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RESUMEN

Los lubricantes usados de motores de automoviles
son fuente potencial de contaminantes que
pueden afectar adversamente a la biota en areas
costeras. Los bivalvos que habitan asociados a
arrecifes coralinos han sido reconocidos como
organismos sensores para evaluar el impacto de
sustancias quimicas estresantes mediante el uso
de biomarcadores, en especial cambios en su
composicion bioquimica. Con el objetivo de
determinar los niveles de los sustratos
energéticos (proteinas, lipidos y carbohidratos) e
indices moleculares de condicion (ARN/ADN vy
Proteina/ADN) en el manto de la almeja flama
Lima (Ctenoides) scabra expuesta a una fraccion
acuosa de lubricantes usados de motores de
vehiculos (FALUMV), se realiz6 un bioensayo
estatico con concentraciones subletales de 0, 103
%, 102% y 10" %, durante 7 y 13 dias. Los
individuos fueron colectados en el golfo de Santa
Fe, estado Sucre, Venezuela, y mantenidos en un
sistema de acuarios, con renovaciones interdiarias
de contaminantes y alimentos (microalgas), bajo
condiciones controladas. El contenido de
carbohidratos y proteinas, y los coeficientes
moleculares de condicion mostraron incrementos
en los organismos expuestos ala FALUMV durante
algunos de los periodos de exposicion, sin
embargo, los niveles de lipidos totales no variaron
en relacion a los tratamientos evaluados. En el
manto de L. scabra se evidenciaron ciertos ajustes
bioquimicos de importancia, tales como la
acumulaciéon de macromoléculas energéticas e
incremento en los niveles de los indices
moleculares de condicidn, lo que es indicativo de
una posible produccion de proteinas vinculadas
con la defensa bioquimica en presencia de
mezclas complejas de xenobidticos.
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ABSTRACT

Used crankcase oil of automobiles is a potential
source of hazardous contaminants, which upon
reaching coastal ecosystems may affect adversely
the biota. The bivalve associated to coralline reefs
have been recognized as biological sensors to
assessing the impact of stressing chemical
substances in these marine ecosystems by
means of use of biomarkers, especially changes
in chemistry composition. In order to determine
energetic substrate levels (protein, lipid and
carbohydrate) and molecular ratios of condition
(RNA/DNA and Protein/DNA) in the mantle of fire
scallop Lima (Ctenoides) scabra exposed to
water-soluble fraction (WSF), obtained from a
mixture of used lubricants of automobile engines,
a static bioassay was realized with sublethal
concentrations of 0, 10°%, 102% y 10" %, during
7 and 13 days. Individuals were collected from
Gulf of Santa Fe, Sucre state, Venezuela; and
maintained in seawater aquaria system with
changes of WSF and food (microalgae) inter-daily,
under controlled conditions. Carbohydrate and
protein levels, molecular ratios of condition showed
increase in organisms exposed to WSF, during
some exposure periods, however lipid levels did
not differ in relation to the treatments. In the mantle
of L. scabra certain biochemical adjustments of
importance were evidenced, such as accumulation
of energetic macromolecules and molecular ratios
increased, indicating that production of protein
may be associated to molecular defense against
complex mixtures of xenobiotics.

Key words: RNA/DNA, bivalves,
composition, Protein/DNA, xenobiotic.
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INTRODUCCION

Los lubricantes usados de motores de vehiculos
(LUMV) son mezclas de sustancias altamente
contaminantes, constituidos principalmente
por hidrocarburos aroméaticos policiclicos,
metales pesados y compuestos policlorados
(GESAMP, 1993; ATSRD, 1997). Una vez
extraidos del carter del motor son descargados
de forma directa en acueductos de autolavados,
estaciones de servicios y talleres mecanicos,
teniendo como destino final la franja marino-
costera. Los ecosistemas costeros de la region
oriental de Venezuela no estan exentos de ser
impactados por la influencia de tales sustancias,
evidencidndose en las Ultimas décadas ligeros
incrementos del contenidos de sus constituyentes
en sedimentos superficiales (Martinez, 2006;
Dakdouk-Ortiz, 2009; Romero, 2010).

