MT son proteinas de bajo peso molecular (6,000-7,000
Da) (Klaassen et al., 1999), este puede variar dependiendo de la especic y el tiempo de
residencia en un ambiente dado, como en la almeja Scapharca inaequivalis en la cual se
obtuvieron proteinas de 10,000 Da sugiriendo que pudieran ser proteinas ligadas a cadmio
(Serra et al., 1995). Otros estudios como el de Viarengo et al. (1981) reportan que el peso
molecular de MT tanto en Mytilus galloprovincialis como en la almeja Ruditapes

decussatus es de 7,400 Da. Mouneyrac et al. (1999) encontraron MT en Crassostrea gigas
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con peso molecular de <20,000 Da en organismos trasplantados a un sitio con alto
contenido de Cd, y 420,000 Da en los nativos, sugiriendo que el peso molecular y la

proporcién del metal ligado a las MT se incrementa conforme aumenta el tiempo de

exposicion al metal.

I1I.VIIL. Bivalvos como bioindicadores de contaminacion por metales.

Los organismos utilizados como indicadores de cierto efecto ecoldgico son denominados
“"bioindicadores”, siendo necesario que retina ciertos aspectos: ser sedentario, facil de
identificar, abundante, tener larga vida, estar disponible para su colecta durante todo el afio,
tener suficiente tejido para el analisis, ser resistente al estrés causado por el manejo en
laboratorio y/o transplantacién en el campo. Por otro lado se debe analizar si existe una
correlacion entre la concentracién de metales en el tejido blando y la concentracidn en el
ambiente durante un periodo dado (Rainbow, 1995). Por su capacidad de bioacumular
metales en el ambiente acudtico, los bioindicadores que frecuentemente se han utilizado
son: mejillones (Mytilus spp.), ostras (Ostrea spp. y Crassostrea spp.) y almejas (Tapes
spp. Ruditapes decussatus). En particular los bivalvos poseen sistemas subcelulares de
acumulacion, regulacién e inmovilizacion para los excedentes de metales tanto esenciales

como no esenciales (homeostasis) y la formacién de MT (Bebianno y Serafim, 1998).

Para evaluar el nivel de toxicidad de una sustancia quimica en organismos se realizan
bioensayos de toxicidad, iniciando con pruebas subletales para posteriormente calcular la

concentracion letal media (LCsp), que corresponde a la concentracién que causa la muerte
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del 50% de la poblacion experimental, al cabo de un tiempo determinado (generalmente, 48

0 96 horas) (Esclapes, 1999).

Las concentraciones letales medias que se han reportado en organismos expuestos a cloruro
de cadmio son: 3 mg 1" para la almeja Ruditapes decussatus (Henry et al., 1984), de 25 a
165 mg I para el mejillén Mytilus edulis expuesto de 48 a 96 horas en bioensayo estéitico
(Eisler, 1971), aunque en bioensayos con flujo continuo la LCsq para este mismo organismo
es de 9.6 mg I"" (Nelson, 1988), concentraciones mas bajas (3.6 a 6.2 mg 1) se reportan
para el mejillon Mytilus galloprovincialis en organismos adultos en bioensayos con

recambio durante 30 dias (Pavicic y Jarvenpaa, 1974).

ILIX. Organos de acumulacién de metales y sintesis de MT.

Algunos autores como Serra, ef al. (1995) reportan que las branquias y el manto por ser los
drganos que estdn en contacto directo con el agua, serdn los primeros en ser afectados por

la incorporacién de los elementos presentes en el medio acuético.

Estos autores expusieron almejas (Scapharca inaequivalvis) a una concentracion de 0.5 mg
Cd I'" durante 28 dias el gradiente entre tejidos fue: nefridio>manto>branquias>viceras.
Posteriormente se observé que cuando a estos organismos eran mantenidos en acuarios sin
adicionarles Cd, el gradiente de acumulacién después de 30 dias de no estar expuestos fue

el mismo al gradiente de acumulacidn.
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Bebianno y Serafim (1998) sugieren utilizar las branquias para el andlisis de
metalotioneinas, obteniendo que al comparar concentraciones de MT en la fraccién
citolitica (soluble) del homogenizado de branquias de Mytilus galloprovincialis y Ruditapes
decussatus expuestos a concentraciones subletales de Cd de 0.1 mg 1" el incremento de
MT fue cuatro veces mas en M. galloprovincialis que en la almeja R. desacussatus. En este
estudio al igual que otros realizados por Romeo y Gnassia-Barelli (1995) reportan que las
branquias funcionan como sitio de contacto, acumulaciéon de metales y generacién de MT,
aunque Bebianno et. al,, (1994) reportan que en los primeros 14 dias de exposicion a 0.1
mg 1! de Cd la almeja Ruditapes decussatus presenta concentraciones iguales en la
glandula digestiva y branquias. Después de este periodo la concentracién aumenta en la
glandula, indicando que el transporte de cadmio ocurre de las branquias a la glandula
digestiva en donde es finalmente almacenado. Este tipo de organismos son capaces de
sobrevivir a altas concentraciones de Cd puesto que tienen una alta capacidad de sintetizar

MT que inhiben los efectos tdxicos de este elemento.

Geret et al., (2002) encuentran que en el mejillén M. edulis y el ostion C. gigas después de
4 dias de exposicién a Cd no se presentan variaciones de sintesis de MT respecto a
organismos control, siendo hasta el dia 21 cuando la induccién de sintesis de MT se
incrementa tanto en branquias como en la glindula digestiva de ambos bivalvos,
demostrando que la exposicion a concentraciones subletales a metales causa modificaciones
en la concentracion de proteinas, adicionalmente obtiene una disminucién en los niveles de
proteinas totales el cual es explicado por un decremento general de la actividad metabélica

del organismo.
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En un estudio realizado por Mouneyrac et al. (1998) en el ostién Crassostrea gigas
recolectadas en tres sitios del estuario Gironde, Francia demuestran que la concentracién de
MT ligadas a Cd es significativamente mayor en la glandula digestiva que en las branquias.
Ademas obtuvo una relacién inversa entre el peso del organismo y la concentracién de MT,
lo cual coincide a lo encontrado en Macoma balthica y Mytilus edulis del estuario Artico
(Amiard-Triquet et al., 1998) y contrastando con lo reportado para la lapa Patella Vulgata,

concluyendo que los organismos mas grandes presentan la mayor concentracién de MT

(N&el-Lambot et al., 1980).

El mecanismos de detoxificacién por medio de MT fue observado en organismos control,
cuando los niveles de MT en el tejido completo de la almeja Corbicula fluminea
disminuyeron durante los primeros 30 dias, contrario a lo obtenido en las branquias y
viceras de organismos expuestos a Cd observando una correlaciéon entre el contenido de Cd

y la concentracién de MT (Budrimont ef al., 1997).

IL.X. Megapitaria squalida como bioindicador de contaminacién por Cd.

La almeja cominmente conocida como “almeja chocolata” (M. squalida) tiene como
pecularidad la concha de color café claro o crema u ornamentada, es lisa y gruesa con
aspecto a porcelana, con forma triangular alargada anteposteriormente e internamente es

blanca con un tinte ligeramente violaceo (Baqueiro y Stuardo, 1997).
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Se distibuye desde Laguna QOjo de Liebre en Baja California Sur, México, hasta Macora,
Pert (Keen, 1971). Habita en fondos arenosos o lodosos a una profundidad entre 1 y 20 m.
Alcanza densidades de 1 a 16 organismos por metro cuadrado. Tiene gran importancia
econdmica puesto que es capturada para consumo a nivel nacional y local. En San Ignacio,
El Comitan, El Bateque y en el complejo Bahia Magdalena-Almejas se encuentran bancos
de explotacidén de la costa occidental, mientras que en el Golfo de California se captura en
el limite de Santa Rosalia, Bahia de Santa Inés, Bahia Concepcidn, y en el 4rea de Loreto,
en las localidades conocidas como Notri, Juncalito, Ensenada Blanca y Lingui. Ademas sc
reportan capturas en Islas de San José, Espiritu Santo y en Bahia La Paz (SEPESCA, 1994).
Esta especie se encuentra dentro de los pelecipodos mas abundantes en Baja California Sur,
aunque sufre de una explotaciéon desmedida. Es principalmente utilizada para consumo

humano, y en menor escala, su concha que es utilizada para manufactura de artesanias

(Castro-Ortiz et al.,1992).

La longitud de M. squalida que reporta Villalejo et al. (1991) en dos localidades de Bahia
Concepcidn, B.C.S. es entre 6 y 8 cm, aunque se encontraron organismos con una talla
méxima de 11 cm y minima de 3.6 cm. La temporada de desove durante el periodo de 1988
a 1990 fue principalmente en los meses de abril a octubre con frecuencias méaximas de
junio a agosto; sin embargo, existen diferencias entre sitios, puesto que Baqueiro y Stuardo
(1997) reportan que para Zihuatanejo ocurre en octubre y mayo, y en Bahia La Paz es de

agosto a octubre (Singh ef al., 1991).
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Estas diferencias en la produccién de gametos en bivalvos estd fuertemente influenciada
por factores exédgenos como la temperatura, fotoperiddo, disponibilidad de alimento, entre
otros, ademrés de factores endégenos genéticos u hormonales (Cruz y Villalobos, 1993),
sugiriendo que el patrén del ciclo reproductivo de una especie en un area geografica puede
variar y las diferencias entre poblaciones pueden ser el resultado de respuestas fenotipicas a
la disponibilidad de alimento y temperatura (Ropes, 1968). Baqueiro y Aldana-Aranda
(2000) mencionan que las variaciones en los patrones de reproduccién de la misma especie
pueden estar asociadas a inestabilidades ambientales o variaciones en parametros criticos

con tendencia a optimizar los procesos reproductivos.

A pesar de que esta especie es de importancia comercial y es abundante en la region de
Bahia La Paz, se conoce muy poco sobre su biologia y es nulo el conocimiento acerca de la
respuesta biologica tal como la sintesis de MT generada por la exposicién de
contaminacién por metales téxicos. Aunque en México generalmente se utiliza al mejillén
para el andlisis de metales pesados por ser un buen bioindicador de este tipo de
contaminacion, en el drea de estudio no se distribuye este organismo. Por ello en este
estudio se propone utilizar a la almeja Megapitaria squalida como epecie sentinela para la
evaluacion de la sintesis de MT y evaluar si esta proteina es un buen biomarcardor de

contaminacion por Cd.
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I11. HIPOTESIS.

La exposicion a Cd inducira la sintesis de MT en branquias, glandula digestiva y nefridio

de la almeja M. squalida.

