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Resumen 

Los ecosistemas marinos y terrestres se encuentran expuestos a muchos tipos de 

contaminantes entre los que se destacan los metales pesados, por su alta persistencia, 

no degradabilidad y toxicidad. Es por ello que muchos organismos se han utilizado  para 

evaluar  la presencia de estos elementos a niveles tóxicos. En el presente trabajo se 

utilizó Pyura vittata  para evaluar el efecto de una dosis subletal de cadmio sobre la 

población celular celómica durante exposición crónica.  Se estimó la dosis subletal a 96 h 

según la metodología propuesta por la Agencia de Protección Ambiental de los Estados 

Unidos, posteriormente se seleccionó una dosis subletal  de 0,015 mg/l de Cd  para la 

realización de los ensayos durante 21 días. Se determinó la incorporación del metal en el 

músculo hepatopáncreas, túnica y branquias. Se tomaron muestras de la fracción 

celómica a los 3, 7,15 y 21 días de exposición para evaluar la fracción de los celomocitos. 

Se obtuvo la fracción celómica y se realizó el conteo total de células,  porcentaje de 

células viables y porcentaje de cada uno de los tipos celulares. La dosis letal media para 

P. vittata expuesta a cadmio fue de 0,02 mg.L-1. Los resultados determinaron que  el 

cadmio  induce un incremento del número de celomocitos en períodos cortos de 

exposición, particularmente de las células tipo anillos, sin embargo, durante la exposición 

crónica de 21 días los organismos  tienden a normalizar el número de células.   

 

Palabras claves: Pyura vittata, cadmio, bioensayo crónico, células celómicas, 

bioacumulación 
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Abstract 

Effect of cadmium on the coelomic cellular response of Pyura vittata (Stimpson, 

1852) 

The marine and terrestrial ecosystems are exposed to many types of 

contaminants in which protrude the heavy metals by their high persistence, non-

degradability and toxicity. Many organismos have been used to assess the presence of 

these elements. In this paper Pyura vittata was used to evaluate the effect of a sublethal 

dose of cadmium on the coelomic cell population. Sublethal dose was estimated at 96 h 

following the methodology proposed by the Environmental Protection Agency of the 

United States later sublethal dose was selected for conducting chronic tests for 21 days. 

We determined the incorporation of metal in the hepatopancreas muscle, tunic and gills. 

Samples were taken from the coelomic fraction at 3, 7.15 and 21 days of exposure to 

assess the fraction of celomocitos. Coelomic fraction was obtained and performed total 

cell count, percentage of viable cells and percentage of each cell type. The median lethal 

dose for P. vittata exposed to cadmium was 0.02 mg/l. The results determined that 

cadmium induces an increase in the number of celomocitos in short periods of exposure, 

three days, however during chronic exposure of 21 days, the organisms tend to 

standardize the cell number. 

 

Key words: Pyura vittata, cadmium, chronic bioassay, coelomic cells, bioaccumulation  
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Introducción 

Como consecuencia de la industrialización y el crecimiento demográfico se han 

incrementado los niveles de cadmio en todos los componentes de la biosfera, pero en 

particular los cuerpos de agua son los más vulnerables, hasta tal punto que han llegado a 

constituir un problema de contaminación para organismos marinos y donde muchos 

sirven de alimento al hombre, pudiendo ocasionar efectos tóxicos a corto o largo plazo 

(10).  

El cadmio es un metal abundante en el medio acuático y terrestre, debido a que 

ingresa a estos ecosistemas a través de los desechos industriales urbanos. El valor límite 

legal en organismos acuáticos es 1 ppm, valores superiores son considerados altamente 

tóxicos (29). Además, la concentración de cadmio en el agua varía ampliamente, las más 

altas se han  observado en ríos lagunas y zonas costeras, que reciben aguas 

contaminadas por industrias electrónicas y metalúrgicas (12, 14) La toxicidad del cadmio es 

muy compleja y se basa en las múltiples posibilidades que tiene para enlazarse especifica 

e inespecíficamente a moléculas, así como la capacidad de reemplazar otros metales que 

desempeñan un papel importante en la actividad enzimática, reaccionando con grupos 

activos como carboxilo, fenol y otros, dependiendo de las condiciones redox del 

sedimento y de su especiación (8). 

Para monitorear la contaminación por metales en los ecosistemas marinos se han 

usado ciertas especies de organismos  entre las que se encuentran  las ascidias, sin 

embargo, entre los biomonitores marinos son los menos estudiados para evaluar 

toxicidad(3,4). Dado a que estas especies son capaces  de regular las trazas de estos 

metales y sobrevivir en ambientes contaminados por diferentes mecanismos tales como 

metalotioninas, gránulos, entre otros(20), cambios en las proteínas asociadas a estrés y 

metabolizaciones en el retículo endoplásmico(16).  