Los efectos que producen los compuestos
hidrosolubles de los LUMV sobre la biota han
sido demostrados bajo condiciones controladas,
usando bioensayos toxicoldgicos agudos o
cronicos. Se ha reportado que estas fracciones
acuosas provocan alteraciones bioquimicas
y celulares en diversas especies tales como:
poliqueto Eurythoe complanata (Nusetti et al.,
2005), pez Thalassophryne maculosa (Marcano
et al., 2006), y en los bivalvos Pinctada imbricata
(Nusetti et al., 2004), Lima scabra (Zapata-
Vivenes et al., 2009) y Perna viridis (Martinez-
Gil, 2011). Tales especies han sido propuestas
como organismos centinelas en la evaluacion
de los cambios que se suscitan en las zonas
marino-costeras, especialmente en presencia
de contaminantes.

La almeja flama Lima (Ctenoides) scabra (Born,
1778), comunmente llamada concha roja, es una
especie representativa de zonas arrecifales de
la region noreste de las costas Venezolanas.
Este organismo habita incrustado a corales
escleractineos ramificados, dejando ver un
manto rojizo franjeado con un velo de largos
tentaculos llamativos, normalmente extendidos,
gue sobresalen desde sus conchas (Lodeiros
y Freites-Valbuena, 2008; Freites et al., 2012).
El manto es un 6rgano de suma importancia en
este bivalvo, ya que participa en la formacién
de la concha, actividad sensorial, movimientos
para apertura y cierre de las valvas, incluso
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para el nado. Este tejido reserva cantidades
significativas de moléculas energéticas tales
como carbohidratos, lipidos y proteinas (PT),
destinadas a diversas funciones fisiolégicas,
crecimiento y reproduccion; sin embargo el
contenido y la utilizacién de tales moléculas
pueden variar bajo condiciones de estrés cronico
en presencia de contaminantes.

Los indices moleculares ARN/ADN vy proteinas/
ADN han sido de uso frecuente para estimar la
condicion nutricional de manera instantanea en
distintos tejidos de peces e invertebrados (Moss,
1994; Bracho et al., 2000); en eventos bioldgicos
que demanden altos gastos energéticos (Nusetti
y Morales, 1988; Lodeiros et al., 1996) y posibles
efectos de contaminantes (Acosta y Lodeiros,
2003; Narvéaez et al., 2005; Zapata-Vivenes,
2013). Las relaciones entre los niveles de tales
macromoléculas pueden indicar la condicion
metabdlica, tasa molecular de crecimiento y
sintesis de proteinas en los tejidos. En tal sentido,
en este trabajo se evaluaron las concentraciones
de los combustibles energéticos (PT, lipidos vy
carbohidratos totales) e indices moleculares de
condicion (ARN/ADN y PT/ADN) en el manto
de L. scabra expuestos a concentraciones
subletales de una fraccion acuosa de aceites
usados de motores de vehiculos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Individuos sexualmente maduros, en su mayoria
hembras, de L. scabra (5,5-6,5 cm longitud
de valvas) fueron colectados manualmente en
zonas coralinas del Golfo de Santa Fe (estado
Sucre, Venezuela) a profundidades entre 2 y 5
m. Los organismos fueron mantenidos durante
una semana en acuarios (50x 40x 40 cm) como
periodo de aclimatacion bajo condiciones
controladas. Cada acuario estuvo contentivo
a una densidad de 1 individuo por cada 2
litros de agua de mar filtrada con miliporo (45
pum), aeracion constante (90-95%), salinidad
(36 UPS), pH (7,8-8,2) y temperatura (25°C
+ 2). La alimentacion consistié de una mezcla
de microalgas en proporciones similares
(Tetraselmis chuii y Chaetoceros gracilis), la
misma fue administrada ad libitum diariamente.
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Bioensayos de exposicion

