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Resumen: El mejillén verde Perna viridis tiene la capacidad
de fluctuar entre el metabolismo aerdbico y anaerdbico para
adaptarse al entorno y de bioacumular xenobidticos, por lo
que es usado como biosensor ambiental. Su respuesta fisiolégica
ante cambios de factores abidticos asociada a ambientes
contaminados ha sido pobremente estudiada. Aqui, se evalto
el metabolismo aerdbico y anaerdbico en musculo, manto,
branquias de P. viridis pre-expuesto a dosis subletales de la
fraccién hidrosoluble de aceite usado de motor de vehiculo
(FHAUMY). Ejemplares juveniles (2,5 a 4,0 cm) fueron pre-
expuestos (7 dias) a 1 % y 5 % de FHAUMYV, seguido por
un periodo de anoxia (48 horas) y recuperacién norméxica
(72 h). Los niveles de malondialdehido (MDA), glutatién-
S-transferasa (GST), piruvato kinasa (PK), fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPKC) y citocromo-C-oxidasa (CCO) fueron
medidos en cada tejido, como indicadores de estrés oxidativo
y alteracion del metabolismo celular energético. Se obtuvo que
FHAUMYV incrementé el dafo per-oxidativo de membrana
y afecté negativamente la actividad de cada enzima, variando
la respuesta de cada tejido segun sus funciones fisioldgicas;
no siendo asi para la GST, que posee gran variacién en su
funcionalidad. FHAUMYV es potencialmente tdxica sobre el
sistema bioldgico que determina la tolerancia de P. viridis
a la anoxia y recuperacién en normoxia, disminuyendo su
sobrevivencia y causando su muerte.

Palabras clave: Molusco, Bivalvo, Anoxia, Bio-transformacién,
Glucdlisis.

Abstract: The green mussel Perna viridis, has the ability to
fluctuate between the aerobic and anaerobic metabolism to
adapt to the environment; and bioacumular xenobiotics, by what
is used as a pollution biosensor. Its physiological response to
changes in abiotic factors associated with polluted environments
has been studied little. By what was evaluated the acrobic and
anaerobic metabolism in muscle, mantle, gills of P. wiridis,
pre-exposure sublethal doses of water soluble fraction of used
vehicle engine oil (FHAUMY). Juveniles (2,5 - 4 cm), were
pre-exposure (7days) to 1 %-5 % of FHAUMYV, followed
by a period of anoxia (48 hours) and recovery in normoxia

(72 h). The levels of malondialdehyde (MDA), glutathione S-
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transferase (GST), pyruvate kinase (PK), phosphoenolpyruvate
carboxikinasa (PEPKC) and cytochrome C oxidase (CCO)
were measured in each tissue, as indicators of oxidative stress
and cellular energetic metabolism alteration. As results were
obtained FHAUMYV increased the peroxidative damage of
membrane and negatively affected the activity of all enzymes,
by varying the response of each tissue according to their
physiological functions; not so for the GST, enzyme that has
great variation in their functional specificity. The FHAUMYV is
potentially toxic on the biological system that determines the
tolerance of P. viridis to anoxia and its recovery in normoxia,
decreasing its survival and causing its death.

Keywords: Mollusk, Bivalve, Anoxia, Biotransformation,
Glycolytic.

INTRODUCCION

El mejillén Perna viridis es un molusco bivalvo que pertenece a la familia Mitilidae y debido a sus caracteres
morfoldgicos, es conocido vulgarmente con el nombre de mejillon verde (Lodeiros et al., 1999). Esta especie,
nativa de la regién del Indo-Pacifico, fue introducida en el Caribe mediante corrientes ocednicas, trafico
maritimo y/o a las actividades humanas, siendo observado por primera vez en Trinidad a mediados del afio
1990 y en las costas venezolanas en el ano 1993, especificamente en el Golfo de Paria, (Agard et al., 1992;
Rylanderetal,, 1996). En Venezuela se ha distribuido en la costa norte de la Peninsula de Araya, y las costas de
laIsla de Margarita (Rylander et al., 1996; Pérez et al., 2007). Las razones que pueden explicar su distribucién
es el desarrollo de una estrategia energética de reproduccién continua (Malave y Prieto, 2005), su amplio
rango de tolerancia a factores abidticos como la temperatura (15,0 - 32,5 °C) y la salinidad (20 - 33 UPS)
(Agard etal., 1992; Rajagopal et al., 2006; Segnini, 2009), asi como la tolerancia a altas concentraciones de
materia orgdnica en suspension (Rajagopal et al., 2006; Acosta, 2008) y a la anoxia en condiciones naturales
(Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007; Nusetti et al., 2010).

