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RESPUESTAS INMUNOLÓGICAS Y DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

EN LA OSTRA PERLA Pinctada imbricata (MOLLUSCA: PTERIDAE)

EXPUESTA A NIVELES SUBLETALES DE FUEL OIL Nº6

Osmar Nusetti, Leida Marcano, Edgar Zapata, Mercedes Esclapés,
Sonia Nusetti y César Lodeiros

Introducción

El combustible residual de la
refinación del petróleo crudo
pesado, conocido como Fuel Oil
Nº6 es ampliamente comerciali-
zado para utilizarse especial-
mente en calderas, motores de

navegación y plantas generado-
ras de energía eléctrica. El
transporte marítimo asociado a
la actividad comercial de este
producto representa un riesgo de
contaminación química para los
océanos y ecosistemas costeros,
debido a posibles derrames o

disposición inadecuada. Los
componentes químicos incluyen,
sulfuros, asfaltenos, resinas aro-
máticas, hidrocarburos aromáti-
cos policíclicos y metales pesa-
dos (Miller, 1996; Irwin et al.,
1997), los que al ser liberados
en el ambiente acuático pueden
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distribuirse en los distintos nive-
les de la columna de agua y del
sedimento, así como en la biota.
En consecuencia pueden produ-
cir efectos adversos agudos o
crónicos sobre la capacidad de
sobrevivencia de las especies en
los hábitats impactados.
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de glándula digestiva y manto. En la glándula digestiva, la exposi-
ción a FSA incrementó significativamente las actividades de GST y
CAT. En el manto se produjo un aumento en la actividad de GPx y
un descenso en las actividades de GST y GR, mientras que CAT no
fue afectada. A excepción de la viabilidad celular a la exposición
de 100% FSA, los indicadores inmunológicos no fueron afectados
por el contaminante. Los resultados muestran la sensibilidad de las
enzimas antioxidantes de la glándula digestiva y manto a la exposi-
ción subletal aguda de Fuel Oil Nº6, sugiriendo un incremento en
el flujo de oxiradicales y posibles manifestaciones bioquímicas per-
judiciales asociadas con estrés oxidativo en ambos tejidos. Estos
parámetros pueden ser utilizados como herramientas potenciales
para el estudio de toxicidad de contaminantes en el medio marino.

RESUMEN

Se evaluó las respuestas inmunológicas y de sistemas enzimá-
ticos antioxidantes que participan en el control de toxicidad de
oxidoradicales en la ostra perla Pinctada imbricata, después de la
exposición aguda (7d) a 25 y 100% de la fracción soluble de Fuel
Oil Nº6 (FSA), una fuente de hidrocarburos poliaromáticos y de
metales pesados en ecosistemas marinos. La actividad de lisozimas
en la glándula digestiva y la fagocitosis en los hemocitos fueron de-
terminadas como respuestas inmunológicas humoral y celular, res-
pectivamente, usando levaduras muertas por calor como antígeno
para el ensayo de la fagocitosis. La viabilidad y número total de
hemocitos también fueron determinados. Las enzimas antioxidantes
glutationa transferasa (GST), glutationa reductasa (GR), glutationa
peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) fueron evaluadas en extractos
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La exposición a concentracio-
nes subletales de los constitu-
yentes del Fuel Oil Nº6 está re-
lacionada con el desarrollo de
patologías asociadas con
disfunción del sistema inmuno-
lógico y estrés oxidativo (alta
incidencia de enfermedades in-
fecciosas, cáncer, mutagénesis,
aterogénesis) en una variedad de
especies acuáticas. La transfor-
mación metabólica de contami-
nantes tales como hidrocarburos
aromáticos y metales pesados,
promueve el incremento en la
generación de radicales libres, lo
que tiene un papel en la apari-
ción de patologías relacionadas
con el estrés oxidativo y altera-
ciones de las defensas inmunoló-
gicas (Klein et al., 1991; Di Giu-
lio et al., 1995; Anderson et al.,
1999; Pipe et al., 1999; Fisher et
al., 2000; Livingstone, 2001).

