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EFECTO DEL COBRE SOBRE LOS MECANISMOS DE DEFENSA CELULAR
DEL POLIQUETO EURYTHOE COMPLANATA: VIAVILIDAD, CONTAJE TOTAL
DE CELULAS Y RESPUESTAS FAGOCITICAS

Sarazar-Luco R, O. NuseTTI’ & J. RoDRIGUEZ-GRAU

'Departanento de Bioandlisis Escuela de Ciencias, UDO,
“Departarmento de Brologia, Escuela de Crencas. UDO.
'INNTEV/EP.

RESUMEN: Se estudiaron los efectos de una dosis subletal de cobre (0,5 ppm de CuSO ) sobre algunos parimetros inmunolégicos del
poliqueto errante Eunytboe comsplanata. Se determno la viabihdad, nimero total de celomocitos y la respuesta fagocitica como medida de la
capacidad inmunologea del organismo. Ademas se evalud la recuperacion de la respuesta inmune en organismo en depuracion durante
teeinta dias. El cobre disminuyé la viabilidad eelulac de 95,34 = 8,70 enlos controles a 83 34 * 14,65 en los expenmentales (F= 6,85, p < 0,001)
y dismunuyo la respuesta fagocitica (controles= 26,91 £ 6,99; expenuimentales = 18,69 £ 6,05; F= 8,88, p < 0,001) pero no afecto el contaye
total de celulas (controles= 3,55 £ 3,15, expenmentales= 4,73 = 3.10; F= 2,51, p > 0,05). Los treinta dias de depuracion no permitieron la
recuperacion de la viabilidad peco si hubo recuperacion de la respuesta fagocitica. La respuesta inmune en este poliqueto podria considerarse
como un indicador bastante sensible para monitorear el efecto subletal de un contaminante, presentindose como un excelente diseno

expenimental para estudios de impacto ambiental.

ABSTRACT: In this work, we studied the effects of a sublethal dosis of copper (0.5 ppm ot CuSO4) on some immunclogical paramieters
of the free lving polychaete Exnythoe cotuplanata. We determuned viability, total count ot coclomocytes and phagocytic response as the
measure of the orgamms’s immunological capacity. Also, we evaluated the recuperation of the immune response i an organism in recovery
for thirty days. Copper decreased cellular viability from, 95.34 1 870 1n the control group to 83 34 # 14,65 in the expenumental group (F -
6.85, p = 0.001) and phagocytic response [rom 26.91 * 6.99 to 18.69 + 6.05 (F = 8.88, p < (.001), but did not affect the total cell count
(control group = 3.55 = 315, expenmental group = 4.73 = 310, FF = 251, p < 0.03). Cellular viability did not return to normal duning the
thicty-day recovery period, but phagocytic cespanse did. The study shows that the unmune cesponse provides a sensitive indicator in order
to monitor the sublethal effects of contamination, and has excellent potential as an expenmental design for environmental impact studies

INTRODUCCION

Los poliquetos son importantes en el ambiente marino
porque representan el mayor grupo de la macrofauna
bentonica siendo considerados como organismos centine-
las de contamacion (ReisH, 1986). Estos organismos pre-
sentan un sistema inmunolégico constituido por células v
elementos humorales cuyas funciones son andlogas a la
de vertebrados (RoprIGUEZ-GRraU et al., 1989). Diferen-
tes parimetros inmunologicos se vienen usando para es-
tudiar los efectos de sustancias toxicas sobre invertebra-
dos; dentro de estos cabe senalar respuestas de tipo celu-
lar: fagocitosis, viabilidad celular, formacion de rosetas
eritrocitarias y secretonas; asi como respuestas de tipo hu-
moral tales como: produccion de aglunninas, hemolisinas
y sustancias con actividad antibacterial (Larson etal., 1989;
CHENG, 1988; 1989; ALvarzz et al.. 1991)

Se ha observado inmunosupresion por exposicion a com-
puestos organicos v metales pesados en moluscos (Fisier
etal., 1989; ANDERsON et al., 1992; 1994) v en equimodermos

(Cantcarrt & Grasso, 1988). En este trabajo se evaluo el
efecto de una dosis subletal de cobre sobre la viabilidad
celular, el contaje total de celomaocitos y la fagocitosis como
mecanismos de defensa celular en el poliqueto errante
Eurythoe complanata.

MATERIALES Y METODOS
DEescripcion GENERAL DEL ORGANISMO

Lurythoe complanata es un poliqueto cosmopolita que ha-
bita en sustratos arenosos, es de vida errante v se le consi-
dera un comedor de carrofia (LiNERO-ARANA, 1978).

