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RESUMEN: Se investigd el efecto de exposicién de cuatro téxicos en lisas juveniles, Mugi!

curema: petrdleo, dispersante, mezcla petrdleo/dispersante y sodio dodecil sulfato (SDS). Este
ultimo se utilizd como téxico de referencia para valorar la susceptilidad de la especic. En cada
caso se determind la concentracion letal media (CL,,) para un periodo de 96 horas y el efecto
de exposicion a concentraciones subletales sobre la actividad de lactato deshidrogznasa en plasma
¢ higado. Las CLi estimadas fueron para petréleo: 230 ppm, dispersante: 168 ppm, mezcla
petréleo/dispersante: 41 ppm y SDS: 2,12 ppm. Fue notable el efecto agudamente toxico que
tuvo la mezcla mas que sus componentes por separados. En cuanto a la actividad enzimitica
s6lo se determiné LDH debido a la poca cantidad de sangre obtenida y a la baja actividad
de otras enzimas indicadoras de stress. Se incrementd la actividad de LDH en el plasma de los
peces expuestos a petrdleo y/o dispersante con respecto a sus controles, significativamente para

¢l dispersante. Por el contrario, ¢n el higado hubo tendencia a la disminucién, aunque no sig-
nificativa,

ABSTRACT: The effects of exposure to a crude oil, an oil dispersant, oil/dispersant mixture

and dodecyl sodium sulphate (DSS) were investigated in juvenile individuals of Mwgil curema.
DSS was utilized as reference to know the sensitivity of the species. The mean lethal concentration
(LC,,) and the cffects of exposure to sublethal concentrations on the lactate dehydrogenase
activity in plasma and liver were determined during periods of 96 hours, The LC,, for crude
oil, oil dispereant, mixture of both and DSS were 230, 168, 41 and 2.12 ppm respectively. The
mixture was more toxic than its respective components. Concerning activities of enzymes that
can be indicators of stress, only LDH activity could be determined, due to the small quantity of
blood obtained from juvenile fish and the low activity of other enzymes. Plasma LDH activity
increased after exposure to oil and/or dispersant with respect to the control groups, significantly

only for the dispersant. Liver LDH activity decreased in the experimental groups, although not
significantly.

INTRODUCCION

La zona nororiental de Venezuela representa el
area de mayor importancia pesquera del pais. Las cap-
turas registradas en el afo 1970 alcanzaron a 1.324 T
(609 de la produccion nacional). Esta zona se ex-
tiende desde los 61°50° hasta el meridiano 65° 20/,
incluyendo un 4rea de plataforma de 60 millas de
ancho que va desde el Delta del Orinoco hasta el Oeste
de la Isla de Margarita. Las compaiias petroleras actual-
mente estan realizando en esta area perforaciones de
pozos exploratorios, los cuales no dejan de representar
un peligro para la fauna marina y estuarina. Por tal

razon, la industria pesquera nacional estaria expuesta a
un peligro potencial, haciéndose necesario el estudio

de los posibles efectos que el petréleo puede provocar
en los peces.

Debido a la urgente necesidad de establecer nor-
mas para el control de la contaminacién de cuerpos de
aguas, se han incrementado los estudios acerca de mé-
todos de laboratorio que permitan medir los niveles
letales y subletales de algunos residuos industriales en
peces. Estos principios se basan en métodos de bioen-
sayos, los cuales se han venido utilizando en la determi-
nacion de niveles de “seguridad” de los contaminantes,
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prediccién de efectos ambientales, regulacion de des-
cargas (American Public Health Association et al.,
1968). Las pruebas de bioensayos han servido como
referencia para responder las innumerables preguntas
acerca del impacto que sobre la biota pudieran tener los
contaminantes ( BUIKEMA et al., 1982). Asi las pruebas
de bioensayos seran un aporte esencial en el desarrollo
de estrategias preventivas en las cuales deberin enfo-
carse fururas investigaciones.

A pesar de los factores ambientales que pueden
variar la toxicidad de los contaminantes al entrar al
medio marino, la informacion generada por las pruebas
de bioensayo pueden aprovecharse para predecir efectos
ambientales sin causar dafos a los ecosistemas, cuanti-
ficar la agudeza toxica de diferentes dispersantes pe-
troleros, evaluar la sensibilidad de especies comercia-
les, etc. Por esto urge la necesidad de brindar informa-
cion solida y cientifica para estimular criterios oficiales
sobre la calidad del agua, tal como se estd haciendo en
los EU.A. y Europa (BUIKEMA et al., 1982).