Los niveles fisiológicos de ra-
dicales libres son mantenidos
por defensas antioxidantes no
enzimáticas (glutationa reducida,
vitaminas A, C y E) y enzimáti-
cas (superóxido dismutasa, cata-
lasa, glutationa peroxidasa, glu-
tationa reductasa y glutationa
transferasa). Un aumento en la

producción de radicales libres
pueden generar una condición
de estrés oxidativo que demanda
respuestas compensatorias an-
tioxidantes (Di Giulio et al.,
1995). Este ajuste funcional es
particularmente importante en el
control de la toxicidad de pro-
ductos contaminantes pro-
oxidantes.

Se han descrito alteraciones
de las respuestas inmunológicas
y de las actividades de las enzi-
mas antioxidantes en diversas
especies de bivalvos expuestos a
una variedad de xenobióticos
(Regoli y Principato, 1995; La-
brot et al., 1996; Regoli et al.,
1998; Anderson et al., 1999;
Cannesi et al., 1999; Pipe et al.,
1999; Regoli, 2000). Sin embar-
go, estos aspectos no han sido
suficientemente documentados
en especies caribeñas, especial-
mente impactadas por mezclas
complejas de productos refina-
dos del petróleo.

El objetivo del presente estu-
dio fue evaluar efectos tóxicos
agudos de una fracción soluble
acuosa de Fuel Oil Nº6 sobre
las defensas inmunológicas y
antioxidantes del bivalvo P. im-

bricata. Los bivalvos han sido
reconocidos como buenos indi-
cadores de contaminación, ya
que sus cambios fisiológicos y
bioquímicos pueden reflejar im-
pactos biológicos de sustancias
en el medio ambiente marino.
La ostra perla P. imbricata se
utilizó como organismo modelo
por ser ampliamente distribuido
en el Atlántico occidental, desde
Carolina del Norte hasta Brasil
(Lodeiros et al., 1999), su fácil
recolección en el campo y man-
tenimiento en el laboratorio. Por
su abundancia en las zonas
costeras de Venezuela, dicha es-
pecie representa un recurso bio-
lógico útil para estudios de eva-
luación de contaminación de la
región y el Caribe, dada la im-
portante actividad industrial pe-
trolera regional que implica ries-
gos potenciales de impactos ad-
versos en los ecosistemas mari-
nos.

Se determinaron las activida-
des de enzimas antioxidantes en
la glándula digestiva y el manto.
Alteraciones de estos sistemas
enzimáticos permiten predecir
cambios en la condición fisioló-
gica del organismo debido a la

integración funcional de estos
tejidos en su metabolismo ener-
gético. Las respuestas inmunoló-
gicas evaluadas fueron la activi-
dad fagocítica de los hemocitos
y la lisozima de la glándula di-
gestiva, las cuales representan
defensas de primera línea frente
a agentes infecciosos en inverte-
brados (Cooper, 1976; Goven et
al., 1994; Anderson et al., 1999;
Pipe et al., 1999). Las respues-
tas del sistema de defensa in-
munológico innato (fagocitosis y
lisozima) permiten alertar tem-
pranamente sobre riesgos de
inmunotoxicidad de xenobió-
ticos en distintas especies, por
ser parámetros fisiológicos filo-
genéticamente conservados
(Goven et al., 1994; Nusetti et
al., 1998, 2001).

Materiales y Métodos

Ejemplares de talla promedio
entre 50 y 60mm fueron captu-
rados en la zona costera del
Golfo de Cariaco (Cumaná, Ve-
nezuela) y mantenidos durante
una semana en acuarios con
agua de mar natural (salinidad
36 ±1º/oo; pH 7,6 ±0,2; a 25

posição a FSA incrementou significativamente as atividades de GST e
CAT. No manto se produziu um aumento na atividade de GPx e um
descenso nas atividades de GST e GR, enquanto que CAT não foi
afetada. A exceção da viabilidade celular à exposição de 100% FSA,
os indicadores imunológicos não foram afetados pelo contaminante.
Os resultados mostram a sensibilidade das enzimas antioxidantes da
glândula digestiva e manto à exposição subletal aguda de Fuel Oil
Nº6, sugerindo um aumento no fluxo de oxiradicais e possíveis mani-
festações bioquímicas prejudiciais associadas com estresse oxidativo
em ambos tecidos. Estes parâmetros podem ser utilizados como ferra-
mentas potenciais para o estudo de toxicidade de contaminantes no
meio marinho.

