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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar niveles de proteinas totales y el factor de
bioconcentracién por exposiciéon a metales en la Gambusia punctata. La especie fue
muestreada en el ecosistema Filé y luego trasladada hacia condiciones de laboratorio, donde
fueron diseflados 3 tratamientos a 2 réplicas con 25 ejemplares. Se determiné la concentracion
letal media (CL-50) como parametro de toxicidad durante 48 horas de bioensayo. Los metales
analizados fueron plomo y cadmio, cuantificados por espectroscopia de plasma inductivamente
acoplados con vista axial. Transcurrido el experimento, la CL-50 correspondi6 a 0,1,
ensayandose las concentraciones 0,06 y 5,78 mg/L, ademas del control negativo.
Posteriormente se cuantificé el nivel de proteinas totales y los metales en agua, tejido y su
relacion mediante el factor de bioconcentracién. El menor valor de proteinas fue ante la
exposicion al cadmio, con 43,9 % de inhibicién (p< 0,05) en comparaciéon con el control; en el
caso del plomo se determiné 2,5 % de estimulacidon. Las mayores concentraciones en agua y
tejido correspondieron a este ultimo, no asi para el factor de bioconcentracion. Se concluyo
que los resultados mostraron sensibilidad en la respuesta del contenido de proteinas totales y
alta capacidad bioacumulativa para ambos metales.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate levels of total proteins and the bioconcentration factor by
metal exposure in Gambusia punctata. The species was sampled in the ecosystem Filé and
then transferred to the laboratory, where 3 treatments in 2 replications with 25 copies were
designed. Mean lethal concentration (CL-50) was determined as a toxicity parameter for 48
hours of bioassay. The analyzed metals were lead and cadmium, quantified by plasma
spectroscopy inductively coupled with axial view. After the experiment, the CL-50
corresponded to 0.1 and concentrations of 0.06 and 5.78 mg/L and the negative control were
tested. Then the level of total proteins and metals in water, tissue and its relationship by
means of the bioconcentration factor were quantified. The lower value of proteins was by
exposure to cadmium with 43.9 % of inhibition (p <0.05) compared with the control; for lead
2.5 % of stimulation was determined. The highest concentrations in water and tissue
corresponded to the latter, but not for the bioconcentration factor. It was concluded that the
results showed sensitivity in the response of total protein content and a high bioaccumulative
capacity for both metals.
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INTRODUCCION

La caracteristica mas importante de los peces para ser utilizados en los protocolos de
evaluacion toxicoldgicas y como especies centinelas, es que estan en la cumbre de la cadena
tréfica y pueden afectar la salud humana, lo cual aumenta su importancia en los estudios
ambientales. * El pez Gambusia punctata es una especie de la familia Poeciliidae que habita de
forma natural en los rios cubanos, donde ademas de su control bioldgico larval, ha indicado la
exposicion ambiental de elementos téxicos como son los metales pesados en las aguas. % Los
metales son elementos naturales que suelen encontrarse distribuidos en el ambiente a muy
bajas concentraciones ® y segln sus formas fisica y quimica, pueden movilizarse o
transportarse a través de las membranas biolégicas hacia los tejidos. 3

Las actividades humanas son las responsables de la liberacién activa de estos agentes que
pueden ser potencialmente toxicos a los organismos acuaticos.  El plomo (Pb) y el cadmio
(Cd), son 2 de los elementos con alto riesgo para el medio ambiente, ya que presentan gran
estabilidad quimica ante los procesos de biodegradacién, por lo que los seres vivos son
incapaces de metabolizarlos, de modo que se genera una contaminacion por bioacumulacion y
un efecto multiplicador en la concentracién del contaminante en la cadena tréfica. Alcanzan
niveles altos de toxicidad y se absorben muy eficientemente a través de las membranas
biolégicas por su elevada afinidad quimica por el grupo sulfidrilo de las proteinas. °