Se han publicado numerosos trabajos referentes a
los efectos de derrames petroleros en ecosistemas ma-
rinos; sin embargo, existe poca informacién acerca de
ecosistemas tropicales.

Los mayores efectos del petrdleo han sido infor-
mados en larvas y juveniles de especies pelgicas. Se-
gan SMITH (1970) murieron més de 509 de las sar-
dinas, Sardinella pilchard, préximas a los derrames del
Torrey Canyon y ademas sus juveniles escasearon. Por
otro lado, se atribuyeron mortalidades masivas de peces
pelagicos a aquellos hidrocarburos del petréleo solubles
en agua de mar (ANONIMO, 1977). CHAN (1977)
estudi6 los efectos del petrdleo en comunidades del
litoral tropical de Florida (E.U.A.), observando que
algunos peces exhibieron sintomas de stress, NADEAN
& BERQUIST (1977) informaron los efectos de un de-
rrame de petroleo venezolano en una comunidad ma-
rina tropical cerca de Cabo Rojo (Puerto Rico), obser-
vando la alta toxicidad del crudo a pesar de ser bajo en
elementos aromaticos.

TEMPLETON ¢ al., (1975) realizaron estudios so-
bre la contaminacitn petrolera en el Lago de Maracaibo,
determinando el contenido de hidrocarburos en los te-
jidos de los peces. Estudios recientes sobre la toleran-
cia de la lisa, Mugil curema, a ciertos petréleos venezo-
lanos han demostrado que los crudos livianos son mds
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toxicos que los medianos y pesados (AQUILERA &
Huq, 1982).

Para estudiar los efectos a corto plazo de cogccfn-
traciones subletales de los contaminantes sobre la ictio-
fauna, se ha demostrado la utilidad de la mediciéxf de
la actividad enzimatica en el plasma sanguineo
(GAUDET et 4l., 1975; RAcIicOT et al., 1975; WEBER
et al, 1979). La actividad de ciertas enzimas en el
plasma refleja el estado metabdlico de los peces, en
muchos casos de modo similar a lo que sucede en los
mamiferos. De esta manera, puede esperarse que 4g€n-
tes o factores toxices que conducen al deterioro cronico
del metabolismo del animal, produzcan cambios fales
como incrementos en la actividad de ciertas enszzm
en el plasma (WIESER & HINTERLEITNER, 19¢
CASILLAS et al., (1982) comprobaron que ciertas €7
mas en el plasma son indicadoras del funciopamien::
del higado.

En este trabajo se utilizaron juveniles de la lisa,
Mugil curema V. Se escogi6 esta especie debido a que
constituye un eslabén importante de la cadena trofica
la cual conduce al hombre. Se consume tanto en fresco
como en salado, es muy resistente y ficil de manipular
y existe suficiente informacién de su descripcion, eco-
logia y fisiologia. Por tltimo es muy abundante en los
mares venezolanos, formando grandes cardimenes de
juveniles cerca de la costa.

Los objetivos del presente trabajo fueron los si
guientes:

1. La determinacién de las concentraciones leizic:
subletales de cuatro contaminantes en lisas juve-
niles: un petréleo liviano, un dispersante, la me»
cla petrleo-dispersante y sodio dodecil
(SDS). Este ulktimo se utilizé como toxico dc ie-
ferencia, para valorar la susceptibilidad de la es-
pecie. Se determind la concentracidn letal media
(CLs) para un periodo de exposicion de 96 horas.

N

El estudio del efecto de exposicién a concentracio-
nes subletales de cada contaminante sobre la acti-
vidad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
en el plasma como indicador de “stress” y la acti-
vidad de la misma en el higado.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron juveniles de lisas, Mugil curema,
entre 8 y 12 cm de longitud estandar mediante un
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chinchorro de playa de 30 X3 m y malla de 1/4 de
pulgada, en la Laguna Grande del Obispo (Golfo de
Cariaco, Edo. Sucre, Venezuela). Luego fueron transpor-
tadas vivas al laboratorio en cavas de anime y aclima-
tadas a condiciones similares (temperatura, salinidad,
oxigeno disuelto y fotoperiodo). Después de tres dias
de aclimatacién se iniciaron los biocensayos en acuarios
de 25 1 durante un periodo de 96 horas, debido a que
la accion letal aguda cesa después de este periodo
(American Public Health Association, 1968; SPRAGUE,

1969).