RESUMO

Avaliou-se as respostas imunológicas e de sistemas enzimáticos
antioxidantes que participam no controle de toxicidade de oxido radi-
cais na ostra pérola Pinctada imbricata, depois da exposição aguda
(7d) a 25 e 100% da fracção solúvel de Fuel Oil Nº6 (FSA), uma
fonte de hidrocarburos poli-aromáticos e de metais pesados em ecos-
sistemas marinhos. A atividade de lisozimas na glândula digestiva e a
fagocitosis nos hemocitos foram determinadas como respostas imuno-
lógicas humoral e celular, respectivamente, usando leveduras mortas
por calor como antígeno para o ensaio da fagocitosis. A viabilidade
e número total de hemocitos também foram determinados. As enzimas
antioxidantes glutationa transferasa (GST), glutationa reductasa (GR),
glutationa peroxidasa (GPx) e catalasa (CAT) foram avaliadas em
extratos de glândula digestiva e manto. Na glândula digestiva, a ex-

SUMMARY

The immune and antioxidant enzyme defenses in pearl oyster
Pinctada imbricata were evaluated after shot-term (7d) exposure to 25
and 100% water-soluble fraction (WSF) of Fuel Oil Nº6, a source of
polyaromatic hydrocarbon and heavy metal contamination of marine
ecosystems. Lysozyme activity in the digestive gland and the phago-
cytic activity of hemocytes were measured as humoral and cellular
immunological responses, respectively, using heat killed yeast cells as
antigen for the phagocytosis assay. The viability and total number of
hemocytes were recorded. The detoxifying enzymes Glutathione-S-
transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reduc-
tase (GR) and catalase (CAT) were evaluated from the digestive
gland and mantle extracts. In the digestive gland the exposure to

WSF treatments resulted in significant increases of GST and CAT. In
the mantle, both experimental treatments increased GPx and de-
creased GST activity, while CAT was not affected. Immunological in-
dicators were not affected by the treatments, excepting cellular viabil-
ity which decreased under exposure to 100% WSF. The results sug-
gest that the antioxidant enzymes in the digestive gland and mantle of
P. imbricata are sensitive to short-term exposure to Fuel Oil Nº6, sug-
gesting an increased oxiradical flux and biochemical manifestations of
oxidative injury in both tissues. These parameters should be consid-
ered as potential tools for the biomonitoring of marine environmental
contamination.
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±1ºC), con aireación constante y
alimentados con las microalgas
Tetraselmis chuii y Chaetoceros
gracilis a una razón de 16000 y
200000cel/ml de concentración
en el acuario, respectivamente,
una vez diaria, siendo el agua
de los acuarios visualmente
trasparente después de las 6h
del suministro alimenticio, indi-
cativo de eliminación del ali-
mento. Los acuarios, de 6l, (3
réplicas por tratamiento) se cu-
brieron con una tapa de vidrio
para minimizar la evaporación
del agua de mar. Para los ensa-
yos de toxicidad se colocaron
12 individuos por acuario, con-
teniendo concentraciones nomi-
nales de 25 y 100% de una
fracción acuosa de Fuel Oil Nº6
(FSA), simulando un escenario
de vertido de corta permanencia
en un hábitat costero, en fun-
ción de examinar la sensibilidad
del organismo a contaminantes
potenciales. Un grupo control se
mantuvo en agua de mar sin el
contaminante. Durante el perío-
do experimental los organismos
fueron alimentados con la mez-
cla de microalgas indicada arri-
ba. La fracción concentrada de
FSA fue preparada mezclando
1g de Fuel Oil Nº6 con 1l de
agua de mar filtrada (0,45µm).
Esta mezcla se agitó durante
5min y luego de un período de
reposo de 20min se separó la
capa acuosa, a partir de la cual
se preparó la concentración de
25%. Durante el bioensayo de
toxicidad se hicieron recambios
del agua y contaminante cada
tres días, para minimizar efectos
tóxicos de los productos de de-
secho metabólico. Finalizado los
tratamientos con FSA, se mues-
trearon 6 organismos para los
ensayos inmunológicos y los
análisis de las enzimas antioxi-
dantes, respectivamente.