CoLEcCION DE LA MUESTRA

Los especimenes se recolectaron en la linea costera de la
ensenada de Turpralito, Golfo de Canaco, Estado Sucre,
Venezuela; a profundidades aproximadas de 0,5a 1 m. Pre-
vio a los ensayos, se aclimataron a las condiciones de labo-

ritorio durante dos semanas.
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turbaciones en las estructuras y funciones de las membra-
nas (Asano & Hokari, 1987) vy alteraciones de diversos
sistemas enzimaticos ( OWEN, 1981).

La exposicion crénica al cobre no tuvo efectos significa-
tivos sobre el nimero total de celomocitos en E. complanata
(tabla 2). Esto comncide con resultados obtenidos en el mo-
lusco bivalvo Suwetta seripta sometido igualmente a concen-
traciones subletales de cobre, pero difiere de los obtenidos
en el bivalvo [“illorita cyprinoide var. cochnensis (CHENG &
SuLLivan, 1984).

TABLA 2 Namero total de celomocitos/ml de los grupos controles y ex-

penmentales expuestos a cobre y en depuracion. Todos los valores deben
muluplicarse por 10° cel/ml  Las abreviaturas son iguales a la Tabla 1.

TIEMPO TRATAMIENTO GRUPOS
Dias Controles expenmentales p
X £ DS) X £ DS)
™) (N)
21 exposicion 3,55 + 3,15 4,73 + 3,10 ns
(2) (23)
326 £ 254 6,67 + 4,48 ns
15 depuracion (12 (15)
282+ 1,00 6,52 1 6,85 ns
30 depuracion ® (35)

ANOVA ANIDADQO; F = 251 P > 0,05
T-STUDENT; ns = p > 0,05

La actividad fagocitica de los celomocitos de E. complanata
disminuyé significativamente al compararla con los con-
troles; esta disminucion se mantuvo en los primeros quince
dias de depuracion (Tabla 3).
Tabla 3. Actwidad fagocitca en celomocitos de grupos controles y
expenmentales expuestos a cobre y en depuracion. Abreviaturas igual que

en la Tabla 1.

TIEMPO TRATAMIENTO GRUPOS
Dias Controles expenimentales p
(X + DS) (X * DS)

(N) N)
2] eXposIcIon 2691 + 6,99 18,69 = 6,05

(23) (23)
15 depuracion 26,08 + 5,68 21,40 = 445

(12) (15) e
30 depuracion 3025 + 4,13 38,68 + 7,71

®) (25)

ANOVA ANIDADQO; F = 8,88 P < 0,001
T-STUDENT; ns = p > 0,05, * = p <0,05,*" = p <001, *** = p < 0,001

La fagocitosis es la respuesta de defensa primaria de los
organismos hacia lo extrafo que se mantiene a través de la
escala evolutiva, es considerada la respuesta no especifica
mas importante de la inmunidad celular La dismunucion de
la fagocitosis podria deberse a la supresion, por efecto de la
exposicion al metal, de la produccién de factores que poten-
cian la respuesta fagocitica de las células (BiLer e aZ, 1990,
Roct et af.,1990). Por otro Iado, la fagocitosis esta relaciona-
da directamente con la produccion de radicales superoxidos;
es factible que el cobre mterfiera en la ruta de formacion de
los mismos. Es conocido el efecto toxico del cobre sobre las
enzimas Glutation peroxidasa y Glucosa 6 - fosfato
deshidrogenasa, enzimas claves en la produccidn de
superoxido generado por la respuesta fagocitica (Owen,
1981).

Dismunucion de la fagocitosis fue demostrada en [amrbrcus
terrestris expuestos a cenizas de chimeneas con alto contenido
de cobre y plomo (CHENG e @/, 1991). A diferencia de ésto,
hemocitos de moluscos expuestos a 5 ppm de cobre, presen-
taron un significativo aumento de la fagocitoss (Criene &
SuLLvan, 1984).