Los organismos fueron expuestos a 0, 10-3; 102
y 10% de una fraccion acuosa de lubricantes
usados de motores de vehiculos (FALUMV),
durante 7 y 13 dias, en un sistema estéatico de
acuarios, bajo condiciones controladas descritas
anteriormente. La solucion madre fue obtenida
de una mezcla de lubricantes usados de carter
de cigiiefial de motores de vehiculos y agua de
mar filtrada, en una relacién 1:9 v/v, dejandose
reposar por 2 horas y que, posteriormente, se
filtrd a través de un papel Whatman N° 1 bajo
un sistema de vacio. Las mezclas originales de
lubricantes usados fueron recolectadas en una
estacion de gasolina local. Los recambios del
agua de mar, alimento y solucion de lubricantes
fueron realizados de manera interdiaria, para
mantener disponible la concentracion de
los contaminantes y remocion de heces ylo
productos de desecho metabdlicos. Transcurrido
cada periodo, se procedio6 a disecar el manto de
seis a ocho ejemplares por cada tratamiento, los
mismos fueron almacenados a -40° C hasta el
momento del analisis, por un periodo no mayor
a una semana.

Biomoléculas

Las concentraciones de proteinas (PT) en el
manto fueron valoradas segun el método de
Lowry et al. (1951), usando albumina de suero
de bovino como estandar. El contenido de
carbohidratos fue determinado por método
desarrollado por Van Handel (1965), utilizando
como estandar glucosa anhidra. La cantidad
de lipidos totales fueron cuantificados
gravimétricamente por métodos de Bligh y Dyer
(1959). El ARN fue determinado por el método
de revelacion por Orcinol (Cambell y Sargent,
1967), y el ADN mediante la reaccion de
Difenilamina (Burton, 1956); ambos valorizados
en fésforo inorgéanico (Buckley y Bulow, 1987).
Se usO como sustancia referencial ARN de
levadura (S. cerevicea) y ADN de timo de bovino,
respectivamente. En adicion, se estimaron los
cocientes de crecimiento instantaneo ARN/ADN
y Proteinas/ADN (Bulow, 1987).

Andlisis Estadisticos

Para el procesamiento y comparacion de los
datos se utiliz6 un analisis de varianza de dos
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vias (Statgraphics Plus versién 51 ambiente
Windows), para determinar las diferencias entre
los tratamientos estudiados. Para contraste a
posteriori se utiliz6 una prueba de Bonferroni
(Sokal y Rohlf, 1981).

RESULTADOS Y DISCUSION

PT, carbohidratos y lipidos totales

En las biomoléculas determinadas, se evidencio
un efectodeinteraccion entre las concentraciones
de FALUMV vy los periodos de exposicion sobre
el contenido de proteinas totales (PT) (Fs=4,66;
P<0,01), mostrando los mayores promedios en
organismos expuestos a las concentraciones
de 102% durante los 7 dias y los ejemplares
expuestos a 102 y 102% durante los 13 dias.
PT en los organismos expuestos a la mayor
concentracién de exposicion (102%) no mostré
diferencias con respecto a los organismos
controles en ambos periodos de exposicion
(Cuadro 1).

El contenido de carbohidratos mostré un ligero
incremento en relacion a las concentraciones de
exposicion (Fs=7,79; P<0,001) y los periodos de
exposicion (Fs=34,97; P<0,001), especificamente
para las concentraciones 102y 10* % durante
los 7 dias, y 102y 101 % durante los 13 dias. Los
lipidos, sin embargo, no presentaron variacion
en relacion a los tratamientos ni efectos durante
los dos periodos de evaluados (Fs=0,36 y
Fs,=0,05 respectivamente; P>0,05), tal como se
observa en el Cuadro 1.

En L. scabra se denota un incremento
significativo en el contenido de los carbohidratos
y PT totales en los organismos expuestos a
la fraccion acuosa de lubricantes usados de
motores de vehiculos (FALUMV) durante ambos
periodos, posiblemente asociado a la activacion
de las rutas metabdlicas, p. e. la sintesis de
proteinas, y eventos bioguimicos que involucran
altos gastos de energia como respuestas
moleculares de homeostasis antes una
condicién de estrés quimico, lo cual permite la
tolerancia de los organismos a concentraciones
bajas de la mezcla de contaminantes. Otro factor
fundamental es la dieta de microalgas T. chuii
y C. gracilis administrada ad libitum durante
el ensayo, lo que favorece cualquier potencial
déficit nutricional. Este detalle demuestra que
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Cuadro 1. Niveles de proteinas, carbohidratos y lipidos en el manto de L. scabra expuesta a distintas
concentraciones de FALUMV durante 7 y 13 dias.