La hemolinfa fue extraída por
punción directa al seno venoso
con una jeringa hipodérmica de
3ml con aguja calibre 20 para
evaluar el número total de he-
mocitos, viabilidad celular y
fagocitosis. Los hemocitos fue-
ron obtenidos por centrifugación
y el precipitado celular se resus-
pendió en 1ml de agua de mar
estéril-EDTA 0,01mM, pH 7,8.
La actividad fagocítica fue de-
terminada de acuerdo al proto-
colo descrito por Nusetti et al.
(1998), utilizando levadura
inactivada por calor (50mg/ml
en agua de mar estéril) como
antígeno.

La actividad de la lisozima
fue evaluada en extractos de la
glándula digestiva. Se preparó
un homogeneizado del tejido al
20% (p/v) en buffer KH2PO4

100mM, pH 6,2; seguido de
centrifugación a 1000g por
10min, 25ºC. Alícuotas de 40ml
del sobrenadante se sembraron
en lisoplacas de agarosa 1%,
conteniendo Micrococcus ly-
sodeikticus 0,06% como sustrato
(McHenery et al., 1979; Mar-
cano et al., 1997). Después de
24h de incubación de las liso-
placas a temperatura ambiente,
se midieron los diámetros de los
halos de lisis. La actividad de la
lisozima se determinó utilizando
una curva de calibración con un
rango de concentraciones de
0,25 a 32µg/ml, preparada con
lisozima estándar de clara de
huevo de gallina (5mg/ml en
buffer fosfato 100mM, pH 6,2;
HEL, Sigma Chemical), apli-
cando un modelo de regresión
lineal. La actividad enzimática
se expresó como unidad equiva-
lente de la lisozima estándar en
µgHEL/ml, según la ecuación
µgHEL/ml = antilog10 [a+b (diá-
metro en mm)], y posteriormen-
te transformados a µgHEL/g te-

jido húmedo, siguiendo las indi-
caciones en Marcano et al.
(1997).

Para los ensayos de las enzi-
mas antioxidantes glutationa
transferasa (GST, EC 2.5.1.18),
catalasa (CAT, EC 1.11.1.6),
glutationa peroxidasa (GPx, EC
1.11.1.9) y glutationa reductasa
(GR, EC 1.11.1.9) se emplearon
extractos de la glándula digesti-
va y el manto. Inmediatamente
después de los tratamientos ex-
perimentales, se extrajo el man-
to y la glándula digestiva, segui-
do de congelación en N2 líquido
y almacenamiento a -70ºC du-
rante 10–20 días, antes de rea-
lizarse los ensayos enzimáticos.
Los tejidos fueron homogenei-
zados (10% p/v) a 4ºC con un
homogeneizador Potter Elveh-
jem, en una solución conte-
niendo sucrosa 0,5mM, EDTA-
Na2 1mM, ditiotreitol 1mM,
KCl 0,15mM, ácido fenil metil
sulfónico (PMSF) 0,2mM,
tamponado a pH 7,4 con Tris-
HCl 20mM. Los homogeneiza-
dos fueron centrifugados a 5000
y 12000g a 4ºC por 20min en
una centrífuga Sorval RC2-B.
Se tomaron los sobrenadantes
como fuente de enzimas y las
actividades fueron medidas en
un espectrofotómetro Perkin-
Elmer UV/VIS Lambda 2S ba-
sado en su programa cinético-
Lambda 2. Las actividades
máximas de CAT, GR y GPx
fueron determinadas de acuerdo
a los procedimientos descritos
por Nusetti et al. (2001). Así,
CAT fue monitoreada siguiendo
el desdoblamiento de H2O2