En ausencia de O, cesa el bombeo de protones y la reduccién a H.O en el complejo citocromo C oxidasa
(CCO) (Nelson y Cox, 2006), quedando reducida la membrana y limitada produccién de ATP por esta
via, en donde, en condicién de normoxia, se producen 36 ATP.mol! de glucosa. Seguidamente, se genera el
acoplamiento de la ruta glucolitica a la ruta alterna de fosforilacién a nivel del sustrato, para ello el piruvato,
que bajo condicidn hipdxica inicia la formacién de lactato, sufre una transaminacion para formar alanina al
usar un grupo amino transferido desde el aspartato. La desaminacién forma oxalacetato que se reduce para
formar malato, el cual es convertido en fumarato, succinato y 4cido propiénico (Larade y Storey, 2002). Una
vez que el aspartato es totalmente consumido, ocurre un cambio metabdlico en el que se inhibe la enzima
piruvato kinasa (PK), encargada de catalizar la conversién de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato por la via
glucolitica (Dailianis y Kaloyianni, 2004); iniciando asi la formacién directa de oxalacetato a partir de la
PEP por medio de la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), dando continuidad a la sintesis
de succinato. El incremento del succinato permite a la mitocondria permanecer metabdlicamente activa e
intacta hasta que haya O. en el medio e inicie la respiracién. La fermentacién de glucosa a succinato produce
4 ATP-mol™! glucosa, mientras que la produccién final de dcido propionico producen 6 ATP.mol™ glucosa,
comparado con solo 2 ATP.mol™ glucosa cuando se genera lactato directamente del piruvato (De Zwaan y
Wijsman, 1976; Larade y Storey, 2002; Zapata-Vivenes y Nusetti, 2007). Ante los cambios producidos, los
moluscos restringen la utilizacién de ATP y disminuyen la tasa metabélica a menos del 10 % de su actividad
en normoxia (Larade y Storey, 2002; Babarro y De Zwaan, 2008; Nusetti et al., 2010).
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Bajo condiciones andxicas, también se incrementan los niveles de defensa antioxidante en los organismos,
con la finalidad de remover los radicales libres (RL) producidos durante la restitucién de las condiciones
normoxicas del sistema. La perturbacién del balance, por algun contaminante, puede interrumpir el control
del metabolismo celular energético, afectando la sobrevivencia en anoxia y recuperacién en normoxia
(Nusetti et al, 2010; Andreyeva et al, 2022). Cuando la produccién de RL excede la tasa de su
descomposicion por los sistemas antioxidantes, se produce estrés oxidativo, generador del dano del ADN,
dafio de proteinasy de la peroxidacién lipidica (PL), entre otras muchas consecuencias (Maero y Anguiano,
2018).

La PL es un proceso quimico de dafio celular en animales, basado en la oxidacién de los 4cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) que forman los fosfolipidos de las membranas (membrana plasmatica, membrana
celular del reticulo endoplasmatico y la membrana mitocondrial), cuyo producto final es el malondialdehido
(MDA), por medio del cual se cuantifica el deterioro celular (Santillin et al., 1999; Rusdi et al., 2021).

Para evitar la perturbacion del balance, ante la presencia de xenobidticos como los hidrocarburos
aromdticos policiclicos (HAP) y metales pesados, el organismo inicia la transformacion del contaminante
hacia productos de baja toxicidad celular y de ficil excrecion (Sudrez, 1995), mediado por los procesos de
desintoxicacion de las fases I y II y otros sistemas de ciclos redox. En las reacciones de fase I se genera
la biotransformacién de compuestos enddgenos y exdgenos a productos hidrofilicos, mediante reacciones
de oxido-reduccién mediados por la familia de hemoproteinas conocidas como el sistema enzimatico de
la Citocromo P-450. Una vez transformados por las reacciones de fase I, son conjugados con sustratos
enddgenos en las reacciones de fase II, que en el caso de los compuestos electrofilicos derivados de
hidrocarburos es el glutation. Esta conjugacion es catalizada por medio de la enzima glutatiéon-S-transferasa
(GST), resultando en productos hidrosolubles: no téxicos, ionizables y de facil excrecidon (Gold-Bouchot y
Zapata-Pérez, 2004).

Los aceites usados de motores de vehiculos son descargados con frecuencia en sistemas acuaticos. Debido
a que su composicién quimica incluye metales pesados (As, Ba, Cd, Cr, Pb, Zn, otros), solventes clorinados,
bencenos, toluenos e hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) de bajo y alto peso molecular (GESAMP,
1993; Nusetti et al., 2005; Zapata-Vivenes et al., 2020), puede disminuir la calidad de las aguas y afectar los
cultivos y/o bancos naturales de P. viridis.

Basados en que el mejillén verde es una especie de importancia en el comercio y la pesca artesanal
de la region sucrense venezolana presenta localidades con altas concentraciones de aceites lubricantes y/
o HAP (Romero, 2010; Ortiz, 2020), se planteé como objetivo determinar el efecto de pre-exposicion a
concentraciones subletales de la fraccién hidrosoluble de aceite usado de motor de vehiculo (FHAUMYV)
sobre la actividad de enzimas claves del metabolismo aerdbico y anaerébico, y dafio oxidativo, en diferentes
tejidos de P. viridis.

MATERIALES Y METODOS

Acondicionamiento de P. viridis. El estudio fue realizado con ejemplares juveniles (2,5 24,0 cm) de P. viridis
colectados en Guayacan (10°39°08” N, 63°49°44” W), zona norte de la Peninsula de Araya, estado Sucre,
Venezuela.

Los mejillones fueron trasladados en cavas de aislamiento térmico hasta el laboratorio, donde fueron
colocados en acuarios de vidrio (32 L de capacidad), con agua de mar (26,5 °C, 36 %o) y aireacién constante,
durante una semana. En ese tiempo fueron alimentados con la microalga Tetraselmis tetrathele, a una

concentracién de 8.000 cel.mL™, y se cambié el agua cada 48 h.

Preparacién de FHAUMYV. El aceite usado de motor de vehiculo se obtuvo en una estacion de servicio 'y
se mezcld con agua de mar filtrada (filtro millipore 45 micras) en una relacion 1:9 (Cortez-Mago et al., 2007),
para obtener la fraccién hidrosoluble madre.
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Bioensayo de toxicidad. Con el fin de conocer la concentracién de FHAUMYV en la cual sobreviven el 50
% de los organismos expuestos al contaminante, se realizaron pruebas de toxicidad letal media durante 96
horas (LCso— 96 h), usando cinco concentraciones (5, 10,20, 50y 100 %) obtenidas por diluciones a partir de
la fraccién madre (Nusetti et al., 2004). Con base a los resultados obtenidos, se tomaron dos concentraciones
subletales para la pre-exposicion de P. viridis.