Concentraciones 3 2 1
(%)Dias 0 10 10 10
Proteinas 7 230,80 £36,61 195,37 +32,90 276,77 £49,65 241,34 + 32,60

13 192,49 + 12,01

Carbohidratos 7 7,07 £2,23
13 6,70 £ 0,50

Lipidos 7 23,59 + 12,69
13 22,81 + 6,89

292,10 £ 95,83

250,91 £76,93 189,62 +11,72

13,33+1,39 8,67 +1,46 12,55+ 1,62
7,32 +£0,94 12,36+ 1,03 12,34 +1,71
22,14 +£11,49 44,77 +£30,79 26,91 £ 14,99
22,83+1543 3511+30,72 36,17 £31,15

Resultados son expresados como promedio + DE.

Unidades: mg para PT, carbohidratos y lipidos estan relacionados por gramo de tejido hiumedo.

la tasa de ingesta de los alimentos disponible
en el acuario no fue afectada por la mezcla de
lubricantes.

En adicion, los promedios en los niveles del
cociente  ARN/ADN confirman la condicién
de salud de los organismos expuestos a la
mezcla de xenobidticos (Clemmesen, 1994;
Chicharo y Chicharo, 2008; Olivar et al., 2009).
Se ha evidenciado que los indices de condicién
fisiolégica tiende a incrementar en organismos
presentes en habitats con alta disponibilidad de
materia organica (Belmar et al., 2008).

Generalmente los organismos marinos cuando
estan expuestos a xenobiéticos activan rutas de
metabolizacion y desintoxicacion que ameritan
un gasto energético considerable, por lo que
en muchas ocasiones el metabolismo basal es
afectado (Rainbow, 1995). Es comun encontrar
en el manto de bivalvos colectados en su medio
natural y cultivos, durante el periodo de alta
disponibilidad de alimento, algunos cambios
en los indices moleculares de condicion y
cantidades significativas de glucégeno en pos a
los ciclos reproductivos y energéticos (Lodeiros
et al., 1996; Lodeiros y Himmelman, 1999).
Los carbohidratos en el manto, al igual que los
lipidos, cumplen un papel de vital importancia en
la produccién y desarrollo de gametos (Martinez,
1991).
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ADN, ARN y Coeficientes

Los niveles de ADN se muestran poco
disminuidos en sus promedios por accién de
los incrementos de las concentraciones de
exposicion a FALUMNYV, no obstante no existen
diferencias estadisticas significativas (Fs=2,57,
P>0,05), presentando similar tendencia en los
dos periodos de exposicion (Fs=0,87; P>0,05).
Contrariamente, el contenido de ARN incrementa
sustancialmente solo en el primer periodo de
exposicion (7 dias) a las concentraciones 103
y 102 (Fs=27,5; P<0,01), para alcanzar niveles
basales durante los 13 dias (Cuadro 2). El
coeficiente ARN/ADN incrementé en relacion
a las concentraciones de las FALUMV para las
concentraciones baja y media de exposicién
(Fs=7,47;, P<0,01). A pesar de que, al final de los
13 dias, se observo una reduccion significativa
en paralelo a las concentraciones de lubricante.
De igual manera, el coeficiente Proteinas/ADN
incrementd concomitantemente en relacién a
las concentraciones de exposicién (Fs=9,96;
P<0,001), manteniendo una respuesta similar
para ambos periodos de exposicion (Fs=3,27;
P>0,05), observandose los mayores promedios
a la concentracion de 10% durante los 13 dias
de exposicion (Cuadro 2).