75mM a 340nm (coeficiente de
extinción: 40M-1·cm-1) en buffer
fosfato de potasio 50mM, pH
7,0. GR fue medida a 340nm
siguiendo la oxidación de
NADPH (coeficiente de extin-
ción: 6,2mM-1·cm-1) por glutatio-

na oxidada (GS-SG) 1,2mM en
buffer fosfato de potasio
100mM, pH 7,5. GPx fue deter-
minada siguiendo la oxidación
de NADPH 0,19mM por GS-
SG acoplada a la reacción auxi-
liar de GR 2U/ml (Sigma
Chemical, Levadura Beaker
Tipo III), usando H2O2 2mM
como sustrato, GSH 7,0mM y
NaN3 1mM como inhibidor de
CAT en buffer fosfato 100mM,
pH 7,4. La actividad de GST
fue determinada con 1-cloro-2-
4-dinitro benceno (CDNB)
1mM y GSH 1mM, siguiendo
la formación del complejo dini-
trofenil-glutationa (coeficiente
de extinción: 9,6mM-1·cm-1) a
340nm en buffer fosfato de
potasio 100mM, pH 6,5. Las
actividades fueron expresadas en
unidades por gramo de masa
húmeda (U/g masa húmeda). En
ensayos preliminares se encon-
tró que el periodo de congela-
ción de los tejidos no afectó las
actividades de las enzimas.

Los resultados fueron analiza-
dos estadísticamente utilizando
ANOVA de una vía y la prueba
de Duncan para determinar dife-
rencias significativas (p=0,05)
entre tratamientos (control, ex-
posición 25 y 100% del conta-
minante) cuando existieron dife-
rencias significativas en el
ANOVA (p<0,05) en un tejido.
Algunas variables (GST en el
manto, glándula disgestiva, CAT
en el manto y número total de
hemocitos) fueron transformadas
en log10 para normalizar sus dis-
tribuciones, siguiendo las reco-
mendaciones en Zar (1984).

Resultados y Discusión

Al final del experimento no
se encontraron organismos
muertos, reafirmando el carácter
subletal de las concentraciones

TABLA I
ACTIVIDADES* DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

DE LA GLÁNDULA DIGESTIVA DE P. imbricata

Enzimas Controles 25% 100%

GST 31,43±4,43a 93,54±26,69b 65,07±34,62b
GPx 37,84±4,66 37,69 ±6,15 35,52 ±3,80
GR 0,37±0,13 0,58 ±0,19 0,44 ±0,14
CAT 0,53±0,16a 0,81 ±0,17b 0,74 ±0,12b

* U/g masa húmeda. Controles y expuestos a 25 y 100% FSA de Fuel Oil
Nº6. Los resultados se expresan como X–  ±SD (n=6).
Tratamientos sin letras son significativamente iguales (ANOVA p>0,05). Letras
iguales indican tratamientos significativamente iguales (Duncan p>0,05).

TABLA II
ACTIVIDADES* DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

DEL MANTO DE P. imbricata

Enzimas Controles 25% 100%

GST 0,39 ±0,19a 0,15 ±0,05b 0,14 ±0,04b
GPx 55,82 ±2,32a 86,08±19,05b 75,5 ±13,93b
GR 0,53 ±0,07a 0,34 ±0,10b 0,40 ±0,04b
CAT 0,058±0,01 0,042±0,013 0,052±0,02