Bioensayo de pre-exposicion. Para la pre-exposicion, se dividié a la poblacién en tres grupos: control; 1ra
dosis subletal y 2da dosis subletal, con concentraciones de FHAUMYV del 0 %, 1 % y 5 %, respectivamente.
Cada grupo fue mantenido durante una semana (168 h) con aireacién constante, agua de mar (26,5 °C, 36
%o0), y sin alimento, en acuarios de vidrio de 32 L. El agua se cambié cada 48 h

Sobrevivencia (LTso) bajo anoxia. Al culminar la pre-exposicidn, se tomaron los mejillones necesarios de
cada grupo para realizar un ensayo de LTsg bajo condiciones andxicas, quedando cada grupo por duplicado
con su respectivo control normdxico. Los frascos de 4 L de capacidad contenian agua de mar filtrada que
era cambiada cada 48 h, sin alimento. La observacion de dio por concluida cuando el 85 % de los mejillones
expuestos a la anoxia habian muerto.

Para crear las condiciones de anoxia, el agua fue expuesta a un burbujeo constante con nitrégeno gaseoso
al 100 %, siguiendo las recomendaciones de Babarro y De Zwaan (2008), estos frascos se abrieron una vez
al dia para remover los animales muertos de la forma mas rédpida posible, manteniendo un flujo continuo de
N. para evitar la oxigenacion del agua.

Bioensayo de re-oxigenacion. Los mejillones que restaban en los acuarios de pre-exposicién (control, 1%y
5 %) fueron distribuidos en los frascos de 4 L de capacidad, por triplicado. Los frascos contenfan agua de mar
filtrada en condiciones andxicas. Pasadas 48 h, se extrajo el 50 % de mejillones de cada frasco, obteniendo
los tejidos necesarios para las mediciones de PL y enzimas. El resto de ejemplares de P. viridis, se trasladaron
a frascos con agua de mar filtrada y aireacién constante durante 72 h. Al finalizar el tiempo de recuperacién
en normoxia, se sacrificaron todos los animales, obteniendo los tejidos necesarios para las mediciones antes
dichas. Cada tejido, fue preservado a -70 °C por un tiempo no mayor a dos semanas, en el cual se realizaron
los andlisis.

Del tejido blando se disecto el musculo aductor que se encarga de ejercer presion en el cierre de las valvas,
las branquias que en los bivalvos posee la habilidad de concentrar altos niveles de contaminantes por ser el
principal sitio de ingreso del agua durante la filtracion (Lanning et al.,, 2006), y el manto que recubre todo
el tejido blando del organismo.

Malondihaldehido (MDA). El dafio de membrana se determin siguiendo la metodologia de Livingstone
ctal. (1990), la cual consiste en hacer reaccionar el dcido tiobarbittirico (TBA) con el MDA presente en los
tejidos. La muestra fue afiadida en una mezcla de 4cido tricloroacético 20 % en 4cido clorhidrico 1 Ny TBA
al 1 % en agua. La absorbancia fue leida a una longitud de onda de 532 nm, y la cantidad de MDA formado
fue calculado usando una curva patrén realizada a partir de una solucién de MDA 10 mmol.L, y expresada
en nmol de MDA por gramo de masa humeda.

Ensayos enzimiticos. Para determinar las enzimas GST, PK y PEPCK, cada tejido fue homogeneizado

en una solucién tampén de Imidazol-HCl 50 mmol.L! (pH 7,0) a 25 °C, conteniendo 4cido
etilendiaminotetraacético de sodio (EDTA Na.) 1 mmol.L?, ditiotreitol 1 mmol.L*, KCI 150 mmol.L 'y
acido fenil metil sulfénico (PMSF) 0,2 mmoL. L. Mientras que para la extraccién de CCO se us6 una mezcla
de reaccién que consiste de Imidazol-HCI 75 mmol.L™" (pH 7,2) a 25 °C, MgSO. 3 mmol.L”", EDTA 5
mmol.L™", KCI 150 mmol.L", Triton X-100 al 0,1 % y PMSF 0,1 mmol.L™.

Los homogeneizados se centrifugaron a4000 gpor 15 mina4°Cen el casodela GST,ya 6000 g por 15 min

para las enzimas PK, PEPCK y CCO, obteniendo el sobrenadante a usar como fuente enzimética (Nusetti
ctal,, 2005). La actividad de las enzimas se midié en 1 mL de mezcla de reaccidon con un espectrofotémetro

Lambda 2S UV/VIS Perkin Elmer a 25 °C.
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La GST se determiné midiendo el incremento de la absorbancia a 340 nm (coeficiente de extincién = 9,6
mmol.L"\.cm™), usando glutatién reducido (GSH) 50 mmol.L"y 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) 50
mmol.L"! como sustrato, en buffer fosfato de potasio 100 mmol.L! (pH 7,0) a 25 °C, segun la metodologia
descrita por Keen et al. (1976).

Laactividad de PK se determind de acuerdo con la metodologia de Biicher y Pfleiderer (1955), con algunas
modificaciones. El descenso de la absorbancia a 365 nm fue medido como resultado de la oxidacién de
NADH (coeficiente de extincién 3,4 mmol.L'.cm™), en un ensayo acoplado al sistema enzimatico lactato
deshidrogenasa (LDH). Los reactivos utilizados fueron: buffer imidazol-HCI 50 mmoL.L'(pH 7,0), MgSO.
10 mmol.L?, KCI 100 mmol.L", PEP 250 mmol.L? (omitido en la mezcla de referencia), ADP 12,5

mmol.L"}, NADH 10 mmoL.L™"y LDH (25 U). La reaccién se inicié con una alicuota de extracto enzimatico.
Mientras que la actividad de PEPCK se determiné midiendo el descenso de la absorbancia a 340 nm

como resultado de la oxidacién de NADH (coeficiente de extincién 6,22 mmol.L .cm™), en presencia
de buffer Imidazol-HCI 50 mmol.L™ (pH 7.0), MgCl. 500 mmol.LY, PEP 200 mmol.L!, NADH 7,05
mmol.L}, inosina difosfato 25 mmol.L ™}, malato deshidrogenasa 60 U, NaHCO. 30 mmol.L! (omitido para
el control). La reaccién se inicié con una alicuota de muestra (Nusetti et al., 2010).