La recuperacion de la respuesta fagocitica en organismos
en depuracion por treinta dias podria sugerir una renovacion
del sistema por la produccion de nuevas células; ademis, las
uniones del cobre con los receptores celulares es de forma
no covalente, tal y como ha sido demostrado en estudios
realizados con zinc en hemolisinas del fluido celémico de
equinodermos (Canicarn & Grasso, 1988). Por otro lado, la
existencia de otros mecanismos de detoxificacion
(metaloproteinas) posiblemente ayuden a la ripida recupera-
cion del sistema (DEMUYNCK & Duamnvavt-Courrors, 1994 5
MARrCANO er a/,1996).
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Organismos con un peso de 12 * 0.3 g se expusieron
durante 21 dias a una dosis subletal de cobre de 0.2 mg/1.,
basada en la concentracién letal media 96-h calculada por
Marcano e &, (1996), la cual es de 1,30 mg de Cu*?/L
(ntervalo de confianza 95%: 0,4-2.0 mg Cu**/1). Semanal-
mente eran renovadas el agua de mar, la arena y las concen-
traciones del metal; el pH de agua se mantuvo en 7.8; la
salinidad en 35-36%0 v la temperatura entre 20 * 2 °C du-
rante el ensayo. Este mismo procedimiento (a excepcion
del metal) se siguio para los controles. Al cabo de 21 dias de
exposicion, un grupo de estos organismos fueron colocados
en acuarios completamente libres de sulfato de cobre y se
les permitio depurarse durante 30 dias renovandose el agua
de mar vla arena cada semana. Para los ensayos se tomaron
orgamismos a los 15 y 30 dias de depuracion.

ANALISIS DEL METAL

El nivel del metal en el agua de mar, en el sedimento y
en el tejido fue determinado por espectrofotometria de
absorcion atomica (Perkin ELver Mob. 403). siguiendo el
procedimiento descritos por Marcano ef 4/ ., (1996).

OpTENCION DEL FLUiDO CELOMICO ¥ PREPARACION DE LOS
CELOMOCITOS

Para la obtencion del fluido celomico se utihzo el pro-
cedimiento desarrollado por Arreponpo (1993). El fluido
fue recolectado y colocado en tubos plasticos, lavado dos
veces con agua de mar /EDTA 0,01mM pH 7.8; inmedia-
tamente se procedio a contar el numero total de celomocitos
v luego se ajustaron a una concentracion final de 1 x 107
cel/ml

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR.

La viabilidad de los celomocitos se determind por colo-
racion con azul de tripano (Kodak) al 0.4% en agua de mar
filtrada. Las células muertas se colorean de azul claro. Se
contaron 100 ¢élulas observindose en un microscopio com-
puesto (Nikon) con una magmtud de 40X

ENsAYO DE FAGOCITOSIS.

La capacidad fagocitica de los celomocitos fue deter-
minada cualitativamente incubando 100 ul de la suspen-
sion de celomocttos, previamente ajustada, con 100 wl de
entrocitos de raton al 2% en cloruro de sodio 1.5%, du-

rante 1 hora a 4°C de temperatura. Después de la
incubacion, se extrajeron 100 ul del sobrenadante y se
agregaron 100 ul de azul de tripano, resuspendiéndose sua-
vemente. Luego se tomaron 10 ul y se colocaron en una
cimara de Neubauer para su observacién al microscopio. Se
contaron como células fagociticas aquellas que tuvieron en
su citoplasma por lo menos un entroctto.

ANALISIS EsTADiSTICO.

A los resultados se les aplicé un analisis de varianza ani-
dado (ANOVA ANIDADO) con el fin de detectar efectos
de los tratamientos (exposicion y depuracion) y las posibles
diferencias entre controles y experimentales en cada perio-
do del tratamiento. La significancia entre los grupos fue pro-
bada por la prueba t - Student. Se utilizé el programa de
computacion SAS - Mainframe.

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion media de cobre en el tejido fue de 5,60
* 0,18 ug/g de peso seco en los controles y 13,70 + 1,50
ug/g de peso seco en los organismos expuestos a cobre; la
concentracion de cobre en los organismos en depuracion
por 30 dias se aproximo a los valores de los controles (7,40+
1,70 pg/g peso seco). La viabilidad celular vari6 entre 83,34
* 14,65 % y 97,62 £ 1,92 % correspondiendo los valores
mis bajos a los organismos expuestos al cobre y en periodo
de depuracion en comparacion con los controles; encon-
trindose diferencias altamente significativas en los prome-
dios de viabilidad entre los controles y sus respectivos gru-
pos experimentales (Tabla 1). Esta disminucion podria rela-
cionarse con efectos multiples de toxicidad que incluyen per-

TABLA 1. Viabilidad de los celomocitos durante los periodos de exposicion
al cobre y depuracién. Los valores representan los porcentajes promedios
la desviacion estindar de células viables; N: Namero de muestra

TIEMPO TRATAMIENTO GRUPOS
Dias Controles expenmentales p
X DS X £ DS)
(N)) ™
21 exposicion 95,34 + 8,70 83,34 *+ 14,65 Ry
; (23) (23)
15 depuracion 96,00 + 2.89 8460 + 911 vee
(12 (15)
30 depuracion 9762+ 192 94,40+ 432 .
® (25)

ANOVA ANIDADO; F = 6,85 P < 0,001

T-STUDENT,ns = p > 0,05, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001
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turbactones en las estructuras y funciones de las membra-
nas (Asano & Hokari, 1987) vy alteraciones de diversos
sistemas enzimatcos ( Owen, 1981).