El Pb es el metal toxico mas extendido y presente en casi todos los compartimentos
ambientales. Por otra parte, bloquea la transmisiéon del impulso nervioso y la liberaciéon de
acetilcolina, posee, ademas, gran afinidad por las mitocondrias e inhibe la fosforilacion
oxidativa. Su exposicion produce anemia como resultado de 2 efectos basicos relacionados con
la disminucién de la longevidad de los glébulos rojos y la inhibicion de enzimas que intervienen
en la sintesis de hemoglobina. ® El cadmio en los sistemas bioldgicos puede competir con el
zinc (Zn), el cobre (Cu) y el calcio (Ca) por los sitios de unién de estos elementos en las
macromoléculas. Su efecto a escala molecular esta relacionado con la inhibiciéon parcial de la
cadena transportadora de electrones, especificamente a nivel del complejo 111 en el sitio de
union de la semiubiquinona, la cual es conocida porque transfiere un electron al oxigeno
molecular para formar el anién superéxido, lo que explica el efecto oxidativo inducido por este
metal en la células. °

El objetivo del presente articulo fue evaluar contenidos de proteinas totales y el factor de
bioconcentracion por exposicion a metales pesados en alevines de la especie Gambusia
punctata.

METODOS

Fueron muestreados alevines de la especie Gambusia punctata procedentes del rio Filé de
Santiago de Cuba, ya que este ecosistema ha sido considerado como referencia ambiental para
estudios de ecotoxicologia, debido a su baja exposicién antropogénica a metales pesados. ’

Una vez muestreados dichos alevines, se trasladaron al laboratorio donde permanecieron
durante 7 dias en condiciones controladas de temperatura (22,6°C), fotoperiodo de luz 18
horas y alimentacion ad libitum con el artrépodo Artemia salina sp.

Se ensay0 una prueba de toxicidad de tipo estatico a corto plazo y se utilizé la propia agua
natural del rio (pH 7,8 y 5,1 mg/L de oxigeno disuelto). Se establecieron 2 réplicas con 25
ejemplares cada una y se determiné como parametro de toxicidad la CL-50 (valor 0,1)
obteniendo las concentraciones siguientes: Pb (NO3), y CdCl,: O (control negativo), 0,06 y
5,78, las cuales fueron ensayadas posteriormente.

La exposicion fue de 48 horas y pasado este tiempo se cuantificaron los niveles de proteinas,
metales en agua y tejido, asi como su relacién mediante el factor de condiciéon biolégico (FBC).
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1. Determinacion de proteinas

Después de las 48 horas de exposicion se pesaron 0,5 g de tejido por cada réplica en forma de
pool, luego se homogenizé con 1mL de solucion de Tris buffer pH = 7 y se centrifugdé a 5 600
rpom durante 30 minutos, a 5,5°C en una centrifuga refrigerada.

Posteriormente se descanté el sobrenadante y se tomaron alicuotas de 10 ul a las que se
adicionaron 5 mL del reactivo de Bradford, después de agitar y reposar durante 5 minutos, se
registré la absorbancia a 595 nm con un espectrofotémetro Beckman.

2. Metales en agua y tejido

Para el andlisis de los metales en el agua se sigui6 los procedimientos recomendados por la
Norma ISO 11885: (1996). Calidad del agua. Estos fueron determinados via &cida y
cuantificados mediante espectroscopia por plasma inductivamente acoplado con vista axial
(ICP-AES).?

3. Andlisis estadistico

Los datos fueron tratados en el programa estadistico Statgraphis, version 5.1, los cuales se
analizaron por ANOVA seleccionando la prueba LSD de comparacién multiple de medias. Las
diferencias fueron consideradas significativas con un valor de p<0,05.

4. Bioética en la investigacion

Una vez muestreados, los ejemplares fueron depositados cuidadosamente y reposados en
recipientes de cristal con agua fresca natural y se procuré mantener la viabilidad de los
individuos recolectados para su traslado al laboratorio.

RESULTADOS

La tabla 1 muestra que el Pb (NOs), produjo una estimulacion de 2,54 % en los niveles de
proteinas, mientras que para el CdCl; la respuesta fue de inhibicion y muy significativa en

relacion con el control (43,96 %).