Se utiliz6 como mas simple y util criterio de toxi-
cidad la CLs; (concentracion letal para un 50% de los
individuos sometidos durante 96 horas al contaminante).

Tanto en el campo como en el laboratorio se mi-
dieron la salinidad, temperatura y oxigeno disuelto,
empleando un refractémetro Goldberg T/S (American
Optical Instruments Co.), un termémetro Thomas y un
oxigenémetro de campo (Yellowspring Co.), respecti-
vamente,

Tanto el agua de aclimatacion como la del bio-
ensayo fue preparada sintéticamente a partir de agua
de chorro filtrada (Filtros Fanafil C.A.), deionizada
(Ionxchanger model 2, IWT), salinizada a 36°/o (Ins-
tant Ocean, Aquarium Systems), mantenida a 24°C y
aireada hasta saturacion (concentracién de oxigeno =
6 ppm). El agua de aclimatacion fue filtrada cada 24
h mediante filtros de diatomeas (Diatom Filters, Uni-
versal Electric Co.).

En cada acuario se mantuvo una relacién aproxi-
mada de 2 g de peso de pez/l de agua (NEGLISKI,
1975), para un total de G peces por acuario. Cada
acuario se doté de: una manguera de aireacion acoplada
a una piedra porosa, un sistema de agitacién suave
(aparato ventilador acoplado al molinillo de una su-
perbatidora doméstica protegida con rejilla plastica)
con ¢l fin de mantener homogéneamente distribuido el
contaminante en toda la columna de agua.

De cada una de las concentraciones de petréleo,
dispersante, mezcla petréleo/dispersante (1:1, v/v) y
SDS sz hicieron seis réplicas para luego obtener pro-
medios. Igualmente, hubo un nimero similar de contro-
les (sin contaminante). Mas de un 179% (un pez) de
muertes en los controles fue suficiente para eliminar la
prueba y efectuar ajustes.

Durante el periodo de bioensayos se escogieron
horas de observacion en forma logaritmica para retirar

los peces muertos. La CL;, se obtuvo por interpolacion
grafica en papel log-probito (BUIKEMA e al., 1982).

La actividad de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) en plasma e higado fue determinada segun
BERGMEYER et al., (1974), en peces sometidos a con-
centraciones subletales de los contaminantes.

Preparacién de las muestras: finalizadas las 96 h
de exposicion a los contaminantes, se extrajo aproxi-
madamente 1 ml de sangre por puncion caudal con
jeringa heparinizada. La sangre se mantuvo en bafio de
hielo por 10 min. Luego se centrifugd a 1.000 g a
4°C por 10 min en centrifuga refrigerada (CRU-5.000,
Damon/IEC Div.). Posteriormente se tomo el sobre-
nadante (plasma) y se mantuvo en bano de hielo.

En cuanto al higado, las muestras fueron pesadas y
homogeneizadas en frio con un buffer de extraccion:
100 mM Tris-HCl (2 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol )
a pH 7,5. El homogeneizado se centrifugé por 15 min
a 4°C. Luego el sobrenadante se mantuvo en bafo de
hielo, hasta el momento del anilisis.

Las determinaciones se realizaron en un espectro-
fotometro Beckman 25, con registrador grifico aco-
plado siguiendo los cambios en absorbencia de NADH
(nicotinamida adenina dinucleotido reducido) a 366
nm segun BERGMEYER et al. (1974).

Siguiendo los trabajos de D’APOLLONIA & ANDER-
SON (1980) y CASILLAS et al., (1982), se establecieron
las mejores condiciones para la determinacion de la
actividad, en cuanto a pH, concentracion de sustrato y
cofactor. La tnica modificacion del método de BERG-
MEYER et al., (1974) fue un cambio de pH de 7,5 a 7,0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para un periodo de 96 h de exposicion las con-
centraciones letales medias (CLs) estimadas a partir
de graficas log-probito fueron de 230, 180, 41 y 2,12
ppm para petroleo, dispersante, mezcla petroleo-disper-
sante y SDS respectivamente (Tabla I).