Los niveles de Cd en Bahia la Paz, B.C.S. inducen MT en branquias, glandula digestiva y

nefridio en la almeja M. squalida.

Existe una relacion entre la concentracién de Cd y el contenido de MT en branquias,

glandula digestiva y nefridio de M. squalida.
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IV. OBJETIVO.

IV.I. Objetivo general.

Evaluar la sintesis de metalotioneinas inducidas por cadmio en la almeja Megapitaria

squalida de Bahia La Paz, B.C.S.

IV.IIL. Objetivos especificos.

1. Obtener la concentracion letal media de M. squalida expuesta a Cd.

2. Analizar si existen diferencias en la concentracion de MT en branquias, glandula
digestiva y nefridio de M. squalida en funcién al tiempo de exposicion a Cd.

3. Analizar si existe una relacién entre la concentracién de MT y el contenido de Cd en
branquias, glandula digestiva y nefridio de M. squalida .

4. Analizar si existen diferencias en la concentracion de MT en M. squalida entre los cuatro
sitios de colecta en Bahia La Paz.

5. Bvaluar la acumulacion de Cd y sintesis de MT entre los 6rganos estudiados de la almeja
M. squalida recolectadas de Bahia la Paz, B.C.S.

6. Caracterizar el peso molecular de la MT sintetizada por M. squalida.
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V. AREA DE ESTUDIO.

Bahia La Paz esta ubicada en la zona suroriental de la peninsula de Baja California, es
considerada como el cuerpo de agua mas grande del litoral Este de la peninsula de Baja
California con una superficie de aproximadamente 2,635 km?. Se localiza entre los 24° 10’
y 24° 47 Ny los 110° 20’ y 110°44”> W. La temperatura promedio del agua de la Bahia de
La Paz es de 24.7° con un intervalo de 20 a 29.5 °C. La Salinidad media del agua
superficial es de 34.6 (Cruz et al., 1989). A excepcion de las escasas Iluvias temporales que
se presentan en verano, esta Bahia carece de una fuente de aporte constante de agua dulce.
La precipitacién promedio anual es de 210 mm con un periodo de lluvias de agosto a

octubre, siendo septiembre el mes mas lluvioso (Villasefior-Casales, 1979).

Tanto la Bahia como la Ensenada de La Paz son cuerpos de agua que reciben el impacto de
las descargas de la ciudad, plantas de Petrdleos Mexicanos (PEMEX) y de la Comisién
Federal de Electricidad, asi como de la desaparecida empresa minera Roca Fosférica
Mexicana, S. A. de C. V., ubicada en el 4rea de San Juan de la Costa que estuvo trabajando
por un periodo de 25 afios, la cual ha estado fuera de operacién durante los tiltimos 5 afios.
La litologia de este sitio esta comformada por la alternancia de areniscas tobaceas, lutitas
silicificadas, fangositas, areniscas conglomeréticas y capas de fosforita intercaladas

(Hausback, 1984).

Se obtuvieron almejas en cuatro sitios de Bahia La Paz B.C.S.: 1) Punta Coyote y 2) San

Juan de La Costa que se encuentran ubicados al noroeste de la Bahfa, 3) El Quelele,
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ubicado en el Sur y 4) Balandra que se localiza en ¢l Sureste de la Bahia (Fig. 2). Méndez
et. al. (2006) reporta que el primer sitio es el mas contaminado con Cd, seguido de las
estaciones 2 y 4, siendo la tercera estacion la que tiene las menores concentraciones de este

metal.



24,55 —

24, 15—

1 Oceano \ & _ L
Pacifico

Punta
Coyote

San Juan
de la Costa

El Quelele

La Paz

110.66 110.30

Figura 2.- Estaciones de muestreo localizadas dentro de Bahia La Paz, B.C.S.
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VI. METODOLOGIA.

VLI. Obtencion de la concentracion letal media.

Con la finalidad de estimular la produccién de MT, se determinaron concentraciones
subletales de Cd. Para ello se obtuvo la concentracion letal media (LCsp) de organismos
procedentes de Punta Coyote. Antes del bioensayo los organismos fueron aclimatados
durante una semana en agua de mar con aereacién y a temperatura ambiente (20+1.7),
salinidad de 35+1 y pH 7.7. Durante el bioensayo las almejas fueron alimentadas

diariamente con Isochrysis galbana (30,000 cel. mI™") en tanques de 30 L.

Para obtener la concentracion letal media de M. Squalida, se expusieron grupos de 36
almejas a 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 1 mg 1" Cd, al no obtener mortalidad a las 48 hrs. se aumenté
la concentracién a 2, 3 y 6 mg I"'. Mediante ¢l método probit se calculd la concentracién
letal media (LCsp), esta trasformacion probit resulta en un ajuste que logra normalizar los
datos, generando una curva sigmoidal que al ser sometida a una trasformacion logaritmica,
logra la linealizacién. El méto consiste en convertir a Log)g las diferentes concentraciones
de Cd a las cuales fueron expuestas las almejas, el nimero de organismos muertos durante
10 dias (por tratamiento) es transformado a porcentaje de mortalidad (%M) para obtener de
tablas los valores probit (valida para mortalidades entre el 1 y 99%), que son utilizados para
elaborar una regresién lineal entre el valor probit y la concentracién de exposicién de Cd
(Logig), de la cual se obtiene la ecuacion (y=4.8036+2.4383*x) para calcular la LCsq, en

662

donde “y” es el porcentaje de mortalidad y “x” es log(LC).
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Una vez obtenida la concentracion letal media, se realizaron bioensayos para cuantificar la
sintesis de metalotioneinas en funcién al tiempo de exposicion a Cd. Para ello, dos grupos
de almejas fueron expuestos, el primero a 0.2 y el segundo a 0.5 mg ml” Cd,
adicionalmente se mantuvo un grupo control (sin exposiciéon a Cd). Cada grupo estuvo
conformado por 12 organismos en unidades experimentales de 30 litros, realizando
recambios de agua cada tercer dia. La colecta de 3 organismos por grupo se llevo a cabo a

los 10, 20 y 30 dias de exposicion, siendo mantenidos en congelacion hasta su anélisis.

VLII. Recolecta de organismos.

La recolecta de organismos en los cuatro sitios de muestreo se realizé mediante buceo
auténomo. Se recolectaron manualmente nueve organismos de talla comercial (6-8 cm).
Las muestras fueron puestas en bolsas limpias de polietileno etiquetadas, se almacenaron en
una hielera durante el trasporte hacia el laboratorio y fueron congeladas a -20°C hasta su
andlisis. En cada sitio se midi6: profundidad, oxigeno disuelto, salinidad, temperatura
superficial y de fondo. Adicionalmente, en recipientes de plastico de 1 L se tomaron tres
muestras de agua de fondo para cuantificar Cd, las cuales fueron conservadas con 1 ml de

acido nitrico concentrado.
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VLIII. Biometria.

Se descongelaron organismos para obtener: ancho (a), largo (1) y alto (h) de la concha, peso
himedo total y peso himedo del tejido (pt), una vez obtenida la biometria se retiro el tejido
de la concha para su diseccién, recuperando en charolas de plastico las branquias, glandula
digestiva y nefridios, los cuales fueron pesados en una balanza analitica. Durante el

procedimiento se mantuvieron los 6rganos en hielo para evitar la degradacion de proteinas.

Para hacer comparaciones entre organismos fue necesario calcular si estos tienen la misma
talla, para lo cual se utiliz6 el indice I = (1+ h + a )/pt, propuesto por Méndez et al. (2002).
Valores altos de este indice representan organismos de tallas chicas y viceversa, sugiriendo

que cuando no hay diferencias estadisticas entre los indices, la edad de los organismos es la

misma.

VIL.IV. Purificacion de la muestra.

El tejido se macero mediante un homogenizador manual (Potter) sumergido en hielo, se
recuper6 0.5 g de branquias y glandula digestiva, y aproximadamente 0.1 g de nefridio en
tres partes de amortiguador Tris-HCI (20 mM a pH 8.4) por una parte de tejido. El
homogenado fué centrifugado durante 1 hr a 10,000 rpm a 4°C en una centrifuga Allegra

21 R con rotor Beckam F2402H. Se recuper? el sobrenadante en tubos eppendorf los cuales
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fueron calentados a 80°C durante 10 minutos para desnaturalizar las proteinas de alto peso
molecular, nuevamente se colecté y se centrifugd como anteriormente se menciono
(Bebianno y Serafim, 1998, Wolf ef al., 2000). Finalmente se recuperé la parte soluble y se

mantuvo en congelacion hasta el anélisis de MT.

IV.V. Cuantificaciéon de MT mediante HPLC.

Las proteinas del extracto fueron cuantificadas por medio de HPLC, es un método separa
compuestos en base a sus caracteristicas polares, saliendo primero las particulas hidrofilicas
y al final las hidrofébica. Se utilizé el HPLC-1100 (serie Agilet), estando compuesto por
una bomba binaria, degasificador, automuestreador, compartimiento de columnas y detector

de arreglo de diodos (DAD).

Una vez que el automuestreador inyecta el extracto (5 pl), la bomba binaria
automaticamente proporciona la fase mévil que esta conformada del solvente A (TFA 0.1%
en agua desionizada, pH 3) y solvente B (TFA 0.1% en acetonitrilo) pasando al
desgasificador y posteriormente a la columna fase reversa (supelcosil LC-318 de 25 cm de
longitud x 4.6 mm de didmetro interno) con tamafio de particula de 5 um, la presencia de
las proteinas fue detectada por un DAD a longitudes de onda de 230 y 280 (modificacién
del método propuesto por Bordin, et al., 1996 y Alhama et al., 2006). El flujo se mantuvo
constante (1 ml min™') y se recuperé cada fraccién en tubos de vidrio mediante un colector

automatizado (FRC-100 Pharmacia).
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El gradiente con el cual se logré cuantificar la MT fue: de 0% de B en 10 min. seguido de 0
a 30% de B en 20 min. y de 30 a 35% de B en 5 min. para finalizar con un lavado de 100%

de B en 5 min., al finalizar se equilibra y lava la columna automaticamente durante 5

minutos.

Para cuantificar la concentracién de MT (pug g peso humedo) de M. squalida se realizéd
una curva de calibracién con MT pura de higado de conejo (SIGMA-ALDRICH M7641)
con 5.4% de Cd y 0.7% de Zn, posteriormente se integraron las areas de los picos de los
cromatogramas y se utilizo la ecuacion obtenida en la curva de calibracién (y=13546x-
17.17, “y” area del pico, “x” concentracién). Para determinar el pico de MT se compararon:
los cromatogramas con el estandar, los cromatogramas del control con los extractos de los
organismos inducidos y se verificaron todas las fracciones mediante espectrofotomeria de
absorcién atémica (EAA) para obtener la fracciéon con Cd, asumiendo que la fraccién con

Cd es en donde se encuentra la MT.