Finalmente, la actividad de CCO fue determinada siguiendo la oxidacién del citocromo C reducido a
550 nm (coeficiente de extincién 19,6 mmol.L ™ .cm™), en una mezcla de reaccién conteniendo citocromo C
reducido 0,352 mmol.L" y buffer fosfato 100 mmol.L™* (pH 7,0) a 25 °C (Wharton y Tzagoloff, 1967). El
citocromo C fue reducido con C.H.O. en buffer fosfato 100.mmol.L. La reaccién se inicié con una alicuota

del homogeneizado y se leyé contra un control de citocromo C oxidado con K.Fe (CN). 100.mmol.L™.

Anilisis estadistico. Para la determinaciéon de LCs y LTy, se utilizé el método Trimmed Spearman-
Karber (o0 < 10 %) propuesto por Hamilton et al. (1978), con sus respectivos intervalos de confianza. Para
determinar diferencias significativas entre tratamientos se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis,
a través del software STATGRAPHIC plus 5,1. En aquellos tratamientos donde se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05), se aplicé el andlisis 2 posteriori de las menores diferencias significativas de Fisher
(Test LSD de Fisher). Las diferencias se mostraron mediante el uso de graficas de cajas y bigotes.

RESULTADOS Y DISCUSION

LCsy, La concentracion letal media de la FHAUMYV vy sus limites de confianza al 95 %, usando P. viridis
en agua de mar andxica, fue de 15,33 % (13,16 — 17,86 %) a 96 h de exposicién. Lo que llevé a utilizar la
concentracién del 1 % y 5 % como 1ray 2da dosis subletal, respectivamente.

El mejillén verde P. viridis, fue seriamente impactado por la FHAUMYV en normoxia. Se registré una
mortandad del 50 % de la poblacién en solo 96 h de exposicidn, ante una concentracién de 15.33 %,
concentracién letal similar a la reportada por Nusetti et al. (2005) usando el poliqueto Eurythoe complanata
expuesto al mismo contaminante (LCsy 13,99 %; L.C.: 8 — 20 %). La LCsp indica que la mezcla de
contaminantes es potencialmente tdxica para los juveniles de P. viridis, debido a que su composicion
quimica consta principalmente de HAP y metales pesados. En los organismos adultos de esta especie, el
alto poder tdxico del aceite lubricante, propicia un desequilibrio en la maquinaria energética de la célula,
comprometiendo la sobrevivencia del bivalvo (Cortesta, 2006).

LTso. En la Figura 1 se muestra el efecto que tienen las concentraciones subletales de la FHAUMYV
sobre la tolerancia del mejillon a las condiciones anéxicas. Los mejillones del grupo control, tuvieron una
sobrevivencia del 50 % de la poblacién alos 3,47 d, la cual incrementd a 4,28 d en los mejillones pre-expuestas
a la concentracién del 1 %; caso contrario observado en las pre-expuestas al 5 %, donde la LTy disminuy6
a2,72d.



CiENCIA E INGENIER{A, 2023, voL. 10, NUM. 1, £E8091883, ENERO-JUNIO, ISSN: 2389-9484

En este estudio se obtuvo que en condiciones de anoxia, P. viridis tiene un tiempo de sobrevivencia de
3,47 d, similar a los registrados en los bivalvos Chamelea gallina (2,4 d; De Zwaan et al.,, 2002), Spicula
subtruncata (5,6 d; Babarro y De Zwaan, 2008), Myzilus galloprovincialis (5 d; Babarro et al., 2007), entre
otros; y que esta LT es afectada por la presencia de la FHAUMYV. La exposicién a la dosis del 1 %
del contaminante incrementd el tiempo de sobrevivencia del mejillén, lo que sugiere que la mezcla del
xenobiotico no alcanzé un umbral de toxicidad que afecte los patrones conductuales del organismo (E;.
filtracién y agregacion en colonias), nila capacidad de tolerancia ala anacerobiosis. En relacién a este resultado,
algunos autores senalan que la tolerancia o resistencia a ciertos factores ambientales criticos puede ser
incrementada en organismos expuestos a concentraciones subletales de ciertas sustancias contaminantes,
expresion que caracteriza al fenomeno bioldgico denominado hormesis (Chapman, 1998; Calabrese y
Baldwin, 2002). Consequentemente, es probable que el efecto hormesis se haya manifestado en el mejillon
expuesto al 1 % FHAUMYV, fortaleciendo su sobrevivencia en anoxia. En contraste, la sobrevivencia de los
individuos anoxicos expuesto al 5 % FHAUMYV disminuyé con respecto al control, causado probablemente
por el nivel de toxicidad de esta dosis. Esta toxicidad fue evidenciada en el cambio de conducta de los
juveniles de mejillon durante el periodo de pre-exposicién del contaminante a la dosis del 5 %, al permanecer
disgregados en el fondo del acuario sin una filtracién continua, presentando periodos de apertura y de cierre
de las valvas, presumiblemente para evadir la irrupcion del contaminante.

Figura 1. Tiempo letal 50 (TL50) de la poblacién de P. viridis (LTs) luego de la pre-exposicién a
concentraciones sub-letales de FHAUMYV y su control no pre-expuesto (n = 16).