La exposicion crénica al cobre no tuvo efectos significa-
tivos sobre el nimero total de celomocitos en E. complanata
(tabla 2). Esto coincide con resultados obtenidos en el mo-
lusco bivalvo Suwetta seripra sometido igualmente a concen-
traciones subletales de cobre, pero difiere de los obtenidos
en el bivalvo I“Zlonta cyprineide vax. cochinensis (CHENG &
SuLLvan, 1984).

TABLA 2 Nimero total de celomocitos/ml de los grupos controles y ex-

penmentales expuestos a cobre y en depuracion. Todos los valores deben
muluplicarse por 10° cel/ml. Las abreviatucas son iguales u la Tabla 1.

TIEMPO TRATAMIENTO GRUPOS
Dias Controles expenimentales p
X £ DS) X £ DS)
™) ™)
21 exposicion 3,55+ 3,15 4,73 £ 3,10 ns
(2) (23)
3,26 + 254 6,67 + 4,48 ns
15 depuracion (12 (15)
282+ 1,06 6,52 £ 6,85 ns
30 depuracion ()] (25)

ANOVA ANIDADO, F = 251 P > 005
T-STUDENT, ns = p > 0,05

Laactividad fagocinca de los celomocitos de E. complanata
disminuyo significativamente al compararla con los con-
troles; esta disminucion se mantuvo en los primeros quince
dias de depuracion (Tabla 3).
Tabla 3 Actividad fagocituca en celomocitos de grupos controles y

expenimentales expuestos a cobre y en deputacion. Abreviaturas igual que

en la Tabla 1.

TIEMPO TRATAMIENTO GRUPOS
Dias Controles expenmentales p
X = DS) X £ DS)

(N) (N)
21 eXposIcion 2691 + 6,99 18,69 = 6,05

@) @)
15 depuracion 26,08 * 5,68 21,40 + 445

a2 (15)
30 depuracion 3025 * 4,13 38,68 + 7,71

@ (35) s

ANOVA ANIDADQO; F = 8,88 P < 0,001
T-STUDENT, ns = p > 0,05,* = p <0,05,** = p

<001, *** = p < 0,001

La Fagocitosis es la respuesta de defensa pnmana de los
organismos hacia lo extrafio que se mantiene a través de la
escala evolutiva, es considerada la respuesta no especifica
mis importante de la inmunidad celular. La disminucion de
la fagocitosis podria deberse a la supresion, por efecto de la
exposicion al metal, de la produccion de factores que poten-
ctan la respuesta fagocitica de las células (BiLgF er 2/, 1990;
Roc ¢f al,1990). Por otro lado, la fagocitosis esta relaciona-
dadirectamente con la produccion de radicales superoxidos;
es factible que el cobre interfiera en la ruta de formacion de
los mismos. Es conocido el efecto toxico del cobre sobre las
enzimas Glutation peroxidasa y Glucosa 6 - fosfato
deshidrogenasa, enzimas claves en la produccion de
superoxido generado por la respuesta fagocinca (OweN,
1981).

Disminucion de la fagocitosis fue demostrada en Luzbizcius
terrestris expuestos a cemuzas de chimeneas con alto contenido
de cobre y plomo (CHENG er &/, 1991). A diferencia de ésto,
hemocitos de moluscos expuestos a 5 ppm de cobre, presen-
taron un significativo aumento de la fagocitosss (CHENG &
SuLLvan, 1984).

La recuperacion de la respuesta fagocitica en organismos
en depuracion por treinta dias podria sugernir una renovacion
del sistema por la produccion de nuevas células; ademas, las
uniones del cobre con los receptores celulares es de forma
no covalente, tal y como ha sido demostrado en estudios
realizados ¢on zinc en hemolisinas del fluido celomico de
equinodermos (Canicarin & Grasso, 1988). Por otro lado, la
existencia de otros mecanismos de detoxificacion
(metaloproteinas) posiblemente ayuden a la capida recupera-
cion del sistema (DeMuyNek & Duamnavr-Courrols, 1994 5
Marcano ef al,1996).
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