VI1.VI. Analsis del contenido de Cadmio.

Para cuantificar el contenido de Cd en la muestra, primeramente se lavé toda la cristaleria y
los tubos de polietileno con jabén micro (SIP Brand MICRO, BAXTER DIGNORTIC,
Inc), se enjuagaron con agua destilada y se sumergieron en acido nitrico al 50% durante 3
dias para eliminar posibles residuos de metales, finalmente el material se enjuagé con agua

desionizada y se dejo secar.
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El analisis de Cd se efectud en el extracto que se utilizé antes de ser inyectado en el HPLC.
La cuantificacién de cadmio fué realizada mediante un espectrofotometro de absorcién
atomica (GBC Scientific equipment, modelo AVANTA, Dandenon, Australia) usando

flama de aire-acetileno, se utilizé una lampara a una longitud de onda de 228 nm.

El andlisis de Cd total (en toda la almeja) se realizdo en 6 organismos por estacion, se
homogenizé el organismo completo en un homogenizador Ultra Turrax a 7,000 rpm
durante 15 minutos. Para obtener el peso seco del homogenizado se secd en una estufa
(Precision Scientific 18EM) a 70°C durante 5 dias. La digestién fue realizada por 2
métodos: (1) A 0.5 g de tejido seco se le adicionaron y 5 ml de 4cido nitrico concentrado
expuestos sobre parrillas, una vez realizada la digestion se aforé a 50 ml, (2) Se realizé en
en horno de microondas (CEM modelo Mars 5X, Mattews, NC), programado para
controlarse por rampa de presion segun las siguientes condiciones: 1200 W de potencia

méxima, 80% de potencia, 20 min. de rampa, 20 psi y 210 °C durante 10 minutos.

Finalmente las muestras fueron leidas en EAA, los datos absorbancia fueron transformados
a concentracién (ug g’ peso seco) de acuerdo con la ecuacion de la curva estandar, Las
concentraciones realizadas para la curva de calibraciéon fueron: 0.5, 0.250, 0.125, 0.0625
mg I, Se utilizaron estdndares certificados por el Nacional Research Council of Canada

(estandar TORT-2 de hepatopancreas de langosta).

Las muestras de agua de mar recolectadas en los cuatro sitios de muestreo fueron

analizadas directamente en el EAA anteriormente mencionado.
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VLVII. Cuantificacion de proteinas solubles.

Se utilizd el método Bradford (1976) para cuantificar proteinas totales solubles de cada
muestra (PTS), se realizaron diferentes diluciones del extracto (1:1000, 1:500, 1:200,
1:100, 1:50), en una microplaca (NUNC- F) se agregaron 25 pl de la dilucién y 200 pul de
comassie (diluido, 1:4), 15 minutos posteriores a la adicion de comassie se efectuaron

lecturas con lector de microplaca a 595 nm.,

La curva estandar fue elaborada con suero de albumina bovina (BSA) a concentraciones de
5a 160 pg ml™. Tanto la curva como las muestras se realizaron por triplicado, ademés de

contar con seis blancos (251 agua destilada y 200 pl de Commassie).

VL.VIIL Caracterizacion del peso molecular de la MT.

Para corroborar la presencia de MT tanto en los extractos como en las fracciones obtenidas
mediante HPLC, se corrieron electroforesis en geles de poliacrilamida-sodio dodecil sulfato
(SDS-PAGE) al 16.5% (acrilamida:bisacrilamida, 37:1). Los geles fueron elaborados con: 5
ml de acrilamida y bisacrilamida (30%), Tris (3M, 0.3% de SDS), 3.4 ml de agua destilada,
1.5 ml de glicerol, 150 ul de persulfato de amonio al 10% (APS) y 10 ul de TEMED, el gel
de separacion al 4% se elaboré con 266 pl de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida,
37:1), 333 pl ml de Tris (3M, 0.3% de SDS), 2.230 ml de agua destilada, 30 pl de APS al

10% y 5 pl de TEMED (Laemmli, 1970).
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Las muestras de extracto se sometieron a 90° C durante 10 minutos para desnaturalizar las
proteinas, posteriormente nueve carriles fueron cargados con 25 pl de muestra mas 25 pl de
buffer de cargado desnaturalizante (Laemnﬂi 1970), ademas un carril fue cargado con un

marcador de peso molecular de bajo rango (1,060-26,000, SIGMA).

Una vez cargado el gel se le agrega el amortiguador de anodo (Tris 0.2 M, pH 8.9 y
amortiguador del catodo (tris 0.1 M, tricina 0.1 M, SDS 0.1%; pH de 8.25), se corre el gel a
30 mA a 5°C (amperaje constante) hasta que el indicador de bromofenol llegue al final del
gel, posteriormente el gel se tifie con azul de coomassie durante 45 min. y se destifie
durante 12 hrs con una solucion que contiene 20% de acetona y 15% de acido acético. Para

los geles que contenian bajas concentraciones de proteinas se utilizé tincién con plata.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO.

Debido a que los datos no cumplieron con los requisitos para realizar analisis estadistico
paramétrico, se efectuaron analisis no paramétricos (Mann Whitney). Los resultados
obtenidos pertmiten determinar las diferencias estadisticas en la induccién de la sintesis de
metalotioneinas con respecto a la concentracién de cadmio en los bioensayos, y con
respecto a los sitios de muestreo durante la fase de campo. Se utilizé el programa de

computo STATISTICA 7.
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VIII. RESULTADOS.

VIILI. Concentracion letal media de Cd para M. squalida.

Las concentraciones de exposicion a Cd utilizadas en el bioensayo para obtener la LCsp de
la almeja M. squalida fueron; 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7, 1, 2, 3 y 6 mg cd! 1! (Fig. 3),
observando que la mortalidad se incrementé notablemente durante los primeros 10 dias en
organismos expuestos desde 0.7 hasta 0.6 mg 1", presentando mortalidades mayores al 50%

a exposiciones de 2, 3 y 6 mg 1"

Para calcular la LCs por medio del método probit, no se utilizaron los datos de mortalidad
de organismos expuestos a 3 y 6 mg I”', porque el supuesto del método probit no permite
concentraciones que hayan causado el 100% de mortalidad, utilizando unicamente los datos

de mortalidad causados por exposiciones de 0.1 a 2 mg 1" Cd.

0 5 10 15 20 25 30
D‘as de exposici—n a Cd

Figura 2.- Porcentaje de mortalidad de la almeja M. squalida en funcién al tiempo de
exposicién a Cd a distintas concentraciones (0.1(o), 0.2(¢), 0.3(*), 0.5(a), 0.7(0), 1(+),

2(A), 3(m), 6(0) y Control(e)).
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Al realizar la regresion lineal entre el valor probit y el Log;o de la concentracion de Cd mg
1" se obtuvo la ecuacién: y=4.8036+2.4383(x), R’=0.74, en donde (y) es el porcentaje de
mortalidad, siendo 5 el valor medio de mortalidad (50% de mortalidad) y (x) es el Log;o de
la concentracién de Cd (mg 1), con ello se calculd la concentracién de Cd necesaria para

causar cierta mortalidad, obteniendo para M. Squalida una LCsq de 1.20 mg 1" Cd (Fig. 4).

60

50 - ®

Mortalidad
(%)
[#%]
[an]
L J

O * T I T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1,4
Cd mg/l

Figura 4.- LCso (mg 1" Cd) calculada para M. Squalida por el método probit.

Una vez conocida la LCsq para la almeja M. Squalida y con los resultados obtenidos de los
bioensayos (Fig.4) en los que se observé que a concentraciones de Cd mayores de 0.5 mg 1

! el porcentaje de mortalidad es muy alto para exponer a los organismos durante 30 dias, se
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decidié hacer bioensayos utilizando 0.2 y 0.5 mg I"' de Cd, siendo 0.2 mg I"' Cd el limite
maximo permisible de descarga en aguas nacionales de acuerdo a la NOM-SEMARNAT-
001-1996. Durante el bioensayo el oxigeno se mantuvo entre 6.4 y 6.6 mg 1", la

temperatura de 20.9 a 21.9°C, la salinidad 35%, y el pH 7.6-7.9.

A las concentraciones a las que fueron expuestos los organismos se podia pronosticar
mediante el método probit que el %M seria entre el 30 y 40% , sin embargo, al final del
bioensayo (dia 30) el %M fue de 2.3 en el control y de 0.7 y 1.3% en los tratamientos con
0.2 y 0.5 mg I de Cd respectivamente. Los dias en que se presentd mortalidad fueron: los
dias 7 y 8 en el control, 8 y 19 en organismos expuestos 2 0.2 mg 1" y 4, 6, 16 y 17 en los

expuestos a 0.5 mg 1"

VIILII. Bioensayo.

VIILILI. Analsis biométrico.

Los datos biométricos de las almejas utilizadas en los bioensayos para evaluar la
estimulacion de la sintesis de metalotioneinas dependiendo de la concentracién de cadmio
en el medio se presentan en la Tabla I, obteniendo mediante el indice propuesto por
Mendéz et al, (2002); que todos los organismos utilizados en el bioensayo son

proporcionalmente iguales.
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Tabla I.- Biometria (promedio + desv. std) de almejas M. Squalida expuestas a diferentes
concentraciones de cadmio durante diferentes tiempos de exposicion (10, 20 y 30 dias).