Malondialdehido (MDA). De los tres tejidos estudiados, el manto presento los niveles més altos de
MDA (260 nmol.g"), seguido por los niveles registrados en branquia (145,19 nmol.g") y masculo (80,35
nmol.g").Los niveles de MDA en el musculo de los mejillones bajo la condicién de anoxia, no mostraron
diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 2A). Bajo condiciones norméxicas, los niveles de MDA
en los organismos expuestos a FHAUMYV, incrementaron significativamente en comparacion con el control
(p < 0,005). El grupo control normdxico, mostré valores significativamente menores a los registrados en
anoxia (p < 0,01). El tejido expuesto al 1 % y 5 %, presenté niveles similares de peroxidacién de membrana
en las dos condiciones de respiracion.

Figura 2. Niveles de MDA en tejidos de P. viridis, expuesto a 48 h de anoxia y 72 h de recuperacion
en normoxia, y pre-expuestos a dosis subletales de FHAUMYV. (*C - 1 - 5 = diferencia significativa entre
los tratamientos; ** diferencia significativa entre condicién de anoxia y normoxia; n=6). A. Misculo.
Tratamiento en anoxia p > 0,05; Tratamiento en normoxia p < 0,005. Condicién control p < 0,01;
Condicién 1%y 5 % p > 0,05. B. Manto. Tratamiento en anoxia p > 0,05; Tratamiento en normoxia p <
0,05. Condicién control y 5 % p > 0,05; Condicién 1 % p < 001. C. Branquia. Tratamiento en anoxia y
normoxia p < 0,01. Condicién controly 5 % p < 0,05; Condicién 1 % p < 0,01.

En el manto (Figura 2B), el dafio de membrana no difiere entre los tratamientos bajo anoxia. Mientras que
en condicién aerébica los niveles de MDA disminuyen en los organismos expuestos al 1 %, en comparacién
con el control (p < 0,05). Los mejillones del control y los expuestos al 5 %, mantienen los niveles de MDA
en las dos condiciones de respiracion. Solo los expuestos a la dosis del 1 %, registraron una disminucién
significativa (p< 0,01) de PL en normoxia, en comparacién con la condicién anéxica.

En condiciones andxicas, los niveles de MDA en las branquias de los mejillones expuestos al xenobidtico
(Figura 2C), disminuyeron junto al incremento de la concentracién de la FHAUMYV, en comparacién con el
control (p < 0,01). En normoxia los niveles de MDA incrementaron con la concentracién del contaminante,
en relacién con el control (p < 0,01). La anoxia promovié un mayor estado de estrés oxidativo en las branquias
del grupo control y del grupo expuesto al 1 % de xenobidtico, en contraste con el grupo normdxico. Por
su parte, la FHAUMYV al 5 % resulté en un incremento de la peroxidacién de membrana en normoxia y
disminucién en anoxia.
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La FHAUMYV que logra ingresa al organismo, inicia un proceso de biotransformacién donde se genera
un incremento de la produccién de RL, y la activacién de defensas antioxidantes como SOD y CAT
(Nusetti et al., 2005; Cortesfa, 2006), las cuales mantienen el estado de oxido-reduccién de la célula
(Hidalgo et al., 2006). No obstante, una alta carga de RL que sobrepase las defensas antioxidantes a
consecuencia de la toxicidad puede originar disfuncién fisioldgica, danos a la membrana (lipoperoxidos,
MAL) u otras alteraciones relacionadas con el estrés oxidativo (Zapata-Vivenes et al., 2020; Rusdi et al.,
2021), comprometiendo la capacidad de tolerancia del organismo ante factores ambientales de estrés.

En este estudio, la toxicidad no incremento la PL en ausencia de O., ya que los juveniles de mejilléon
expuestos al xenobidtico bajo el ambiente anéxico presentaron dano de membrana a niveles similares o
inferiores a los reportados en los controles, siendo la branquia el tejido mds susceptible al dafio oxidativo
(Figura 2). En cambio, durante la transicién de la fase anaerébica a la aerébica, la exposicién a las dosis
subletales del contaminante tuvo efectos diferenciales entre los tejidos, observado en los distintos niveles de
MAL. En el caso de los mejillones norméxicos expuestos al 1 % del xenobidtico, el daio disminuyé en manto
y branquia, y se mantuvo en el musculo, en comparacioén con los niveles reportados en anoxia. Lo que refleja
la tendencia del bivalvo pre-expuesto a esta concentracion, de ajustar su condicién fisioldgica requerida en
condiciones normoxicas, luego desu exposici(')n aanoxia, sin alcanzar una recuperacién total en comparacién
al control. En contraste, la PL aumento durante el periodo de acrobiosis en las branquias pre-expuestas al
5 % FHAUMYV, y fue mantenida en manto y musculo a niveles similares a los reportados en anoxia para
estos dos tltimos tejidos. Dada la importancia que tienen el musculo y branquia en el mantenimiento de
la homeostasis del organismo, es factible que el dafo oxidativo disminuya la posibilidad de recuperacién
en aerobiosis. Probablemente los procesos que estimulan la actividad de los sistemas antioxidantes fueron
afectados en estos tejidos, resultando en la desestabilizacion del estado red6x celular, disparando asi anomalias
agudas o crénicas en orden bioquimico que comprometen la condicién fisioldgica del organismo (Turrens,
2003), afirmando la influencia que causa la FHAUMYV sobre la LTy determinada en este estudio.

Glutation-S-Transferasa (GST). La actividad de GST registrada en musculo bajo anoxia no varié entre
los tratamientos (Figura 3A). En normoxia, solo incrementd en el tejido expuesto al 1 % de la mezcla de
xenobidticos, en comparacion con el control (p < 0,05). La GST fue inhibida en el musculo de los mejillones
expuestos al 5 % FHAUMYV bajo normoxia, en comparacién con la actividad anéxica (p < 0,01). En la Figura
3B, se observa que los niveles de GST en el manto son similares entre los tratamientos con FHAUMYV, y que
no variaron con la condicién de respiracion.