Es notable el efecto letal agudo que tuvo la mez-
cla mds que sus componentes por separados: 6 veces
superior al petroleo y 4 veces superior al dispersante,
aproximadamente. El dispersante reacciona agudamente
e1 comparacion con el petréleo. Esto sucede debido a
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que el petrdleo tiene que disociarse en el agua antes de
que adquiera toxicidad a diferencia del dispersante, el
cual es toxico al contacto. Cuando el petrdleo se pone
en contacto con el agua, las marterias alquitranosas se
aglutinan y forman pequenas masas esferoidales, mien-
tras que las aceitosas se extienden sobre la superficie
del agua formando una pelicula uniforme. Esto se evitd
parcialmente mediante agitacién y aireacion suave. En
la mezcla, las fracciones ligeras y medias del petréleo
las cuales contienen entre otros: azufre, fenoles y com-
puestos aromaticos (benceno, tolueno, naftaleno) se
disuelven en el agua ripidamente inducido por la ac-
cion del dispersante. La toxicidad del crudo se ha aso-

ciado a la cantdad de compuesios aromdticos que
contienen ( ANONIMO, 1977).

TABLA I. CONCENTRACION LETAL MEDIA (CL,) A

LAS 96 H DEL PETROLEO, DISPERSANTE, MEZCLA

PETROLEO-DISPERSANTE (1:1) Y SDS, EN JUVENILES
DE M. CUREMA

Contaminante CL;, (ppm)
Petrdleo 230
Dispersante 168
Petroleo-dispersante (1:1) 41
SDS 2,12

El toxico de referencia (SDS) mostré la mas
grande letalidad. Su toxicidad superé al petrdleo, dis-
persante y mezcla de ambos en aproximadameate 100,
80 y 20 veces respectivamente. En un estudio similar
realizado por QUEVEDO et al., (1984) en juveniles de
corocoro, Orthopristis ruber, se encontrd que esa especie
era mas resistente al petrdleo y la mezcla (proporcion
7:3): CLw =680 y 72 ppm, respectivamente, que
juvenilies de lisa, pero menos resistente al SDS: CL;, —
1,5 ppm. Esta aparente contradiccion puede explicarse
por el habito peligico de la lisa y el benténico del
corocoro. Es muy probable que la lisa haya estado mis
expuesta a las fracciones insolubles del petréleo a nivel
superficial que el corocoro de habito cercano del fondo.
El habito alimenticio filerador de la lisa frente al
carnivoro del corocoro también debe tomarse en cuenta.
Sin embargo, en e! dispersante, el cual se distribuyd
uniformemente en la columna de agua, se observaron

resistencias semejantes (CLy, lisa — 180 ppm y CL,,
corocoro == 172 ppm).
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Ambas especies son mas sensibles para el SDS que
la especie utilizada por LAROCHE ef al., (1970), Fun-
dulus beteroclitus, la cual mostré una CL; de 4,5 ppm
en comparacion con los valores de 2,12 y 15 PP
para la lisa y el corocoro respectivamente. Una F‘C'S‘b_Ic
razén es que se utilizaron juveniles en este estudio,
los cuales probablemente son mas sensibles que adultos
a factores adversos.

Asi como concluyeron QUEVEDO et dl., ( 1984 ) .t:rl
el presente trabajo la toxicidad del petréleo (de e
liviano) parece ser bastante elevada en comparacioil
con otros estudios, probablemente por un alto con-
tenido en compuestos aromaticos.

La Tabla II muestra la actividad de lactato deshi-
drogenasa (LDH) en plasma e higado de la lisa cx-
puesta a concentraciones subletales de los contaminantes.
8i comparamos los controles de ambos tejidos, podemos
observar que el higado representa aparentemente una
mayor fuente de actividad de LDH, conteniendo mas
del doble de actividad del plasma, cuando la expresa-
mos en unidades por g de peso fresco y por ml, res-
pectivamente.

TABLA 1I. ACTIVIDAD DE LDH EN PLASMA E HIGA-
DO (U/ml Y U/g PESO FRESCO)* DE JUVENILES 1
M. CUREMA EXPUESTAS A CONCENTRACIONES St
LETALES DE PETROLEO, DISPERSANTE Y MEZCIL. °
TROLEO-DISPERSANTE. SE INCLUYEN LOS CONTI

Higado

Contaminante Plasma (U/ml) (U/g peso fr.)