Tratamiento C-10 0.2-10 0.5-10 C-20 0.2-20 0.5-20 C-30 0.2-30 0.5-30

Peso total 81 110.67° 110® 129° 106.67* 114.67%* 116.38° 107.29™ 111.65™
(2r) +6.08 +11.93 +19.29 +4.58 +7.51 +3.78 4837 +17.58 +21.21
Largo  68.69° 73.64™ 74.12% 80.25° 75.81% 75.24°® 74.90° 73.64* 77.37°
(mm)  43.05 4239 £249 +0.75 +0.72 +1.05 138 +4.94 +4.99
Ancho  56.23* 60.68%° 65.92° 66.78° 64.2% 64.24% 64.34™ 63.46" 63.01%°
(mm) 4244 +1.75 +4.18 +3.07 +3.55 2096 +1.65 +£525 +2.97
Alto 3479 3778 37.06 38.09 3630 3647 3698 3640 36.59
(mm)  £1.02 +030 +2.09 +0.70 +1.76 +0.30 +1.23 +1.63 +2.05

Peso tejido  24.00 31.00 31.33 38.67 25.67 39.73 3542 31.80 28.99
(gr) +1.73 +20.88 +14.22 43.79 +11.37 +4.03 4325 +10.06 +8.36
Indice 667 10.67 699 482 833 445 500 575 637

+0.48 +11.43 +4.44 +0.52 +4.99 +0.40 041 £1.41 +1.40

C= control, 0.2y 0.5=0.2, 0.5 mg I" Cd a los cuales fueron expuestos durante 10, 20 y 30 dias.
Diferencia de letras indican diferencias estadisticas (p<.05)

VIILILII. Cuantificacion de Metalotioneinas mediante HPLC.,
VIILILILI Condiciones Analiticas.

Las metalotioneinas fueron cuantificadas por cromatografia liquida, empleando una curva
de calibracién elabora a partir de un estindar de MT de higado de conejo(Tabla II)., el

tiempo de retencion fue entre los 18 y 19 minutos

Tabla IL.-Arca de los picos del cromatograma al correr el estandar .

Concentraciéon mg

| Area

ml
0.0055 57.79
0.0110 131.45
0.0165 204.85
0.0220 282.68

0.0330 429.40
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Con los resultados presentados en la tabla II se obtuvo la siguiente ecuacion:
y = 13546x - 17.17 R*=10.9999
La férmula empleada para obtener la concentracién de metalotioneinas en una muestra la

fue: X=(y + 17.17)/13546, en donde: Y= Area, X= Concentracién.

Las longitudes de onda que se utilizaron para la deteccion de MT fueron a 230 y 280 nm
(Fig. 5). Obteniendo en el cromatograma una mejor sefial a 230 nm, este resultado dié la

pauta para llevar a cabo la integracion del pico de MT detectado a esta longitud de onda.

300~

200 -|

100 -

10.385

2

Figura 5.-Cromatograma que muestra las diferencias entre longitudes de onda; 230nm
(azul) y 280nm (roja) para muestras de glandula digestiva de M. squalida expuesta durante
10 dias a 0.5 pg I”" Cd, inyeccién de 5ul de muestra.
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La presencia de MT fue detectada en la fraccién que corresponde al minuto 2.7 (Fig.6), a
una longitud de onda de 230 nm. En este tiempo de retencién también se registré contenido
de Cd por medio del Espectrofotometro de Absorcién Atémica (EAA). En los tres 6rganos
se obtuvo la presencia de MT en la misma fraccion (mismo tiempo de retencion) del

cromatograma.

Adicionalmente se evaluo la magnitud de la sefial relacionada con la concentracion de MT
al inyectar en el HPLC 5 pl y 50 pl del extracto. Se observé que no existe una relacion
lineal entre la cantidad de estandar y el area de la curva, esto es, no se incrementa la
concentracién 10 veces mas cuando se inyectan 50 pl. Al probar que sucedia al inyectar
100 pl se observd que la capacidad de la columna disminuia, por ello se realizaron los

analisis de MT con los resultados generados al inyectar 5 pl.

277
"7
&

3 { r T r I T 7
0 5 1_0 |-6 22 25 30 3_5

Figura 6.- Cromatograma (230 nm) para muestras expuestas durante 10 dias a 0.5 pg 1~
Cd.



38

VIILILILIL Niveles de MT en organismos expuestos a Cd en funcién del tiempo.

El analisis de Cd en las fracciones colectadas (fraccion 1 a 30) del HPLC, arrojé resultados
positivos en las fracciones 3, 5 y 28, sin embargo, los resultados de MT presentados en este
escrito se realizaron con la fraccion del minuto dos al tres (fracidn 3), esto se debe a que en
las fracciones 5 y 28 del cromatograma no se obtuvieron picos confiables (alto y ancho

requerido).

Los cromatogramas de glandulas digestivas mostraron un claro aumento en el area del pico
al minuto 2.7 tanto del organismo expuesto a 0.2 como en el expuesto a 0.5 mg 1" Cd™ con
respecto a los organismos controles. La mayor concentracién de MT se present6 a los 10
dias de exposicion, obteniendo un aumento en branquias del 50% y 3% en organismos
expuestos a 0.2 y 0.5 mg I respectivamente, a diferencia de la glandula digestiva que

sintetiz6 53% y 60% para las mismas concentraciones.

VIILILILIIL Niveles de MT en funcién a la concentracion de exposicién.

Los resultados presentados en este trabajo, demuestran que la exposicién de M. squalida a
concentraciones subletales de Cd, modifica la concentracién de MT en branquias y
glandula digestiva. Estas diferencias (p<.05) fueron significativas (Fig. 7 y 8) entre
branquias de organismos control del dia 30 (6.8+1.5) respecto a los expuestos a 0.2 mg I”!
Cd durante 10 dias (18.1+2.6), indicando que cuando la almeja esta expuesta a un aumento

de Cd, la sintesis de MT se incrementa.
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DADY A, 51g=230,4 Ref= off (WT21010-1701.0)

’ : T r T
15 z 28 3 13 q . 45 min

Figura 7.- Cromatograma de branquias de organismos control a 30 dias.

DAD1 A, 8ig=230,4 Ref=off (D:ADATAMT2A0000311,0)

2.788
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Figura 8.-Cromatograma de branquias de organismos expuestos a 0.2 mg 1" Cd durante 10
dias.

Las branquias de los organismos expuestos a 0.5 mg I Cd no mostraron diferencias

significativas en los niveles de MT con respecto al resto de las almejas. Probablemente
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porque el error estandar es grande debido al bajo nimero de muestras, recomendando que

en trabajos posteriores se aumente el niimero de muestras.

La concentracién de MT en la glandula digestiva fue diferente (p<.05) (Fig.12) en los
organismos expuestos durante 10 dias (Fig. 10 y 11) a concentraciones de 0.2 y 0.5 mg I’
Cd con respecto al resto de las almejas, siendo en este periodo (10 dias) cuando se
presentaron los niveles mas altos de MT (22.6+1.9, 23.6+0.8). El mecanismo de
detoxificacion fue detectable en almejas control detoxificadas durante 30 dias, presentado

la menor concentracion de MT (6.1+1) y fueron estadisticamente diferentes al resto de los

organismos (Tabla III).
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Figura 9.- Cromatograms de glandula digestiva de organismos control-10,
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Figura 10.- Cromatogramas de glandula digestiva de organismos expuestos durante 10 dias

a0.2mgl' Cd.
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Figura 11.- Cromatograma de glandula digestiva de organismos expuestos durante 10 dias
a0.5mgl’ Cd.
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Siendo el nefridio un érgano de almacenamiento cuando los organismos son expuestos a Cd
durante largos periodos, no presenté diferencias estadisticas en el contenido de MT durante

los 30 dias de exposicién a este metal.
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Figura 12.- Concentracién de MT (ug g p.h.) en branquias[] , glandula digestiva @ y
nefridio B de M. Squalida expuestos a concentraciones de 0.2 y 0.5 mg " Cd’!
durante 10, 20 y 30 dias ademas del control (C). Cada letra y numero que se encuentran
en la parte superior de las barras indican las diferencias significativas (p<.05) por
tratamiento para cada érgano.

VIILILILIV. Distribucidén de MT entre los 6rganos analizados.

Al hacer el andlisis de contenido promedio de MT entre 6rganos se obtuvo que hay

diferencias significativas (p<.05) entre el nefridio (12.020+0.493) con respecto a la
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glandula digestiva (15.6+£1.3) y branquias (11.8+1), siendo estas ultimas las que
presentaron la menor concentraciéon de MT durante el bioensayo, seguidas del nefridio y la

glandula digestiva.

VILILIIL Acumulacién de Cd durante 30 dias de exposicion.

En los organismos control, la concentracion de cadmio de branquias y glandula digestiva se
mantuvo constante, sin embargo, en el nefridio de los organismos control 30 se obtuv una
disminucién del metal. Analizando los resultados de branquias, glandulas digestivas y
nefridiés de organismos expuestos a 0.2, se obtiene una acumulacion de Cd constante
durante los 30 dias de exposicion. En almejas expuestas a 0.5 se obtuvo que en la glandula
digestiva hubo un notable incremento de Cd a los 20 y 30 dias, a diferencia del nefridio que

aumento su concentracion hasta los 30 dias del bioensayo (Fig. 12).

VILILIV. Acumulaciéon de Cd en M. squalida expuesta a diferentes concentraciones de

Cd.

Como respuesta a la exposicién de Cd, las branquias de M. Squalida de organismos
expuestos presentaron un incremento en la concentracién (ug g’ p.h.) del metal, siendo
estadisticamente diferentes (p<.05) a las branquias de organismos control (Fig.13),
obteniendo que las almejas control-30 presentaron la menor concentracién de Cd

(0.12+£0.02). Adicionalmente, en los grupos expuestos a Cd se presentaron diferencias
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estadisticas (p<.05) en branquias de organismos expuestos 30 dias a 0.5 mg 1" (2.8+0.9)

respecto al grupo de 0.2 mg "' Cd expuestos durante 10 y 30 dias (0.84+0.2 y 1+0.3).

La acumulacién de Cd en la glandula digestiva de M. Squalida fue diferente entre almejas
control respecto a las expuestas 20 dias a 0.2 mg "' y a 0.5 mg "' Cd durante 20 y 30 dias.
Aunque los organismos expuestos a 0.2 mg 1" fueron diferentes a los controles, la
concentracion del metal durante los 30 dias del bioensayo se mantuvo constante,
presentando diferencias estadisticas (p<.05) durante este intervalo, sin embargo, las
glandulas digestivas de los organismos expuestos durante 10 y 20 dias a 0.5 mg I-1 Cd
fueron diferentes estadisticamente, obteniendo para estos organismos la maxima

concentracion de Cd a los 20 dias (14.1+0.5).

El cadmio acumulado en el nefridio inicamente mostr6 (Fig.13) diferencias significativas
en almejas expuestas a 0.5 mg 1" Cd durante 30 dias (3.3+1.2) con respecto a los controles.
Aunque no se mostraron diferencia significativas en los moluscos expuestos a 0.2 mg 1™
Cd, se puede observar que la acumulacién de este metal se incrementa ligeramente en
almejas expuestas a esta concentracién durante 30 dias. Las mayores concentraciones de Cd
en el nefridio se presentaron en ambas exposiciones el dia 30 al igual que en los

organismos expuestos a 0.5 mg 1" Cd durante 10 dias.
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Figura 13.- Concentracién de Cd (media+ error std.) en branquias [], glandula digestiva
y nefridio B de M. squalida expuestos a concentraciones de 0.2 y 0.5 mg 1" Cd”' durante
10, 20 y 30 dias ademas del control (C). Cada letra y numero que se encuentra en la parte
superior de las barras indican las diferencias estadisticas (p<.05) por tratamiento para cada

organo.