La actividad de GST en branquias, fue la mds alta entre los tejidos estudiados. Bajo respiracién andxica
(Figura 3C), no present6 variacion entre el control y los mejillones expuestos al 1 % del contaminante,
pero disminuy6 en los organismos expuestos al 5 % (p < 0,05). Bajo la condicién norméxica, la actividad
enzimatica disminuye significativamente en el tejido de los mejillones expuestos al 1 % (p < 0,005) y aumenta
en los pre-expuestos al 5 %, en comparacioén con el control. La GST en la branquia de las juveniles del grupo
control y el grupo expuesto al 1 % del xenobidtico, fue baja en normoxia comparada con su actividad en
anoxia (p < 0,05). Mientras que en los organismos expuestos al 5 % la actividad de la enzima incrementd en
normoxia en comparacion a los valores obtenidos bajo la condicién anéxica (p < 0,05).

Figura 3. Actividad de GST en tejidos de P. viridis, expuesto a 48 h de andxia y 72 h de recuperacién
en normoxia, y pre-expuestos a dosis subletales de FHAUMYV. (* C - 1 - 5 = diferencia significativa entre
los tratamientos; ** diferencia significativa entre condicién de anoxia y normoxia; n = 6). A. Musculo.
Tratamiento en anoxia p > 0,05; Tratamiento en normoxia p < 0,05. Condicién control y 1% p > 0,05;
Condiciéon S % p<0,01.C. Branquias.Tratamiento en anoxia p < 0,05; Tratamiento en normoxia p <0,05.
Condicién control y 5 % p < 0,05; Condicién 1 % p < 0,01.

Laactividad de GST bajo condicién de anoxia se mantuvo a niveles basales en todos los tejidos estudiados,
con la excepcidn de la branquia expuesta a la concentracion del 5 % donde disminuyé (Figura 3). Este
resultado sugiere que en anaerobiosis ciertos tejidos mantienen los niveles de GST necesarios para excretar
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metabolitos electrofilicos, posiblemente relacionados con la biotransformaciéon del contaminante, y la
disminucién de su impacto en el dafio de membranas (Zapata-Vivenes et al., 2020). En el proceso de
recuperacion aerdbica los tejidos manifestaron distintos perfiles de la actividad de GST bajo los diferentes
niveles de exposicién a la FHAUMYV. En el musculo la actividad de la enzima presenté una estimulacion
asociada a la exposiciéon del 1 % FHAUMYV, que fue suprimida en los organismos expuestos al 5 % del
xenobidtico, esta respuesta metabolica posiblemente resultd de un efecto inhibitorio en los mecanismos que
promueven la funcidn enzimatica catalitica o biosintesis. En las branquias, los niveles de GST fueron elevados
en comparacion con el resto de los tejidos estudiados en las distintas condiciones experimentales; ademis,
la actividad de la enzima fue potenciada significativamente al 5 % del xenobiotico en comparacién con el
control y el grupo expuesto al 1 % FHAUMY, indicando la activacién de procesos de desintoxicacién en
el tejido, que registré altos niveles de MAL. Y en el manto, la condicién de respiracion y la exposicion del
contaminante, no causaron alteracién en la actividad enzimdtica; lo que indica que cada tejido presenta
mecanismos determinantes en la regulacién de la actividad de GST.

Piruvato Kinasa (PK). La actividad de la PK registrada en el musculo de P. viridis (Figura 4A) fue mucho
mayor que la registrada en el manto (Figura 4B) y en la branquia (Figura 4C). Bajo anoxia, la actividad de
PK en el musculo de los mejillones expuestos al xenobidtico, no se diferenci6 del control. En normoxia, la
actividad de PK disminuy¢ significativamente solo en los organismos expuestos al 5 % (p < 0,05), en relacién
con el control. La condicién de respiracion no afecté la actividad de PK en los controles y los expuestos al
1% FHAUMYV.

Figura 4. Actividad de la enzima PK en tejidos de P. viridis, expuesto a 48 h de andxia y 72 h de
recuperacién en normoxia, y pre-expuestos a dosis subletales de FHAUMYV. (* C - 1 - 5 = diferencia
significativa entre los tratamientos; ** diferencia significativa entre condicidn de anoxia y normoxia; n = 6).
A. Musculo. Tratamiento en anoxia y normoxia p < 0,05; Condicién control p > 0,05. Condicién 1 % p <
0,01; Condicién S % p < 0,05. B. Manto. Tratamiento en anéxia p > 0,05; Tratamiento en normoxia p <
0,01. Condicién controly 1 % p > 0,05; Condicién 5 % p < 0,05. C. Branquia. Tratamiento en anoxia p <
0,05; Tratamiento en normoxia p < 0,005. Condicién control p < 0,05; Condicién 1 % p < 0,01; Condicion
5% p < 0,01.

En el manto, la actividad de PK en anoxia no difiere entre los tratamientos. Bajo respiracién normoxica,
las unidades de PK disminuyeron significativamente en los organismos expuestos al 1 % del xenobiético
(p £ 0,01), en comparacion con el control que no se diferencié del expuesto al 5 %. En el control y en
los organismos expuestos al 1 % FHAUMYV, la actividad enzimatica no mostré diferencia entre las dos
condiciones de respiracién. Los organismos expuestos al 5 % incrementaron su actividad enzimdtica en
normoxia (p <0,05), en comparacion con la condicién anédxica.

El control y las branquias expuestas al xenobidtico tuvieron una actividad enzimatica en normoxia mucho
mayor que en anoxia (p < 0,05). La actividad de PK fue mds alta en los juveniles expuestos al 1 % y 5 % del
xenobidtico que en el control, tanto en la condicién de respiracién aerdbica (P < 0,005) como en laanaerdbica
(p <0,05).