* U/g masa húmeda. Controles y expuestos a 25 y 100% FSA de Fuel Oil
Nº6. Los resultados se expresan como X–  ±SD (n=6).
Tratamientos sin letras son significativamente iguales (ANOVA p>0,05). Letras
iguales indican tratamientos significativamente iguales (Duncan p>0,05).
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de FSA utilizadas. Las medicio-
nes de las actividades enzimáti-
cas antioxidantes evidenciaron
distintas respuestas de estrés
oxidativo entre la glándula di-
gestiva y el manto de los orga-
nismos sujetos a la exposición
de la mezcla contaminante (Ta-
blas I, II). Ambos tejidos exhi-
bieron niveles constitutivos de
glutationa-S-transferasa (GST),
sugiriendo una mayor importan-
cia en la glándula digestiva,
donde aumentó su actividad por
efectos de la contaminación ex-
perimental (p<0,01). El aumento
de GST en la glándula digestiva
por la exposición a FSA es in-
dicativo de la actividad de este
órgano en los procesos de
bioacumulación y depuración de
los compuestos contaminantes.
La GST cataliza la conjugación
de una variedad de productos
electrofílicos, incluyendo espe-
cies reactivas derivadas del me-
tabolismo de xenobióticos orgá-
nicos con glutationa reducida y
los transforma en sustancias
hidrosolubles de fácil excreción
(Di Giulio et al., 1995). Ade-
más, existen evidencias que su-
gieren la participación de la en-
zima en el transporte intracelu-
lar de compuestos lipofílicos
endógenos y exógenos (xe-
nobióticos) hacia la membrana
microsomal para su biotransfor-
mación primaria por el sistema
de monoxigenasa de citocromo
P450 (Di Giulio et al., 1995).

Las actividades de la catalasa
(CAT) aumentaron significativa-
mente (p<0,05) en la glándula
digestiva de los organismos con-
taminados con FSA, sugiriendo
una repuesta de defensa contra
el desarrollo de un estado de
estrés oxidativo, presumiblemen-
te asociado con una excesiva
producción de peróxido de hi-
drógeno (H2O2) y oxiradicales
(O2

-, -OH, alcoxiradicales, pero-
xiradicales, etc.), derivados de la
biotransformación de xenobió-
ticos (Di Giulio et al., 1989, Li-
vingstone, 2001). La glándula
digestiva en bivalvos concentra
niveles elevados de sustancias
orgánicas e inorgánicas, cuya
biotransformación resulta en un
incremento en la generación de
radicales libres, acentuando el
riesgo de peroxidación lipídica y
cambios estructurales en las
proteínas y ácidos nucleicos si

no emerge una repuesta adecua-
da antioxidante (Viarengo et al.,
1990; Winston y Di Giulio,
1991; Porte et al., 1991; Di
Guilio et al., 1995). Por lo tan-
to, es factible que el aumento
de las actividades de las enzi-
mas antioxidantes en la glándu-
la digestiva de los organismos
contaminados con FSA esté
asociado con la activación de
procesos celulares de control de
la toxicidad de radicales libres.
La CAT descompone el H2O2

en H2O y O2, limitando así la
producción celular de -OH por
reacciones cíclicas redox; la glu-
tationa reductasa genera gluta-
tiona reducida para su utiliza-
ción en diversas reacciones an-
tioxidantes, tales como la conju-
gación con radicales libres,
agente reductor de peróxidos
orgánicos y H2O2 a través de la
actividad de GPx, y cofactor de
GST (Fridovich, 1998, Living-
stone, 2001).

La exposición a 100% de
FSA aumentó las actividades
de CAT y GST en la glándula
digestiva (p<0,05), alcanzando
niveles no mayores a las obser-
vadas a 25% de FSA, aunque
significativamente iguales
(p>0,05). Las actividades de
GR y GPx permanecieron simi-
lares a las del grupo control
(p>0,05). Presumiblemente, las
respuestas similares de CAT y
GST a la exposición de 25 y
100% de FSA, es una manifes-
tación de efectos tóxicos a la
mayor concentración del conta-
minante sobre los procesos me-
tabólicos que determinan la ca-
pacidad de expresión de las pro-
teínas (catalítica o biosíntesis).
Alternativamente, las enzimas
pudieron responder adap-
tativamente ante la situación de
estrés oxidativo, alcanzando un
nivel umbral, y se activaron
otras reacciones antioxidantes, o
rutas de depuración capaces de