VIILILIILIL Bioacumulacion de Cd entre 6rganos.

La acumulacién promedio de Cd entre en glandula digestiva, branquias y nefridio fue
estadisticamente diferente, mostrando un gradiente de acumulacién de Cd en: glandula
digestiva>nefridio>branquias, este patron de acumulacién es igual al obtenido en el

contenido de MT.



VIILIIIL. Campo.

VIILIILI. Recolecta de organismos.

Los parametros ambientales y la localizacién de las estaciones en donde se realizaron las
colectas de almejas se presentan en la tabla IIL. Segtn el indice calculado, las almejas de la

estacion 1 (Punta Coyote) fueron de menor tamafio respecto al resto de las estaciones (tabla

V).

Tabla III.- Parametros ambientales de las estaciones de muestreo en Bahia La Paz, B.C.S.

en abril del 2005.
Nombre estacién  No. estacion Coordenadas Z(m) O, T°C S
1 24°41°30”,
Punta Coyote 110°42°26” 10 535 23 34.1
24°24°00”,
San Juan de la Costa 110°41°07” 7 562 232 346
3 24°11°53”,
EL Quelele 110°30°03” 4 48 24 348
4 24°10°32”,
Balandra 110°21°36” 6 498 224 347

Tabla IV .- Biometria (promedio + desv. std) de almejas colectadas en cuatro estaciones

dentro de Bahia La Paz, B.C.S. en abril del 2005.

Estacion 1 2 3 4
Peso total 112.09 % 163.18  121.22* 142.87°
(gr) +8.96 +£23.34 +14.91 =+18.33
Largo  76.62° 83.69° 78.37* 81.63"
(mm)  £2.97 43.66 4343 +3.70
Ancho  63.59* 68.65° 63.76° 67.91°
(mm)  +2.18 +3.49 +3.18 326
Alto  37.84° 42.65° 383% 40.44°
(mm)  +1.07 +1.14 +1.51 +1.98
Peso tejido 36.65* 57.31°  45.24® 49.41%
(gr) +3.02 +18.29 835 +46.75
fudice 489" 3.61°  4.07° 3.89°
+0.40 +0.79 +0.56 +0.41
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VIILIILII. Metalotioneinas en organismos de Bahia La Paz.

El muestreo realizado en cuatro sitios de Bahia La Paz, B.C.S. indicé que la menor
concentracién de MT en branquias de M. squalida fué en San Juan de La Costa (9.2+1.2)
siendo estadisticamente diferentes (p<.05) tUnicamente con organismos de Balandra
(14£1.6). También los organismos de San Juan de La Costa (10.2+1.3) presentaron
diferencias significativas (p<.05) en el contenido de MT en la glandula digestiva con
respecto a las de Punta Coyote (13.9+1.2) siendo las de este sitio las que registraron la

mayor concentracion.

El contenido de MT en el nefridio indican que la mayor sintesis de MT (Fig.14) ocurre en
los organismos de las estaciones Punta Coyote (14.3+£2.3) y Balandra (12.9+1.3) siendo
diferentes significativamente (p<.05) con respecto a las almejas de San Jﬁan de La Costa
(6.9£1.340) y El Quelele (5.1£0.8), obteniendo que los organismos de esta tiltima estacion
presentan la menor concentracion de MT. Al realizar el analisis estadistico del contenido de
MT entre organos se obtuvo que el nefridio es diferente con respecto a las branquias y la

glandula digestiva.
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Figura 14.- Concentracién de MT (ug g p.h.) en branquias[ ], glandula digestiva y
nefridio B de M. Squalida recolectadas (n=9 por estacidén) en cuatro estaciones dentro de
Bahia La Paz, B.C.S. Las letras y niimeros que se encuentran en la parte superior de las
barras indican las diferencias (p<.05) por estacion para cada érgano.

VILIILIIL. Cadmio en organismos de Bahia La Paz.

Tal como se presentd en el bioensayo, la glandula digestiva fue el érgano que acumuld la
mayor concentracion de Cd en los organismos recolectados de los cuatro sitios de Bahia La
Paz, B.C.S. (Fig.15), obteniendo que el contenido del metal es diferente entre almejas del
Quelele respecto a las demas estaciones, siendo las almejas de este sitio las que menor
concentracion (1.9+0.2) de Cd presentaron en la glindula digestiva. Mediante la

cuantificacion de Cd en el nefridio se obtuvieron diferencias significativas (p<.05) entre los
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organismos de Balandra (0.024+0.016) y San Juan de la Costa (0.163+0.059), siendo estos

ultimos los que presentaron los niveles mas altos de Cd.
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Figura 15.-Concentracidon de Cd en branquiasD , glandula digestiva Z y nefridio B en
cuatro sitios de muestreo dentro de Bahia La Paz, B.C.S. Las letras y niimeros que se
encuentran en la parte superior de las barras indican las diferencias por estacion para cada

organo.

VIILIILIILI Distribucidn de Cd entre 6rganos.

Los organismos recolectados en las cuatro estaciones de Bahia La Paz, presentaron
diferencias estadisticas (p<.05) en el contenido de Cd entre érganos, siendo la glandula
digestiva el drgano en donde se presentd la mayor concentracion de Cd seguido de las

branquias y el nefridio.
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VIILIILIILII. Cadmio total en organismos de Bahia La Paz.

El Cadmio total fue medido en el tejido completo de 6 almejas por estacion (Tabla V),
siendo los organismos de Balandra los que presentaron diferencias significativas (p<.05)
con respecto a las almejas recolectadas de Punta Coyote, obteniendo que el contenido de
Cd en el tejido completo de almejas procedentes de Balandra presentan la menor
acumulacion del metal. El porcentaje de humedad obtenido para estos organismos (n=6 por

estacion) fue de 86.84%.

Tabla V.- Concentracién (media+error std.) de cadmio total (ug g) en el tejido completo
(peso humedo) de Megapitaria squalida (n=6 por estacion) en los cuatro sitios de muestreo
en Bahia La Paz,B.C.S. en abril del 2005.

Estacion 1 2 3 4
a4 1.104% 1.120% 0.777% 0.693"
+0.162 +0.168 +0.112 +0.107

ngCdg

VIILIV. Caracterizacion de proteinas de bajo peso molecular.

Con la ayuda de electroforesis confirmamos que hay proteinas con peso molecular
aproximado a los 6,000 Da (Fig.16,17) obteniendo una banda mas definida en la muestra de
glandula digestiva a diferencia de la banda tenue que se observa en la figura 6 de la muestra

de branquia.
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Figura 16.- Electroforesis (SDS-PAGE) de izquierda a derecha se puede observar la banda
de MT de higado de conejo (STD), marcador de peso molecular (MPM), las dos columnas
siguientes son muestras de glandula digestiva (G.D.) y la tltima es una muestra de
branquias (BRA), las tres muestras son de organismos expuestos a 0.2 mg 1'Cd. Los pesos

moleculares del MPM estan en Da.
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Figura 17.- Electroforesis (SDS-PAGE) de izquierda a derecha se puede observar la banda
de MT de las muestras de glandula digestiva (20 pg de proteinas totales): 0.2-30, 0.2-20,
MPM, control-30, 0.2-10, control-20, control-10 (concentracidon-dias de exposicion). Los

pesos moleculares estan en Da.
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IX. DISCUSIONES.

IX.I. Concentracion letal media.

La resistencia a contaminantes varia interespecificamente, siendo necesario obtener la
concentracion letal media de cada especie a utilizar como bioindicador, porque ademés de
ser un punto de referencia, es util para realizar comparaciones de resistencia a cierto
contaminante entre especies, estas diferencias son notorias entre los resultados obtenidos de
LCsy en este estudio para la al meja M. Squalida (1.20 mg 1" Cd) siendo menores a los
reportados para la almeja Ruditapes decussatus (3 mg Cd 1) que es considerada como una
de las especies con alta capacidad de acumulacion de Cd (Henry et al., 1984). Comparando
con las dosis letales medias de los mejillones M. galloprovincialis y M. edulis (3.6- 6.2 y
25-165 mg 1), se demuestra que la almeja M. squalida tiene baja capacidad de concentrar
Cd en sus tejidos, sin embargo, el método probit pudiera ser una herramienta que este
subestimando la dosis letal media de este organismo, debido a que los datos predictivos de

mortalidad durante el bioensayo fueron muy altos comparado con lo obtenido.

Al final del bioensayo (dia 30) el porcentaje de mortalidad para M. squalida fue de 0.7 y
1.3% en los tratamientos con 0.2 y 0.5 mg I" de Cd respectivamente, siendo menor a lo
reportado por Geret et al. (2002) en M. edulis y C. gigas expuestos a 0.2 mg I de Cd
presentando 6 y 17% de mortalidad respectivamente, corroborando que el efecto de Cd es
diferente tanto interespecificamente como intraespecificamente, esto se presenta en
organismos de la misma especie que han estado expuestos a contaminantes, desarrollando

cierta resistencia que los hace menos susceptibles con respecto a organismos no expuestos.
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La baja mortalidad que presenté M. squalida durante el bioensayo sugiere que es una

especie organismos cumple con caracteristicas de un buen bioindicador de acuerdo a lo

descrito por Rainbow (1995).

IX.IL Identificacion de la MT en M. squalida.

La presencia de MT se observoé en la fraccion que corresponde al minuto 2.7 (Fig.6), a una
longitud de onda de 230 nm. En esta fraccién fue en donde también se registraron los
mayores niveles de Cd por medio del Espectrofotémetro de Absorcién Atémica (EAA).
Para los tres 6rganos se obtuvo la presencia de MT en la misma fraccién (mismo tiempo de
retencion) del cromatograma. Cabe mencionar que el tiempo de retencion de la proteina fue
muy bajo, esto se debe a que la proteina no es muy afin a la columna utilizada. Las bajas

concentraciones de MT pudieran estar influenciadas por el bajo tiempo de retencién.