La ascidia Pyura vittata es un tunicado solitario, perteneciente a la familia Pyridae, 

clase Ascidiaceae, se localiza ampliamente en el Mar Caribe(28) y se han reportado en la 

zona costera del estado Sucre, específicamente en la bahía de Mochima, y al  sur del 
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Golfo de Cariaco a profundidades de 0,5 y 10 metros. Algunos trabajos sobre P.  vittata 

en el país se han dirigido hacia su morfología y distribución(5), sin embargo, no existen 

estudios toxicológicos para Venezuela. 

Los tunicados presentan una importancia significativa debido a su posición 

filogenética en comparación con los demás vertebrados, tienen un mecanismo de defensa 

que es análogo al sistema inmune adaptativo de los mamíferos, siendo la fagocitosis y la 

citotoxicidad celular probablemente la respuesta protectora de estos animales(21). 

En este estudio se persigue determinar el efecto tóxico del cadmio sobre las 

células celómicas de Pyura vittata a través del uso de una dosis subletal y su mecanismo 

de defensa ante la exposición crónica. 

 

Materiales y métodos 

Captura de ejemplares 

Los ejemplares de P. vittata se colectaron frente a la zona del Peñón, extremo 

oeste del golfo de Cariaco, estado Sucre, Venezuela, utilizándose buceo autónomo a 

profundidades entre 4 a 8 metros, luego se trasladaron los organismos al laboratorio de 

Biología Pesquera del Instituto Oceanográfico de Venezuela, en recipientes plásticos que 

contenían agua de mar y aireación, se aclimataran por una semana en acuarios de 25 l 

de capacidad debidamente aireados, temperatura 25 ± 2 °C, salinidad 36‰, pH 8-8,3).  

 

Determinación del Límite de tolerancia media (DL50) 

Después del período de aclimatación de los ejemplares, se procedió a la 

determinación del DL50  para el cadmio, para lo cual se utilizaron concentraciones que 

van desde 0,00225 mg/l a 2,25 mg/l siguiendo la metodología de Stephan(27). En base a 

estos resultados, se tomo como dosis subletal 0,02 mg/l, concentración que  garantizó la 

sobrevivencia de los organismos por un período  de 21 días. 
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Bioensayos de toxicidad 

Los ejemplares de P vittata fueron colocados a una dosis subletal de 0,015 mg/l, 

utilizando un modelo de bioensayo estático de larga duración con renovación de metal 

cada 24 h, con el que se evaluó la incorporación de cadmio en los diferentes tejidos y la 

respuesta celular en los días 0, 3, 7, 15, y 21, una vez comenzado el bioensayo.  

 

Análisis de celomocitos 

Para los análisis celulares se extrajeron células del fluido celómico, y luego se 

colocaron  en una cámara de Newbauer y fueron contadas según la metodología APHA(1), 

tomando en cuenta sólo los campos periféricos utilizados para contar el número de 

leucocitos. Se cuantificaran utilizando la fórmula: Nº= Total de células/ml de los 4 

campos 104/4. Se determinó el porcentaje de células viables utilizando una coloración de 

azul de tripano, estas células se midieron por conteo diferencial, aquellas que 

presentaran tinción se tomaron como muertas y las que no  como vivas. Se realizaron 

frotis para establecer los tipos de células siguiendo la metodología señalada por Fuke(13). 

 

Análisis estadísticos 

Se realizaron análisis de varianza de una vía entre las variables estudiadas con 

respecto al tiempo de exposición al Cd,  también se realizó un análisis de varianza para 

evaluar el contenido de cadmio en los tejidos. Cuando las diferencias resultaron ser 

significativas se realizaron pruebas a posteriori aplicando el paquete estadístico de 

STATGRAPHICS 5.0. 

 

Resultados y discusión 

Los resultados de la prueba de toxicidad de la dosis letal media (DL50) a 96 horas 

de exposición a Cd,  fue de 0,02 mg/l, lo cual denota la gran sensibilidad de esta especie 

para el metal. Esto coincide con los  patrones reportados por Reish en 1984 para algunas 

especies marinas expuestas al mismo metal: poliquetos (0,02-12) mg/l; moluscos (2,2-
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35) mg/l. y crustáceos (0,01-47) mg/l.  El límite DL50 presentado en este trabajo 

demuestra baja tolerancia de la especie P vittata al cadmio, con un concentración media 

tóxica ubicada en el límite inferior señalado por Reish(22) en la literatura para poliquetos. 

La incorporación de cadmio presentó diferencias significativas entre los tejidos 

analizados (Tabla 1), él hepatopáncreas y las branquias presentaron la mayor 

bioacumulación con concentraciones de 3,834 ±1,403  y 4,067 ±1,337 µg/g de masa 

seca respectivamente, mientras que el músculo presentó  la menor tasa de 

incorporación. La cinética de incorporación de metales en invertebrados ha demostrado 

que los tejidos parenquimatosos presentan siempre las mayores concentraciones del 

metal, principalmente en los branquias y hepatopáncreas y esto se ha atribuido a que los 

mismos pueden metabolizar estos elementos a través del enlazamiento a proteínas de 

alto y bajo peso molecular como por ejemplo proteínas ricas en cisteínas no 

metalotioninas  y metalotioninas(24,25).  