En relacién con las enzimas claves en la ruta glucolitica (PK, PEPCK) y en la cadena transportadora de
clectrones (CCO), la exposicion a FHAUMYV se manifesté con modificaciones en sus actividades, lo cual es
una limitante en la produccién de ATP tanto en anoxia como en normoxia. La actividad de PK registrada en
anoxia para musculo y manto no vari6 con respecto al control, pero aumento en el manto y disminuyd en el
musculo de los organismos expuestos al 5 % FHAUMYV en normoxia (Figura 4A y 4B); esta tiltima respuesta,
coincide con la disminucién de PK en la glandula digestiva de individuos adultos de P. viridis, expuestos a
FHAUMY en condiciones normoéxicas (Cortesta, 2006).

En las branquias, la PK tuvo un incremento ante la exposicion al xenobiético y bajo las dos condiciones de
respiracion, en relacion con el control (Figura 4C). El incremento de PK refleja una respuesta compensatoria
para el resguardo de las demandas energéticas del metabolismo ante el contaminante, manteniendo asi el
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buen estado funcional del tejido. Las respuestas especificas de cada tejido ante las distintas condiciones
experimentales, esta al menos parcialmente establecida por las diferencias de sus funciones fisioldgicas.

Fosfoenolpiruvato Carboxikinasa (PEPCK). Al igual que la PK, la actividad de la PEPCK fue mas alta
en el musculo que en los otros tejidos aqui estudiados. En condicién andxica, la actividad de PEPCK en
el musculo de los mejillones no mostré diferencia entre los tratamientos (Figura SA). Bajo la condicién de
normoxia, en el grupo expuesto al 1 % del xenobidtico se registré una actividad de PEPCK significativamente
mayor al control (p < 0,05), el cual no mostré diferencia con el grupo expuesto al 5 %. El grupo control
normoxico mantuvo valores de PEPCK, similares a los reportados en anoxia. En los mejillones expuestos a
laFHAUMYV, la actividad de la enzima fue mds alta en normoxia que en anoxia (P < 0,05).

En el manto no hay diferencia significativa para la actividad de PEPCK entre las dos condiciones
de respiracién, tampoco entre los tratamientos bajo la condicién andxica. Sin embargo, en la condiciéon
normdxica, la actividad de la enzima disminuyd en los juveniles de mejillén expuestos al 1 % FHAUMYV (p
< 0,05), en comparacion con la actividad del control, que no se diferencié de los organismos expuestos al 5
% (Figura 5B).

La actividad enzimatica en las branquias no mostré diferencia entre los tratamientos bajo la condicién
anoxica ni bajo la condicién norméxica (Figura 5C). El grupo control y el expuesto a la dosis del 5 %
del contaminante, incrementaron la actividad de PEPCK en normoxia, en comparacién con la actividad
registrada en anoxia (p < 0,005).

Figura 5. Actividad de la enzima PEPCK en tejidos de P. viridis, expuesto a 48 h de andxia 'y 72 h
de recuperacidn en normoxia, y pre-expuestos a dosis subletales de FHAUMYV. (* C - 1 - 5 = diferencia
significativa entre los tratamientos; ** diferencia significativa entre condicién de anoxia y normoxia; n =
6). A. Musculo. Tratamiento en anoxia p > 0,05; Tratamiento en normoxia p < 0,05. Condicidn control
p > 0,05; Condicién 1 % p <0,01; Condicién 5 % p < 0,05. B. Manto. Tratamiento en anoxia p > 0,05;
Tratamiento en normoxia p < 0,05. Condicidn control, 1 % y S % p > 0,05. C. Branquias. Tratamiento en
anoxia y normoxia p > 0,05. Condicién control yS % p < 0,005; Condicién 1 % p > 0,05.

Respecto a la actividad de PEPCK en condicién de anoxia, no se observo el efecto de la toxicidad del
contaminante sobre los tejidos estudiados (Figuras 5). PEPCK registrada en anoxia fue similar a la de
normoxia en musculo y manto, e incrementd en las branquias. Probablemente la constancia de la actividad
enzimdtica en ambas condiciones de respiracién fue suficiente para que en el muasculo y manto se realizaran las
funciones metabdlicas necesarias. Mientras que la potenciacion de la enzima en las branquias bajo respiracion
normoxica, podria ser una expresion de las demandas energéticas de este tejido, no sustentada por la actividad
de la PK. Es probable que esta demanda energética sea el resultado del gasto del organismo ante la presencia
y biotransformacién de FHAUMYV, asi como del incremento de RL durante la re-oxigenacién, probables
generadores de los altos niveles de PL reportados en este estudio.

Citocromo C Oxidasa (CCO). La actividad de la enzima CCO, registrada en el musculo de mejillones
bajo anoxia (Figura 6A), fue significativamente baja en los organismos expuestos al 1 % del xenobidtico, en
comparacién con el control (p < 0,05). La concentraciéon del 5 % no tuvo efecto sobre la actividad enzimitica.
Este patrdén de respuesta de la enzima a la FHAUMYV fue similar en normoxia (p < 0,01). El tejido expuesto
al 5 % y el control no mostraron diferencia entre las dos condiciones de respiracion, en cuanto a la actividad
de la CCO. Los mejillones norméxicos expuestos al 1 % mostraron valores menores a los encontrados en
anoxia (p < 0,01).

Figura 6. Actividad de la enzima CCO en tejidos de P. viridis, expuesto a 48 h de andxia 'y 72 h de
recuperacién en normoxia, y pre-expuestos a dosis subletales de FHAUMYV. (* C - 1 - 5 = diferencia
significativa entre los tratamientos; ** diferencia significativa entre condicidn de anoxia y normoxia; n = 6).
A. Musculo. Tratamiento en anoxia p < 0,05; Tratamiento en normoxia p = 0,01. Condicidn control y5S
% p> 0,05; Condicién 1 % p < 0,01. B. Manto. Tratamiento en anoxia p < 0,05; Tratamiento en normoxia
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p < 0,01. Condicién control p > 0,05; Condicién 1 % p < 0,01; Condicién 5 % p < 0,05. C. Branquias.
Tratamiento en anoxia y normoxia p < 0,005. Condicién control p < 0,05; Condicién 1%y 5 % p < 0,01.