El uso de HPLC es un instrumento efectivo para cuantificar y purificacion MT (Klauser et
al., 1983, Olsson y Hogstrand, 1987b, Bordin et al, 1996, Wolf et al., 2000) teniendo la
ventaja de hacer el conteo directo de concentracion de MT, a diferencia de otros métodos
de cuantificaciéon de MT basados en la determinacién de metales que indirectamente
estiman la concentracion de MT asumiendo que la molécula esta saturada con idnes
metalicos, tales como EAA o el método de cuantificaciéon de grupos tiol (Pedersen y
Lundebye, 1996, Serafim et al, 2002) que sobrestima la concenfracion, esto se presenta
cuando la molécula no esta completamente saturada con metales, ya que la presencia de

grupos libres de sulfuro causan alta susceptibilidad de oxidacién bajo condiciones
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aerobicas, generando posibles formaciones de ligaduras de disulfuro debido a los grupos

tiol libres durante la manipulacion de las muestras (Dabrio et al., 2002).

La sefial de la proteina fue adecuada a 230 (Fig.4) coincidiendo con la longitud de onda a la
cual se han cuantificado isoformas de MT con detector de UV y deteccion electroquimica
(Bordin ef al,, 1996). El tiempo de retencién (2.7 min) fue menor (de 35 a 45 min) al
reportado por Bordin et al. (1996) en MT de higado de congjo y caballo. La deteccién de
MT en higado de congjo realizada por Alhama et al.(1996) medianete HPLC con columna
supelcosil LC -18 fue a los 16.5 min, parecido al tiempo de retencién (18-19 min) del

estandar (higado de conejo) que se utilizd para realizar la curva para MT de M. squalida,

las diferencias en los tiempos de retencion se deben a la diferencia entre columnas,
tratamiento de muestras y principalmente se debe a las variaciones de composicion de las
MT (Isoformas). Con los resultados de cromatografia obtenidos con deteccién de diodos
para cuantificacion de MT en M. squalida se recomienda cuantificar esta proteina a 230 nm

complementandose con EAA para analizar contenido de Cd unido a dicha proteina.

IX.III. Niveles basales de MT.

En la glandula digestiva de los organismos control-30 se presentaron los niveles mas bajos
de MT siendo estadisticamente diferente con respecto a los organismos control-10,
corroborando que la sintesis de MT disminuye en la glindula digestiva cuando el

organismo se encuentra en sitios no contaminados con Cd, aunque estos organismos se
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tuvieron previamente en aclimatacién durante una semana, los niveles de MT continuaron
diminuyendo, por ello se sugiere que los niveles basales para M. squalida en este estudio

son los que presentaron los organismos control-30 .

IX.IV. Presencia de MT respecto al tiempo.

Se observo claramente que al exponer a los organismos a cadmio, la respuesta de sintesis
de metalotioneinas en branquias y glandula digestiva ocurre rapidamente al dia 10, tal como
se preseta en la almeja Scapharca inaequivalvis (Serra et al.,1995), indicando que cuando
el organismo detecta concentraciones de Cd mas elevadas a las que generalmente esta
expuesto inicia la pronta sintesis de M T para realizar su rol detoxificador, incrementando a
su vez la resistencia a metales como se ha reportado en organismos invertebrados
(Roseijadi, 1982), adicionalmente, Roseijadi (1992) reporta que un incremento de metales

en el ambiente provoca la inducciéon de MT.

Con lo obtenido en el bioensayo podemos decir que después del dia 10 que fue cuando se
presenta la mayor concentracion de MT, el organismo baja los niveles de sintesis, esto
puede ser porque obtiene el equilibrio necesario de detoxificacion, observando que al estar
expuesto a diferentes concentraciones de Cd durante 20 y 30 dias en ambas concentraciones
se presenta una disminucién de MT que se mantienen en equilibrio hasta el dia 30, tal como
se presenta en M. edulis que mantiene la concentracion de MT estable a los 30 dias de estar
expuesto a Cd (Bebbiano y Langston, 1991), aunque también esta respuesta ha sido

explicada por la disminucién de la actividad metabdlica observada mediante el decremento
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de los niveles proteicos que se presentan tanto en branquias como en glandula digestiva de

ostiones y moluscos (Geret ef al., 2002).

IX.V. MT dependiendo de la concentracion de exposicion.

Organismos expuestos a 0.2 mg 1! Cd presentaron niveles de Cd estadisticamente iguales
durante los 30 dias, presumiendo que la bioacumulacién en los 6rganos analizados no es
detectable mediante el analisis de Cd, sin embargo, la induccion del metal en los
organismos generan un incremento de MT de 62% en branquias y 73% en glandula
digestiva a los 10 dias de estar expuestos al metal con respecto a los organismos control del
dia 30 que son los que presentaron los niveles mas bajos de MT, sugiriendo que a las

concentraciones a las cuales fueron expuestos los organismos, la induccién de MT es

estimulada.

En la glandula digestiva se presentaron diferencias significativas en la sintesis de MT entre
los organismos expuestos 10 dfas a 0.2 y 0.5 mg Cd I"" indicando que existe una respuesta
fisiolégica cuando se incrementa la concentracion del metal en el ambiente. a diferencia del
nefridio en donde no se obtuvieron diferencias estadisticas, debido a que este es un érgano

que acumula Cd a largo plazo.

En la almeja M. squalida se presentaron las mayores concentraciones de MT en la glandula

digestiva de los organismos que fueron expuestos durante 10 dias a 0.2 y 0.5 mg Cd It
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(22.6£1.9, 23.6+0.8 pg g' p.h.) siendo esta concentracién menor a la cuantificadas por
Boutet e al. (2002) mediante ELISA, obteniendo 2.9 mg g' p.h. de MT en glandula
digestiva de Crassostrea gigas a los 30 dias de exposicién, y 0.53 mg g p.h. en branquias
a los 12 dias de exposicion continuando con un decremento en la concentracion. Las
diferencias en la acumulacion de MT en la glandula digestiva y branquias son explicada por
las diferencias en el recambio del metal en los dos tejidos (Boutet ef al., 2002). Tanguy et
al. (2003) también obtienen que la concentracién de MT en Ostrea edulis es mayor en la
gléndula digestiva en comparacion con las branquias, aunque no encontraron diferencias en

la concentracién de organismos control con respecto a los expuestos.

IX.VI Sintesis de MT entre organos.

Se obtuvieron diferencias estadisticas (p<.05) entre los 6rganos analizados de organismos
expuestos, siendo la glandula digestiva la que mayor cantidad de MT sintetiz6 seguido del
nefridio y las branquias. La mayor concentraciéon de MT se sintetizé en organismos
expuestos durante 10 dias a 0.5 mg Cd [, las diferencias entre glandula digestiva y
branquias son explicadas por Boutet ef al. (2002) indicando que en branquias la induccion
de MT es un proceso que alcanza la saturacién rapidamente a relativamente bajas

concentraciones del metal comparado con la glandula digestiva.

Con los resultados generados en el bioensayo se sugiere que la glandula digestiva es el
organo que proporciona mayor informacién tanto en la acumulacién de Cd como en la

sintesis de MT, los monitoreos continuos de este érgano en la almeja M. squalida nos
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pueden dar informacidén acerca del estado de contaminacion de un sitio, tal como se obtuvo
en el bioensayo; cuando la concentracion de Cd en el medio cambia drasticamente, el
organismo sintetiza niveles altos de MT continuando con un equilibrio que depende del
periodo de exposicion. A diferencia de la acumulacion de Cd, que se incrementa en funcién
al periodo de exposicion, analizando unicamente el Cd se carece de la significancia

biologica que este metal presenta.

IX.VII. Acumulacion de Cd en M. squalida en funcion al tiempo de exposicion.

Aunque no se encontraron diferencias en los niveles de Cd en los organismos control
durante 30 dias (Tabla III), la cantidad de MT en la glandula digestiva disminuy6 59% del
dia 10 al 30, corroborando que cuando un organismo se encuentra en sitios menos
contaminados, la sintesis de MT disminuye, esto no se puede observar con el Cd en un
periodo corto de detoxificacién, porque la vida media del metal es mayor que el de las MT,
tal como se ha reportado para M. edulis la vida media del Cd y MT es de 300 y 25dias
respectivamente (Bebianno y Langston, 1993), adicionalmente se ha obtenido que en
branquias de ostién Crassostrea virginaca el Cd se acumula alrededor de 35 dias (Roseijadi

y Klerks, 1989) y 70 dias en la almeja Macoma balthica (Langston y Zhou, 1987).

Tal como se obtuvo en la almeja Corbicula fluminea (Baudrimont, 1997) la concentracién
de Cd en M. squalida se bioacumuld con respecto al tiempo de exposicién siendo los
organismos expuestos 30 dias a 0.5 mg Cd 1" los que presentaron la mayor cantidad del

metal en la gliandula digestiva. La relacién de acumulacion de Cd en funcién al tiempo de
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exposicion también se ha reportado en algunos moluscos como en Patella vulgata, siendo

los organismos mas viejos los que contienen la mayor cantidad de Cd (Noel-Lambot, et al.,

1980).

IX.VIII. Acumulacion de Cd en M. squalida en funcion al la concentracion expuesta.

La concentracién de Cd en branquias de M. squalida fue diferente desde el dia 10 en ambas
exposiciones con respecto a los organismos no expuestos, porque al ser 6rganos que estan
en contacto directo con el agua de mar se inicia la distribucién del contaminante (Serra et
al., 1995), una vez que el organismo es expuesto a cadmio, el metal que entra a través de
las branquias se presenta en la hemolinfa generando el complejo MT-Cd que es
transportado a la glandula digestiva y al nefridio (Roseijadi, 1992). La toxicidad puede
ocurrir cuando la cantidad de metalotioneinas en la glandula digestiva son insuficientes
para absorber el cadmio, por lo tanto, la exposicion y cantidad del metal es lo que hace que

este sea distribuido en los diferentes tejidos,

Serra et al. (1995) establecen que en branquias de la almeja Scapharca inaequivalvis se
presenta una rapida acumulacién de Cd durante las primeras dos semanas seguido de una
disminucién, a diferencia de la glandula digestiva en donde tarda mas tiempo en
almacenarse el Cd, esta acumulacion fue obtenida en M. squalida a los 20 y 30 en glandula
digestiva de organismos expuestos 0.5 mg 1' Cd, siendo este sistema explicado por
Bebbianno y Serafim, (1998) reportando que las branquias tienen la funcidén de ser un

reservorio importante de metales, el cual es transportado posteriormente a la glandula
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digestiva después de 14 dias de exposicién (Bebianno et al., 1994). Tal como se ha
mencionado, los niveles de Cd en el nefridio se incrementan lentamente con respecto a las

branquias y glandula, las diferencias de acumulacidn en el nefridio fueron detectables hasta

los 30 dias de estar expuesto a 0.5 mg 1" Cd.