controlar la toxicidad de la alta
dosis de FSA. El desarrollo de
resistencia a elevadas concentra-
ciones de mezclas complejas de
xenobióticos ha sido demostrado
en vertebrados e invertebrados
marinos, incluyendo bivalvos
(Bard, 2000). Cajaraville et al.
(1998) describió variaciones de
CAT similares a las observadas
en el presente estudio, en la
glándula digestiva del mejillón
Mytilus galloprovicialis expuesto
durante un breve período (horas)
a distintas concentraciones de
una fracción acuosa de petróleo.

En el manto, los niveles basa-
les de GST y CAT son aproxi-
madamente 100 veces menores
que en la glándula digestiva
(Tabla II); la primera fue
inhibida por la exposición a la
FSA (p<0,05) mientras que
CAT no fue afectada. Aparente-
mente, GST es sensible a la ac-
ción tóxica de FSA y no des-
empeña una función importante
en el metabolismo de xe-
nobióticos orgánicos. Posible-
mente GST participa en el con-
trol de los niveles fisiológicos
de moléculas orgánicas endóge-
nas potencialmente tóxicas (Di
Giulio et al., 1995). En conse-
cuencia, su inhibición represen-
taría un riesgo de efectos perju-
diciales sobre las funciones del
tejido. Por otra parte, los niveles
constitutivos de GPx fueron ele-
vados en comparación con los
de la glándula digestiva, lo cual
podría desempeñar una función
importante en el control de la
producción de peróxidos en el
tejido, evidenciado además por
el incremento significativo de su
actividad en respuesta a los tra-
tamientos con 25 y 100% de
FSA (p<0,01). La magnitud de
este cambio fue similar en las
dos condiciones experimentales,
sugiriendo una posible estabili-
zación o inhibición de la re-
puesta de la enzima a 100% de

FSA. No obstante, la función
antioxidante de GPx podría ser
limitada por la disminución sig-
nificativa de la actividad de la
enzima GR (p<0,05), lo cual
podría tener implicaciones tóxi-
cas para el tejido.

La modulación del sistema
inmunológico por agentes conta-
minantes ha sido descrito en
una variedad de invertebrados
acuáticos, incluyendo moluscos
bivalvos (Pipe et al., 1999,
Livingstong et al. 2000). Por lo
general la exposición crónica a
sustancias orgánicas (hidrocarbu-
ros arómaticos, pesticidas,
bifenilos policlorados, entre
otros) ejercen efectos negativos
sobre la actividad fagocítica de
los hemocitos (Fournier et al.,
2000). Sin embargo, esta ten-
dencia de disfunción inmunoló-
gica no es una constante en
condiciones agudas; puede ocu-
rrir estimulación o inhibición de
la fagocitosis. La respuesta
bacteriolítica de lisozimas como
biomarcadores en inmunoensa-
yos de biotoxicidad de xenobio-
ticos no ha sido ampliamente
examinada en moluscos. No
obstante, Pipe et al. (1999) evi-
denció efectos tóxicos agudos
del Cu sobre la actividad de la
enzima en mejillones. En todo
caso, el proceso de contamina-
ción es el elemento estresor
principal asociado a los cambios
en el sistema interno de defensa,
que son manifestaciones de
efectos de toxicidad capaces de
incidir negativamente en la con-
dición de salud del organismo.
La supresión de la actividad
fagocítica de los hemocitos au-
menta el riesgo de infección; la
estimulación de la fagocitosis es
energéticamente costosa en de-
trimento de las funciones fisio-
lógicas básicas.