6,55 #= 0,49(14) 14,13 =
o= 0508 (5 11,98 == 1,11

Control (O ppm)
Petréleo (180 ppm)
Petréleo-dispersante

(24 ppm) 9,11 += 1,08 (8) 10,77 = 0,64 (6)
Dispersante

(100 ppm) 18,04 =+ 3,64 (8) 15,72 + 1,32 (6)
SX =8 (n)

El efecto ocasionado por concentraciones subletales
de los contaminantes en el plasma se traduce por una
cierta tendencia al incremento de la acrividad de LDH.
Por el contrario, en el higado la tendencia es disminuir
a excepcion del grupo sometido al dispersante. Ambos
tejidos guardan una relacién inversa, es decir: a me-
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dida que aumenta la actividad en el plasma, ésta dis-
minuye en el higado.

Sin embargo, en el plasma de las lisas expuestas a
pettéleo por si solo o mezclado, no se encontraron di-
ferencias significativas con respecto al control. El dis-
persante, por el contrario, provocé un aumento signi-
ficativo de la actividad de LDH.

Los efectos de los contaminantes sobre la actividad
de esta enzima en el higado no fueron significativos.

(‘Tabla 1I).

En la Tabla II se observa que al parecer LDH
obedece a la presencia del dispersante aun a concentra-
ciones subletales (135 ppm). Los dispersantes son, por
lo general, productos a base de detergentes, los cuales
se utilizan para eliminar la evidencia visible de los
derrames de petrdleo. El dispersante utilizado en este
estudio, Dasic Slickgone, tiene como constituyentes
principales: ésteres de poliglicol, ésteres de sorbitol,
glicol dialquileno y agua. Se conoce que los detergentes
disuelven las membranas celulares de ciertos tejidos
provocando asi una necrosis masiva.

Si bien es cierto que el plasma representa una
fuente de menor actividad para LDH, también es cierto
que en este tejido los contaminantes ejercen cierta .ten-
dencia de aumentar dicha actividad, principalmente el
dispersante. Por el contrario, la actividad en el higado
de los peces contaminados, tiende a disminuir o se
mantiene sin diferencias significativas. Estos resultados
respaldan el hecho de que los contaminantes, principal-
mente el dispersante, ocasionan una necrosis masiva en
los tejidos expuestos directamente, lo cual se traduce
en un aumento significativo de la actividad de LDH
en el plasma. D’APOLLONIA & ANDERSON (1980) en-
contraron que la necrosis masiva de los misculos de
Salmo gairdneri reflejaba un aumento considerable de
la actividad de glutamato piruvato transaminasa (GPT)
en el suero. WIESER & HINTERLEITNER (1980) pro-
baron esta hipétesis midiendo las actividades de dos
transaminasas: GPT y GOT (glutamato oxaloacetato
transaminasa) en el suero de S. gairdneri, encontrindose
en un ambiente contaminado por amonio. Los niveles
excesivamente altos de GOT y GPT indicaron cambios
en cl metabolismo del pez, los cuales podian servir
como “herramienta” en el diagnéstico de la calidad del
agua. GINGERICH (1982) encontré que a largo plazo,
los detergentes ocasionaban lesiones fisiologicas ain en

concentraciones subletales, las cuales tienen que ver con
una respuesta hepatotoxica.

La mayoria de los efectos patologicos en peces
expuestos a agentes toxicos han sido dafios a nivel del
tejido hepitico. GINGERICH (1982) mencioné que la
principal caracteristica de esta respuesta incluye vacuo-
lacién de las células parenquimiricas y frecuentes cam-
bios degenerativos de los hepatocitos los cuales se ma-
nifestaban como focos o zonas de necrosis. GAUDET
et al., (1975) probaron que altos niveles de GPT y
GDH (glutamato deshidrogenasa) en el plasma de
S. gairdneri parecian estar relacionados con el funcio-
namiento del higado como en vertebrados superiores.
CASILLAS et al., (1982) al estudiar el pez marino
Parophrys vetulus llegaron a las mismas conclusiones al
asegurar que como en mamiferos el uso de la actividad
enzimdtica serologica sirve como indicador del funcio-
namiento del higado y del rifdn.

Es obvio que el higado de los peces juega un pa-
pel importante en el proceso de biotransformacion y
eliminacion de compuestos xenobidticos.

Aunque la aplicabilidad de las determinaciones de
actividad enzimitica en organismos acudticos para eva-
luar la toxicidad de medios ambientes contaminados
alin estd en progreso, se puede adelantar que los dafios
ocasionados a nivel subletal en plasma e higado de
juveniles de M. curema se reflejan en el plasma coma
una respuesta hepatotdxica a un ambiente contaminado.
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