El incremento de los cocientes moleculares
determinados en el manto de L. scabra
expuestos a FALUMYV en los periodos agudo (7
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Cuadro 2. Niveles de ADN, ARN vy coeficientes ADN/ARN y PT/ADN en el manto de L. scabra expuesto a

FALUMYV durante 7 y 13 dias.

Concentraciones

-3 -2 -1
(%) Dias 0 10 10 10
ADN 7 8,39 +1,13 5,65+2,13 6,95+ 2,38 5,08 +£1,93
13 7,51+1,59 6,26 + 2,05 8,33 +1,45 4,07 £1,67
ARN 7 21,79 + 2,37 4431+1,68 69,48+4,16 23,40 £1,32
13 21,71+ 2,01 2299+124 21,79+1,81 23,40 £ 1,39
ARN/ADN 7 2,65 +0,52 8,74 2,96 11,79 +£ 6,48 4,78 +£ 0,69
13 3,02+0,77 4,19 +£1,27 2,70 0,58 1,21 +1,26
PT/ADN 7 28,10+6,70 3950+17,65 48,68+32,4 48,93+10,69
13 30,60 11,12 49,17 26,95 30,67 9,24 67,64 3,34

Resultados son expresados como promedio + DE. Unidades: mg para PT, y ug para ARN y ADN, relacionados

por gramo de tejido himedo.

dias) y cronico (13 dias) indica la activacion en la
produccion de proteinas, como posible respuesta
de defensa bioquimica en presencia de mezclas
complejas de xenobidticos. Generalmente,
los componentes que se presentan con mayor
concentracion y disponibilidad en las FALUMV
son los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) y los metales pesados, por ejemplo Pb,
Zn, Cu, Cr, Ni y Cd (Vasquez-Duhalt, 1989;
Nusetti et al., 2005); los mismos pueden ingresar
con gran facilidad al manto de L. scabra. Los
niveles de proteinas totales (PT) e indices
moleculares de condicion relacionados indican
gue posiblemente su sintesis se encuentre
vinculada a la produccién de moléculas con
funciones altamente especificas, las cuales
pudieran contrarrestar el estrés quimico. Se ha
demostrado que el ingreso de metales pesados
en distintos organos de los bivalvos puede
activar la produccién de metalotioneinas (MT)
y otras proteinas de alto peso molecular, las
cuales poseen una alta capacidad de enlazar
iones metélicos, regulando sus niveles toxicos y
protegiendo a la células contra dafios oxidativos
(Zapata Vivenes y Nusetti, 2007; Lemus et al.,
2014).

El incremento en la sintesis de PT y ARN en
organismos en presencia de las concentraciones
subletales de la FALUMV coinciden con los
resultados hallados por Miliou et al. (1998), donde
después de exponer al pez guppie Poecilia
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reticulata a un tratamiento a 1,5 mg/L y 0,5 mg/L
de cadmio durante 10y 20 dias respectivamente,
se observaron aumentos en las relaciones PT/
ARN/ADN. De igual manera, Mckee y Knowles
(1986) evidenciaron incrementos en la relacion
PT/ARN/ADN vy lipidos/ADN después de exponer
Daphnia magna a 0,5 pg/L del insecticida
fenvalerato por 7 dias, pero con descensos
en los promedios de los radios PT/ARN vy
glucégenol/lipidos. El contenido de ADN en L.
scabra expuestos a FALUMV denota una baja
divisiéon celular en este tejido; tales promedios
estables ayudan a incrementar los valores de los
radios de crecimiento relacionados.

La toxicidad de la FALUMV depende de la
concentracibn de los productos quimicos
presentes, los mismos varian dependiendo de
la marca, tipo, uso de combustible del motor
(gasolina o diesel), condicion y uso prolongado
del motor (Pruell y Quinn, 1988; ATSDR, 1997).
Es comun encontrar en FALUMV elevadas
concentraciones de compuestos tales como
naftalenos, benzaldehidos, alcoholes bencilicos,
tiofenos, ftalatos, fenoles y diversos compuestos
miscelaneos; sustancias que pueden conllevar
al desarrollo de perturbaciones oxidativas,
sobrevivencia y reproduccién en los organismos
contaminados (Lotufo, 1997; Nusetti et al., 2005).