La mayor concentraciéon del metal fue de 16.3+3.9 pg Cd g' en la glandula digestiva,
siendo estos valores mayores a los acumulados en la almeja Scapharca inaequivalvis y en
la almeja asiatica Corbicula fluminea reportan 3 y 0.26+0.05 pg Cd g' respectivamente
(Serra ef al. 1995 y Baudrimont ef al., 1997) como concentracién méxima en la glandula
digestiva de organismos expuestos durante 30 dias. En este estudio la maxima acumulacion
del metal en branquias de M. squalida fue 1.5+0.7 ug g' siendo menor a lo (4.5 pg g")
obtenido en branquias de Scapharca inaequivalvis (Serra et al., 1995) y mayor a lo
reportado por Boutet, et al. (2002) en Crassostrea gigas que acumuld 0.18 pg g'.
Comparando con lo reportado por estos autores, se considera que la baja concentracién del
metal en branquias y la alta acumulacién en la glandula digestiva de M. squalida indican
que el transporte de Cd de branquias a glandula digestiva es mayor con respecto a las

especies antes mencionadas.

Los altos niveles de Cd distribuidos en M. squalida pudieran ser explicados por las
condiciones del medio ambiente en las que se desarrolla este organismo, particularmente
los organismos que habitan en aguas calidas tienen un sistema metabdlico mas acelerado

que las especies de aguas templadas (Serafim et al., 2002).
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IX.IX. Acumulacion de Cd entre 6rganos.

La concentraciéon de Cd fue estadisticamente diferente entre los tres drganos, siendo igual a
el gradiente de acumulacion de MT (glandula>nefridio>branquias). Las diferencias entre
érganos también son reportadas a los 21 dias de exposicién a Cd en glandula digestiva y
branquias de Crassostrea gigas y Mytilus edulis, siendo mayor en la glandula digestiva,

aunque con otros metales como el Hg la acumulacion fue mayor en las branquias (Geret, ef

al., 2002).

Lo reportado por Serra et al. (1995) para la almeja Scapharca inaequivalvis, Bebianno y
Langston (1992) en Littorina littorea, Geret et al. (2002) en M. edulis y Crassostrea gigas
coinciden con lo obtenido en este estudio en la almeja M. squalida, confirmando la
importancia de la glandula digestiva como el érgano en donde se realiza la mayor sintesis
de MT y almacenaje de Cd, ademas de ser buen indicador de exposiciones del metal a largo
plazo (Boutet et al., 2002), mientras que las branquias son o6rganos que denotan la

contaminacion en un periodo corto de exposicion (Duquesne y Coll, 1995).

IX.X. Presencia de MT en la almeja M. squalida de Bahia L.a Paz, B.C.S.

Los organismos de San Juan de La Costa y El Quelele presentaron concentraciones de MT
estadisticamente iguales siendo estos valores menores a los obtenidos en almejas
recolectadas de Punta Coyote y Balandra que entre ellas son estadisticamente iguales.

Aunque se esperaria que los organismos del Quelele por presentar niveles bajos de Cd en la
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glandula digestiva tuviera bajas concentraciones de MT no fue asi, esto puede ser atribuido
a que la almeja M. squalida de este sitio cuenta con alto contenido de Cu el cual ha sido
reportado por Serrano (2005) siendo conocido que el Cu después del Hg y Cd es el
siguiente metal mas afin a las MT, adicionalmente, el Zn pudiera estar interviniendo en la
sintesis de estas proteina, por ser un metal que generalmente esta en las MT en una cantidad
aproximada de 2-3 mol, la combinacién de dos metales en este tipo de metaloproteinas es

viable debido a que son proteinas que pueden unir dos metales en su estructura (Otvos,

1980).

La concentracién de MT (ug g' p.h.) en organismos de San Juan de La Costa (9.2+1.2) fué
estadisticamente diferente en branquias con respecto a Baladra (14.5£1.6), adicionalmente
los organismos de San Juan de La Costa (10.2+1.2, 6.9+1.3) presentaron estas diferencias
en glandula digestiva (13.9+1.2) y nefridio (14.3+2.2) con organismos de Punta Coyote,
estos valores se encuentran por debajo a lo obtenido en Crassostrea gigas colectadas en las
costas de Francia, en donde se reporta que las mayores concentraciones que se obtuvieron
fueron de: 1.240.3 mg g p.h. en glandula digestiva y 0.4+0.1 mg g' p.h. en branquias
(Boutet ef al., 2002) y menores también a lo obtenido en almejas Ruditapes decussatus de
las costas del sureste de Tunisia en el Mar Mediterraneo, reportando 2.1 mg g p.h. y 1.4
mg g' p.h. en sitios contaminados con Cd (Hamza Chaffai, 2003). Los valores que se
reportan en los diferentes estudios no son comparables debido a la diferencia de

metodologia que se utiliza en cada analisis, obteniendo estos resultados con métodos
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indirectos y directos, siendo estos ultimos menos precisos, sugiriendo que para una mejor

cuantificacién de esta proteina se utilicen métodos directos.

Los altos niveles de Cd en San Juan De La Costa son atribuidos a que se encuentra la
empresa minera ROFOMEX que estuvo trabajando durante un periodo aproximado de 25
afios (Consejo minero, 1999), en donde se realizaban extracciones de roca fosforica la cual
esta asociada con Cd que al ser una impureza es arrojado nuevamente al mar, sin embargo,
las bajas concentraciones de MT pueden deberse a que el alto contenido de Cd pudiera estar
alterando el metabolismo de las almejas, tal como lo explican Boutet ef al. (2002) al
obtener valores anormalmente bajos de MT en glandula digestiva y branquias de
Crassostrea gigas colectadas en un sitio de Francia con altas concentraciones de Cd,
aunque aun hay mucho por investigar porque Boutet et al. (2002) demuestra que la
induccion de MT con respecto al metal bioacumulado no es lineal, sugiriendo la existencia

de otro mecanismo de secuestracion.

Los organismos del Quelele presentaron los niveles mas bajos de MT para M. squalida en
glandula digestiva, branquias y nefridio (6.1£1.0, 6.8+1.5 y 11.6£1.8 pg g’
respectivamente), siendo mayores a los obtenidos por Roseijadi ef al. (1992) en Mytilus
edulis (0.5 pg g" p.h,). Bebbianno y Langston (1991, 1992) reportan niveles bésales para
mejillones de MT entre 2 y 3 mg g p.s. aunque las comparaciones son entre diferentes
especies hay otros factores como la temperatura del agua que modifican los niveles basales
de MT, sugiriendo que la almeja M. squalida por estar en aguas calidas presenta valores

mas altos respecto a organismos de aguas frias, lo anterior tambien se ha reportado para
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Mytilus galloprovincialis, siendo los organismos de aguas mas calientes los que acumulan
mayores cantidades de Cd, ademas de sintetizar mayores cantidades de MT. Por otra parte
Serafim et al. (2002) demuestran que los organismos mas grandes contienen niveles mas
altos de MT, sugiriendo que cuando se utilicen las MT como indicador de contaminacidn,

se tomen en cuenta los factores tamafio y temperatura.

IX.XI. Cd en las almejas recolectadas en Bahia La Paz, B.C.S.

La concentracion de Cd en branquias no presento diferencias significativas entre estaciones,
coincidiendo con lo obtenido en branquias de C. gigas procedentes tanto de un sitio limpio
como de un area con alto contenido de Cd, corroborando que las branquias no son 6rganos
de almacenaje de este metal (Boisson ef al,, 2003) a diferencia de la glandula digestiva en
donde se obtuvo que los organismos del Quelele fueron diferentes estadisticamente con
respecto a las almejas de las otras tres estaciones, siendo estos organismos los que
presentaron los niveles de Cd mas bajos (1.9+0.2 pg g" p.h.) debido a que es un sitio sin
aportes de agua de origen antropogénico, sin embargo, otros autores reportan que Balandra
es el sitio con las concentraciones mas bajas en el tejido completo de M. squalida (Mendez

et al., 2006) tal como se obtuvo en nuestro estudio analizando el tejido completo.

En San Juan de la Costa el contenido de Cd en el nefridio fue mayor (0.25+0.2) que en los
organismos de Balandra que tuvieron una concentracién promedio de 0.08 pg g p.h., estas
diferencias y el alto contenido de Cd en San Juan de la Costa coinciden con los resultados

obtenidos en Abril del 2003 en el tejido completo de M. squalida (Mendez et al., 2006).
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La concentracién de Cd promedio en branquias, glandula digestiva y nefridio de
organismos recolectados de Bahia La Paz fue de: 0.2, 2.7 y 0.12 pg g! ph
respectivamente. Aunque en este estudio Unicamente se midié el cadmio de la fraccion
soluble, el valor obtenido en la glandula digestiva fué mayor a lo obtenido por Serrano
(2005) en el tejido completo de esta misma almeja, reportando 1.14 pg g" Cd p.h. como
concentracién promedio en almejas de Bahia La Paz, siendo este valor mayor a lo obtenido
en nuestro estudio para el tejido completo (0.923 ug g' p.h.), con ello se demuestra que el

contenido de Cd en la almeja M. squalida de Bahia La Paz ha disminuido.

El promedio de las concentraciones de Cd que se registraron en almejas de Bahia La Paz en
peso seco fue de: 1.28, 17.8 y 0.79 pg g" en branquias, glandula digestiva y nefridio
respectivamente, siendo los valores de glandula mayores a los obtenidos en Crassostrea
gigas de un sitio contaminado en el estuario Gironde de Francia reportando valores
maximos de 2.86 g g en la fraccién soluble y 2.46 pg g en la fraccién insoluble
(Mouneyrac et al., 1999), una posible explicacion a estos resultados son los altos niveles de
Cd que se presentan en la Bahia debido al aporte natural de este elemento asociado a los

bancos de fosforita.

Al comparar los valores encontrados en los diferentes dérganos de los organismos
muestreados en las cuatro estaciones de Bahia La Paz, B.C.S. con los obtenidos en el
bioensayo, observamos que las concentraciones de Cd de los tres 6rganos son similares a

las obtenidas en los organismos control, considerando unicamente el contenido de Cd en
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almejas de Bahia La Paz se puede decir que estan expuestas a concentraciones por debajo
de las utilizadas en los organismos del bioensayo, sin embargo, los valores de MT
contenidos en almejas de la Bahia se encuentran dentro de las concentraciones obtenidas en
organismos expuestos a Cd, sugiriendo que el monitoreo de MT es una herramienta

adicional para conocer el estado de contaminacidén de un sitio.

IX.XII. Concentraciones de Cd en el tejido completo.