En contraste a los resultados
de los análisis enzimáticos, los
ensayos citológicos e inmunoló-

TABLA III
PARÁMETROS INMUNOLÓGICOS EN LA HEMOLINFA DE P. imbricata

Parámetros Controles 25% 100%

Viabilidad (%) 91,4  ±6,5a 94,5  ±2,7a 85,0  ±4,3b
Recuento (cel/mL) 9,2x105 ±3,7x105 6,94x105 ±1,6x105 8,6x105 ±4,3 x105

Fagocitosis (%) 17,7  ±4,9 15,3  ±2,8 16,8  ±2,9
Lisozima (mg/g.t.h) 66,0±12,7 50,0±15,6 46,4±16,4

Controles y expuestos a 25 y 100% FSA de Fuel Oil Nº6. Los resultados se expresan como X
–
   ±SD (n=6).

Tratamientos sin letras son significativamente iguales (ANOVA p>0,05). Letras iguales indican tratamientos significa-
tivamente iguales (Duncan p>0,05).
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gicos no revelaron alteraciones
estadísticamente significativas
(p>0,05) en las primeras líneas
de defensa contra agentes mi-
crobianos en los bivalvos ex-
puestos a la FSA de Fuel Oil
Nº6 (Tabla III). Básicamente la
capacidad fagocítica de los he-
mocitos y la actividad lítica mi-
crobiana de la lisozima en la
glándula digestiva no fueron ad-
versamente comprometidos du-
rante el proceso de contamina-
ción subletal. Probablemente, la
condición de estrés manifestado
en el organismo durante la ex-
posición aguda a FSA no tuvo
mayores implicaciones en la ca-
pacidad de respuestas inmunoló-
gicas asociadas con el potencial
fogocítico de los hemocitos y la
actividad bacteriolítica de la
lisozima, a pesar que el organis-
mo desarrolló un estado de
estrés oxidativo que en ciertos
casos se corresponde con efec-
tos inmunotóxicos (Anderson et
al., 1999). Solamente la viabili-
dad disminuyó significativamen-
te en la exposicion del 100%
FSA de Fuel Oil Nº6, alcanzan-
do un 85%, lo cual muestra cier-
to grado de estrés, aunque sin
mayores repercusiones sobre la
sobrevivencia del organismo en
el transcurso del experimento.

Existen evidencias de un in-
cremento de la enzima catalasa
en bivalvos marinos expuestos a
una variedad de xenobióticos
orgánicos, siendo la respuesta
enzimática rápida, en horas o en
pocos días, lo que implicaría un
ensayo agudo (Cajaraville et al.
1998). En adición, esta tenden-
cia de la enzima fue mantenida
por tres meses en Mytilus edu-
lis, expuestos a altas concentra-
ciones de petróleo crudo (Living-
stone et al., 1990). En concor-
dancia con estos resultados es
posible sugerir que los cambios
de las actividades enzimáticas, en
los tejidos de P. imbricata ex-
puestos a la fracción acuosa de
hidrocarburos reflejan alteracio-
nes biológicas asociadas con el
metabolismo de los componen-
tes de la mezcla contaminante
asociada con una generación de
radicales libres, que podrían te-
ner efectos negativos en corto
término sobre el organismo.

Por otra parte es posible con-
cluir que las respuestas inmuno-
lógicas innatas, actividad fago-

cítica de los hemocitos y la acti-
vidad lítica de la lisozima en la
glándula digestiva de P. imbrica-
ta, no fueron sensibles a la ex-
posición aguda de la mezcla
de FSA, lo cual limita su uso
como biomarcadores en el diag-
nóstico de efectos inmunosupre-
sores por la exposición aguda
de mezclas complejas de hidro-
carburos. En virtud de que P.
imbricata es abundante y am-
pliamente distribuida en las cos-
tas caribeñas podría ser conside-
rada como una especie bioindi-
cadora apropiada para investiga-
ciones de contaminación am-
biental a corto y largo plazo,
principalmente en regiones con
abundante actividad industrial
petrolera. En este sentido, el es-
tudio sugiere continuidad en la
investigación de P. imbricata
como organismo bioindicador,
donde las investigaciones deben
ser centradas en observar los
efectos de un contaminante de
forma continua y observar res-
puestas en el medio natural.
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