De maneraindependiente, se ha demostrado que
los constituyentes de las FALUMYV pueden tener
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efectos toxicologicos en distintos organismos.
Por ejemplo, en individuos adultos de C.
finmarchicus (copépodos) expuestos a naftaleno
puede incrementar la actividad de la enzima
glutation-S-transferasa (Hansen et al., 2008). En
los bivalvos P. imbricata, P. viridis y L. scabra se
reportan cambios en sus sistema antioxidante
en organismos expuestos a fracciones acuosas
de lubricantes y formulaciones de petréleos
pesados (Nusetti et al., 2004; Zapata-Vivenes et
al., 2009; Martinez-Gil, 2011).

L. scabra puede tolerar concentraciones
relativamente bajas de la FALUMV, modulando
los mecanismos de defensas moleculares en
presencia de mezclas complejas contaminantes.
Los niveles de proteinas encontrados pueden
constituir una fuente de energia alternativa
para el mantenimiento del organismo bajo
condiciones de estrés metabdlico, una vez que
los carbohidratos y lipidos han sido agotados
(Hawkins y Bayne, 1991). Yeung (2009) muestra
gue el cociente ARN/ADN, proteinas totales y
el contenido de glucégeno en el mejillén verde
P. viridis no son alterados por concentraciones
subletales de cobre y cadmio, aunque se reducen
los niveles de lipidos totales. Contrariamente
en otros casos, el metabolismo puede ser
mermado a objeto de compensar el efecto toxico
de sustancias extrafias en su entorno, trayendo
como consecuencia cambios en su reproduccién
y crecimiento (Zapata-Vivenes, 2013).

La disminucion del cociente ARN/ADN en los
organismos expuestos a FALUMV durante el
tltimo periodo de experimentacion muestra
los efectos detrimentales que pueden provocar
a largo plazo las concentraciones subletales
usadas. Diversos estudios han reportado
correlaciones negativas entre los radios
moleculares de crecimiento en organismos
marinos expuestos a agentes estresantes y
toxicos. Wang y Stickle (1988) reportan una
relacion inversa entre el contenido de proteinas,
lipidos y ARN, y un decrecimiento en los
radios ARN/ADN y PT/ADN en el cangrejo azul
Callinectes sapidus expuesto a una fraccion
acuosa de petroleo durante 21 dias de ensayo.

Similarmente, tanto el contenido de ARN como
ARN/ADN decrecen en el pez guppie expuesto
a 0,5 mg Cd/L por 30 dias Miliou et al., 1998.
Acosta et al. (2013) observé un descenso en
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el radio ARN/ADN en el mejillon Perna viridis
expuesta a cadmio, relacionada con laregulacién
del metal y el posible gasto metabdlico producto
del proceso de contrarrestar el efecto téxico.
Anton et al. (2008) mostraron una significativa
reduccion en el indice ARN/ADN en Donax
denticulatus expuesto a 2 mg/L de Cd durante
21 dias, asociado a una reduccién de la tasa
de sintesis de ARN y gasto energético. Tong et
al. (2010) reportaron una reduccion en el indice
ARN/ADN en el anfipodo Melita longidactyla
expuesto a 1,2 diclorobenceno durante tres
semanas de exposicién. Kerambrum et al. (2012)
observaron disminucién en el mismo parametro
en el pez Dicentrarchus labrax expuesto a un
petroleo crudo liviano.

CONCLUSIONES

En el manto de L. scabra se observo
almacenamiento carbohidratos como principal
sustrato energético y cambios en el contenido de
ARNY PT, lo que presume ajustes en la condicion
fisiolégica que garantizan la funcionabilidad del
6rgano, a pesar de las condiciones desfavorables
en el entorno. Los cambios en los niveles de
macromoléculas energéticas y radios ARN/ADN
y PT/ADN evidencian ajustes bioquimicos de
importancia en el manto de L. scabra, asociados
a un incremento en la sintesis de proteinas como
respuesta de defensa molecular en presencia de
bajas concentraciones de mezclas complejas de
xenobioticos.
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