El contenido de Cd en almejas completas procedentes de Bahia La Paz, B.C.S. resultd ser
estadisticamente diferente entre almejas recolectadas en Punta Coyote (1.1£0.2 pg g') y
Balandra siendo los organismos de la tltima estacion los que presentaron los niveles mas
bajos de Cd (0.7+0.1 pg g"), coincidiendo con Serrano (2005) en el muestreo realizado en
Bahia La Paz, B.C.S., reportando que las mayores concentraciones de Cd son entre en
almejas de Punta Coyote y San Juan de La Costa, esto se debe a que esta es un area con alto
contenido de material fosférico procedente de los depésitos naturales ubicados al noroeste
de Isla San José y sobre la costa peninsular de San Juan de La Costa, adicionalmente la
formacién San Gregorio contiene un elevado contenido de Cadmio y fésforo, siendo esta
area uno de los depositos de fosforita mas grandes del mundo (Mann y Ritchie, 1995,

Consejo Minero, 1999),

Baudrimont ef al. (1997) al realizar comparaciones en la acumulacion de Cd entre el tejido

completo respecto a la cuantificaciéon por 6rganos demuestran que la concentracién es
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aproximadamente 40% menor en el tejido completo, similar a lo obtenido en M. squalida
mostrando que la bioacumulacion del metal fue 50% menor en el organismo completo (sin
concha) comparado con lo obtenido en cada 6rgano, siendo la glandula digestiva en donde
se presenta la mayor bioacumulacion, sugiriendo que el analisis en un érgano especifico es
mas preciso que el realizado en el organismo completo, siendo necesario una correcta
cuantificacion de este metal, debido a que la almeja M. squalida con altos niveles de Cd
puede llegar a ser tdxica para el humano, porque al consumir moluscos el porcentaje

biodisponible de Cd es del 12 al 24 % del Cd total del organismo (Boisson et a/., 2003).

IX.XIII. Relacién entre MT y Cd.

Aunque se observé un aumento en la concentracién tanto de Cd como de MT durante el
bioensayo, no se obtuvo una relacidn lineal entre la concentracion de Cd y la sintesis de
MT, presentindose esta no correlaciéon en un estudio realizado por Bebianno y Serafim
(1998) en la almeja Ruditapes decussatus expuesta durante 40 dias a 0.1 mg Cd 1" en el
mismo bioensayo, esta correlacion si se obtiene para el mejillon Mytilus galloprovincialis,
incrementando la acumulacion de Cd 9 veces. Adicionalmente se reporta que la
concentraciéon MT es dos veces mas en mejillones en comparaciéon con almejas colectadas,
reflejando que la acumulacion de Cd y la sintesis de MT es dependiente de la especie. Esta
no correlacién que también se ha presentado en el calamar Loligo vulgaries es atribuida a
otro tipo de proteinas que pudieran estar realizando el sistema de detoxificacién del Cd
(Bustamante ef al., 2002). Tambien se ha registrado que existe correlacion entre la

biocacumulacién de Cd y el contenido de MT en el tejido completo de almeja Corbicula
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fluminea , no obteniendo dicha correlacion cuando se realiza la cuantificacion en drganos

separados (Baudrimont et al., 1997).

IX.XIV. Peso molecular de la MT de M. squalida.

La presencia de la proteina de bajo peso molecular, inicamente se obtuvo en la muestra
completa, no para cada una de las fracciones con MT procedentes del HPLC debido a que
lo maximo que se puede inyectar en el HPLC es de 100 pl siendo diluida por los solventes

A y B, por ello la cantidad de MT no fue detectable en PAGE-SDS.

Mediante electroforesis se obtuvo que en los tejidos de M. squalida se presenta una
proteina de peso molecular aproximado de 6,000 Da, la cual coincide con la banda que fue
detectada en el estindar de MT de higado de conejo. El bajo peso molecular que presenta
esta proteina es una de las caracteristicas que distinguen a las MT, siendo registradas en
algunos organismos como en la almeja Scapharca inaequivalvis (Serra et al.,1995) de
10,000 Da. Aunque existen variaciones interespecificas, reportadas en mejillones y almejas
el peso molecular de las MT es de 7,400 Da (Viarengo et al., 1981), y en moluscos como el
ostién Crassostrea gigas y el calamar Loligo vulgaries colectados en las costas de Francia
se presentan MT de 14,000 Da (Boutet et al., 2002) y 6,500 Da (Bustamante et al., 2002)
respectivamente. La MT de higado de conejo utilizada como estandar ha sido reportado con
pesos moleculares entre 6,000 y 7,000 Da (Guo ef al., 1999), por ello se sugiere que la

proteina de 6,000 Da de M. squalida pudiera ser una MT, sin embargo, es conveniente
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realizar otros andlisis, como el uso de anticuerpos especificos para MT como herramienta

adicional para confirmar estos resultados.



70

X, CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos en este estudio se considera que la almeja Megapitaria
squalida es una especie que de acuerdo a sus caracteristicas es una buena especie
bioindicadora de contaminacién por Cd, siendo importante su continuo monitoreo debido a

su alto consumo en la region.

El uso del HPLC-RP resulto ser un buen método para cuantificacién de proteinas
acomplejadas a Cd, sin embargo, es necesario corroborar con otra metodologia (ELISA)

para asegurarse que la proteina detectada al minuto 2.7 es una MT.

El rol de las MT fue observable, obteniendo una disminucion de los niveles de MT en
glandula digestiva cuando los organismos se encuentran en aguas no contaminadas, ¢
incrementandose notablemente en branquias y glandula digestiva durante los primeros diez

dias de exposicion a Cd.

Tanto la acumulacion de Cd como la sinteis de MT fue mayor en la glandula digestiva de
organismos expuestos a cadmio, adicionalmente se observo un incremento en los niveles de
Cd en funcién al periodo de exposicién, por ello se considera que este 6rgano proporciona
la mayor informacion sobre el estado de contaminacion de un sitio, a diferencia de las

branquias y nefridio.
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El analisis de Cd en la glandula digestiva sugiere que Punta Coyote, San Juan de la Costa y
Balandra son los sitos con mayor contaminacidon de este metal. Aunque organismos de

Punta Coyote y Balandra presentaron la mayor concentracion de MT.

Es conveniente analizar ¢l contenido de metales en la glandula digestiva, debido a que los

resultados de Cd en el tejido completo fueron menores.

Mediante electroforesis PAGE-SDS se confirmo que en las muestras analizadas hay una

proteina de bajo peso molecular (6,000 Da), sugiriendo que la presencia de una MT.
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XII. ANEXOS.

Concentracién (mediaterror std.) de MT sintetizadas (pg g ph.) a diferentes
concentraciones de exposicion a Cd en 10, 20 y 30 dias en tres 6rganos de Megapitaria

squalida .

Tratamiento C-10 C-20 C-30 0.2-10 02-20 02-30 0.5-10 0520  0.5-30
1208478 12.375% 6800° 1R.074°P 1235477 10,2255 12.452 9P 9.56447BD 1 | 9gg"BP
+£3.007 +0 +1.465 +42.562 +0.652 +2359 +6.132 +2.683 +3.891
Glandula 14.789° 14.068" 6.133° 22.630° 15.524* 13.802*° 23.61° 13.154* 16.612%
Digestiva 42.387 43254 +1.005 +1.955 +2.048 +2.978 +0.819 +3.448 +46.150

13.864" 9.748% 11.642™ 12,99" 12,098 11.790'2 11,17%° 12.579'® 12.290'%

Nefridio
+0.098 =+£1.646 =£1.795 +2.023 +0.950 +1.875 +0.581 +2.709 +£1.579

C=control, 0.2 y0.5=0.2,0.5mg 1" Cd a los cuales fueron expuestas durante 10, 20 y 30 dias. Las letras y
numeros diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<.05) tnicamente entre
tratamientos en cada organo.

Branquia

Concentracién (mediaterror std.) de Cadmio (ug g peso hiimedo) en diferentes 6rganos de
almejas (n=3) expuestas a diferentes concentraciones de Cd durante 10, 20 y 30 dias .

Tratamiento C-10 C-20 C-30 0.2-10 0.2-20 0.2-30 0.5-10 0.5-20 0.5-30
0.1925€ 0.148% 0.121% 0.814* 1.535%P 1.038" 1.679"P 2.549"P 2.818P
+0.043 +0.002 +£0.017 +0.236 +0.700 +0.332 +0.226 +1.104 00911
Glandula 2.084* 3.5° 2.554% 5.434°*° 10.828% 6.553%° 7.362°° 14.08% 16.327%
Digestiva +0.231 +0.540 +0.838 +1.765 +2.817 +2.591 £2.051 +0.499 +3.954

1.213" 0.350* 0.161% 0.821" 0.948" 1.915" 0.765% 3.266" 3.308°

Nefridio
+0.406 +0.178 +0.110 +0.190 £0.268 +0.650 +0.445 +1.284 +0.701

C=control, 0.2 y0.5=10.2, 0.5 mg I'' Cd a los cuales fueron expuestas durante 10, 20 y 30 dias. Las letras y
mimeros diferentes indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<.03) unicamente entre
tratamientos en cada 6rgano.

Branquia
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Concentracién (mediaterror std.) de MT sintetizadas (ug g p.h.) en tres 6rganos de
Megapitaria squalida colectadas en cuatro estaciones de Bahia La Paz, B.C.S.

Estaciones 1 2 3 4
13.756"% 9.222* 11.950"" 14.047°
42,113 +1.163 +1.825 =+1.567
Glandula 13.998* 10.230° 11.932%® 13,898%
Digestiva +1.152 +1.272 +1.944 +1.944
14.336' 6.904°> 5.090% 12.854
£2.244 £1.340 +0.808 =+1.249

1: Punta Coyote, 2: San Juan de La Costa, 3: Quelele, 4:Balandra. Letras y nimeros
diferentes en una misma fila, indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<.05).

Branquia

Nefridio

Concentracién (mediaterror std.) de Cd (pg g’ p.h.) en tres drganos de Megapitaria
squalida colectadas en cuatro estaciones de Bahia La Paz, B.C.S. mostrando las diferencias
estadisticas por estacion entre 6rganos uinicamente, no entre estaciones,

Estaciones 1 2 3 4
Branquia 0.185" 0.232% 0.185* 0.180%
+0.016 +0.055 +0.013 +0.011
Glandula  2.873* 2.951* 1.995° 2.980°
digestiva +0.245 +0.329 +0.214 +0.259
Nefridio 0.235'% 0.163' 0.062'* 0.024?
+0.119 +0.059 +0.029 +0.016

1: Punta Coyote, 2: San Juan de La Costa, 3: Quelele, 4:Balandra. Letras y niimeros
diferentes en una misma fila, indican que hay diferencias estadisticamente significativas (p<.05).