Tabla 1. Efecto toxico del Pb y Cd sobre la concentracién de proteinas totales

Determinacion Metales Niveles de  Media + SD % %
toxicidad Estimulacion Inhibicion
control 12,62 + 3,02
Pb (NOs3)» 57 12,4 + 1,97 2,54 43,96
Proteinas totales control 12,58 = 3,13
CdCl, 0,06 7,05 + 2,68 *

* Diferencia significativa en relacion con el control (p< 0,05)

La tabla 2 muestra los niveles de concentracién de metales en agua, tejido de la especie y su
relacion mediante el FBC. Se determind que los niveles de Pb (NO3z), fueron mas elevados en
agua y tejido, pero el FBC fue menor, de manera que al compararse los valores de metales en
ambas matrices se encontrd diferencias significativas.

Tabla 2. Niveles de metales

Concentracion Concentracion Factor de
Metales en agua en tejido bioconcentracion
(mg/L) (n9/9)
Pb (NOs), 5,78 2513 + 1236 434,76

CdCl, 0,06 69 + 22,31 1150
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DISCUSION

Las excesivas concentraciones de metales pesados en agua afectan a los organismos acuaticos
de diferentes maneras, desde la disminucién de su metabolismo y crecimiento, hasta la
muerte, ya que las elevadas concentraciones pueden causar la asfixia debido a la coagulacion
de las mucosidades sobre las branquias. ®

Aungue no se observd muerte en el periodo de ensayo, en otros organismos estudiados en
condiciones experimentales, como los camarones, se ha observado que el Pb y Cd han
provocado dafios en el sistema nervioso central, donde los organismos antes de morir
perdieron el equilibrio y nadaban mostrando oscilaciones circulares. Asimismo, el Pb provocé
disminucién de los hemocitos, mientras que el Cd ocasiondé cambios drasticos en el sistema de
locomocién. Es importante sefialar que las concentraciones de metales pesados en especies de
peces se cuantifican por la tendencia que estos presentan para acumular contaminantes, ° por
lo cual en este estudio fueron consideradas las determinaciones como biomarcadores de
exposicion para los metales en el organismo y de efecto para las proteinas totales. *°

Como se observé en la tabla 1, ambos metales provocaron modificaciones en el nivel de
proteinas totales, aunque de modo diferente, pues se ha mencionado que la forma de afeccion
depende del tipo de téxico, del tiempo de exposicidon y de la concentracion a la que se exponga
el organismo. **

En el caso del Cd, el porcentaje de inhibicion fue muy significativo aunque se ha sefialado que
también puede producir efectos en la supresion de la inmunidad, asi como la sintesis de acidos
nucleicos. *? En las células, este metal se une a la metalotioneina, proteina que contiene 26
grupos sulfidrilos libres por molécula, debido a la gran proporcién de residuos de cisteina.

Las metalotioninas son las proteinas de baja masa molecular, ricas en cisteina y responsables
del transporte de metales, ya sean esenciales o no. Un aumento en la concentracion de estas
se debe a un incremento en los niveles de contaminantes, como se ha demostrado en
ambientes naturales. **'* De la misma manera, es importante mencionar que el Pb se
distribuye de acuerdo a un modelo toxicocinético de 3 compartimentos. La sangre y los tejidos
suaves representan los compartimentos activos, mientras que los huesos representan el
compartimiento de almacenamiento. La vida media bioldgica de dicho metal es muy dificil de
estimar, pero se ha observado que en eritrocitos es de 35 dias; en tejidos suaves, tales como:
riflones, higado y tejido nervioso, de 40 dias y en los huesos de 20 a 30 afios. *?

La tabla 2 indic6é que cuando los metales estan disueltos en el agua, asi como en forma
biodisponible, muestran con claridad los efectos de bioacumulacion y bioconcentracion. *° Estos
resultados pudieran explicar las concentraciones elevadas de ambos elementos determinados
en el tejido branquial de esta especie, pero que habita en condiciones naturales de
contaminacion del rio San Juan. ?

Finalmente, los resultados obtenidos mostraron sensibilidad en la respuesta del contenido de
proteinas totales, asi como alta capacidad bioacumulativa para ambos metales estudiados.
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