En el manto bajo anoxia (Figura 6B), los mejillones expuestos al 1 % del xenobidtico mostraron un
incremento significativo de CCO en referencia al control (p < 0,05); contrario al 5 % que mantuvo una
actividad enzimdtica similar a la del control. Bajo la condicién de normoxia, la actividad de la enzima fue
baja en los organismos expuestos a las dos concentraciones del contaminante, comparado con el control (p <
0,01), siendo el efecto mds pronunciado en la concentracién del 5 %. En normoxia, los juveniles de P. viridis
expuestas al contaminante mostraron valores de CCO mads bajos que los registrados en anoxia (p < 0,05).
Mientras que los valores de esta enzima en el grupo control, no mostré variacién entre las dos condiciones
de respiracion.

Laactividad de CCO registrada en branquias (Figura 6C) bajo respiracién andxica, mostrd un incremento
en los mejillones expuestos al xenobiotico en comparacién con el control (p < 0,05), el cual disminuy6 con
el incremento de la FHAUMYV. En normoxia no hubo diferencia entre el grupo control y los organismos
expuestos al 1 % del xenobidtico, pero en los expuestos al 5 %, la actividad de la CCO disminuyé
significativamente (p < 0,05). El grupo control norméxico mostré valores mayores de CCO que los
reportados en anoxia (p < 0,05). Paralos organismos pre-expuestos a dosis subletales, la actividad de la enzima
fue baja en normoxia en comparacién a lo registrado en anoxia (p < 0,01).

Al igual que en las enzimas glucoliticas, la condicién de respiracién y el contaminante modularon la
actividad de CCO entre los tejidos. La actividad de la enzima es menor en anoxia que en normoxia para las
branquias del grupo control, lo que muestra su susceptibilidad en el tejido ante la anaerobiosis; mientras que
en el musculo y en el manto, no se vio afectada por las condiciones de respiracién. La concentracion del 1
% del xenobidtico inhibi¢ la actividad de CCO en musculo, y la incrementé en el manto y branquias bajo
anoxia. Este aumento tal vez se deba a un ajuste molecular para aumentar la afinidad de la enzima por el
oxigeno residual que se pudiera encontrar en el organismo (Larade y Storey, 2002). Ante la concentracién
del 5 % FHAUMY, es notable la estimulacién de CCO en las branquias (Figura 6C), pero a un nivel menor
al observado al 1 %, en este estado respiratorio, mostrando un cierto grado de toxicidad sobre el mecanismo
de compensacién de la enzima por la deficiencia de disponibilidad de oxigeno; toxicidad también reflejada
sobre el nivel de actividad enzimdtica registrado en manto y musculo expuesto al 5 % (Figura 6By 6A), donde
los niveles de CCO fueron similares a los reportados en el grupo control.

En normoxia la actividad enzimatica disminuyé en los tejidos estudiados, con el incremento de la
concentracion del xenobidtico, a excepcidn del musculo expuesto al 5 % donde la actividad de la enzima no
muestra diferencia en relacién con el control. Aparentemente, las mitocondrias de manto y branquia son
blancos de la toxicidad de la FHAUMYV en aerobiosis; lo que trae como consecuencia una disminucién de la
capacidad de produccién de energia para satisfacer las necesidades energéticas de los tejidos afectados. Estas
observaciones representan la importancia de la toxicidad de la mezcla de metales de hidrocarburos sobre
el metabolismo energético en condiciones normales de oxigeno en P. viridis. Este patrén de respuesta ha
sido observado a nivel de la glindula digestiva del mejillon verde, bajo las condiciones de respiracion dadas
(Cortesta, 2006; Nusetti et al., 2010).

De esta manera, se concluye que la toxicidad del aceite lubricante produce estrés oxidativo en los juveniles
de P. viridis, incrementando el dano de membrana ante la re-oxigenacién que se genera durante el cambio
de la respiracion anaerébica a la aerdbica, evidenciada por la cuantificacidon de los niveles de MAL. De igual
manera, la presencia de FHAUMYV vy las condiciones de respiracion, afectan a PK, PEPCK, y CCO, lo que
altera su capacidad de tolerancia andxica, llevandolos a una disminucién de su sobrevivencia (LTso) y en
ultima instancia a la muerte.

La respuesta especifica del estudio, evidencio que tiene una estrecha relacién con la ubicacién
morfoldgica y las funciones fisioldgicas de los tejidos, lo que ofrece distintas dreas superficiales de contacto
con el xenobiético, afinidad con los componentes quimicos de la FHAUMYV vy tasas metabdlicas de
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biotransformacién y excrecidon (Yap et al., 2006). Las branquias tienen un contacto directo con el medio
ambiente en una gran drea superficial (Almeida et al., 2005), lo que contribuye con su funcién de filtraciéon
y regulacién de procesos idnicos, de alto requerimiento energético. El manto es una capa que envuelve los
6rganos del molusco y tiene un menor contacto con el ambiente por estar dentro de las valvas, y a diferencia
de los otros dos tejidos, tiene un metabolismo anabdlico y una relacién con la movilizacién del sustrato, por
lo que tiene gran consumo de O.. Por su parte, el musculo estd implicado en el cierre y apertura de las valvas
(Segnini, 2009) y en la degradacién de los carbohidratos (De Zwaan y Bont, 1975) por lo que en él se observa
alta actividad de las enzimas PK y PEPCK.
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