Por otro lado, la cinética de incorporación de cadmio en todo el tejido blando de 

los ejemplares,demostró un incremento creciente a lo lardo del tiempo de exposición, 

llegando a alcanzar una concentración media en el organismo de 0,393±0267 µg/g de 

masa seca a los 15 días de exposición. Concentración que se mantiene en el mismo 

orden hasta los 21 días de exposición. Esta cinética de incorporación demuestra que el 

organismo  al final del bioensayo estabiliza los niveles del metal en los tejidos, pudiendo 

estar asociado a la capacidad de carga que puede tolerar el organismo y a la activación 

de mecanismos de depuración (Fig 1). 

El número total de células de P. vittata presentaron diferencias significativas (Fs= 

5,82; P= 0,0019) durante los días de exposición al metal (0, 3, 7, 15 y 21), con valores 

comprendidos entre 193,792 hasta 351,25 células (Fig 2). Este último se correspondió 

con el número de células determinados durante el tercer día de exposición, siendo este 

día significativamente mayor al resto de los días evaluados. Estos resultados demuestran 

que hubo un aumento en la actividad celomopoyetica, como respuesta a la presencia del 

metal en cortas exposiciones (3 días), sin embargo, al continuar la exposición al metal 

los organismos logran alcanzar concentraciones similares a las iniciales. Esto demuestra 
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que las respuestas a este nivel son  las primeras en manifestarse, como mecanismo de 

defensa ante la presencia de cadmio.  

Los resultados obtenidos en la respuesta inmune en diferentes organismos ha sido 

controversial ya que algunos autores han determinado disminución del número de células 

cuando los organismos son expuestos a metales pesados, pero otros no muestran 

cambios. En estudios realizados con el poliqueto Eurythoe complanata expuestos a 

compuestos orgánicos, mostraron una inmunosupresión(17) durante cortas exposiciones, 

sin embargo,  para algunos bivalvos se ha determinado  que no existe variación en el 

número de hemocitos, pero si en algunos tipos celulares(14). Tal como ha sido señalado 

por varios autores, las respuesta  a nivel de las células de la hemolinfa o el celoma  

constituyen respuestas inespecíficas(2) ante la presencia de cualquier cuerpo extraño y 

estas varían ampliamente de acuerdo al toxico.  

Se  caracterizaron cuatro tipos celulares de acuerdo a la clasificación  señalada 

por Fuke(13), los cuales son  amebocitos no granulares (hialinos), amebocitos granulares, 

morula y anillos. Las células tipo anillo son las células más abundantes en relación a los 

hialinos y la mórula (Fig 3) 

El contaje diferencial celular no mostró diferencias significativas en relación con 

los días de exposición crónica al metal (Fs=0,13; p=0,967), sin embargo, mostraron 

diferencias entre los tipos celulares (Fs=58,64; p=0,000),  los anillos presentaron la 

mayor proporción (75,40 %) y los amebocitos hialinos la menor (0,40 %). Por el 

contrario,  Biggs y Swinehart (1979) encontraron que los amebocitos en la Ascidia 

ceratodes presentaron el mayor porcentaje, seguido por los anillos, indicando que los 

amebocitos están involucrados en el metabolismo de los metales o cualquier otro tipo de 

xenobiótico. Los tipos de células de los tunicados presentan características externas muy 

diferentes al compararlas entre ellos(13), no obstante, los grupos celulares encontrados en 

P. vittata coinciden con el patrón reportado por algunos autores(7, 23, 26). 

Aunque no se evidenciaron diferencias significativas en los tipos celulares durante 

los tiempos de exposición al cadmio, se pudieron apreciar tendencias  en los tipos 

celulares  (Fig 4) Las células tipo anillos se incrementaron de acuerdo al tiempo de 
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exposición a cadmio, mientras que los amebocitos decrecieron. Las células tipo mórula se 

incrementaron hasta el día 7 y luego comenzaron a descender hasta el final del ensayo.  

Al tercer día de exposición a Cd el número total de células se incremento 

significativamente producto del aumento de las células tipo anillo y las mórulas y una 

disminución de los amebocitos. Cuando los ejemplares alcanzan los 21 días de exposición 

los amebocitos han disminuido aún mas y los anillos son la principal célula de la 

hemolinfa para este período, llegando a alcanzar el 83% del total celular, lo que 

demuestra una activa participación ante la presencia de Cd, por otro lado existe una 

supresión de los amebocitos que también podrían estar involucrados en la toxicidad del 

cadmio tal como lo señala Biggs y Swinehart(6).   

El contaje diferencial celular se ha empleado en muchos anélidos como parámetro 

celular en ensayos toxicológicos. Rodríguez-Grau et al.(23), estudiando el efecto de PCB 

sobre Lumbricus terrestres, observaron que las subpoblaciones celulares eran afectadas 

(basófilas, acidófilas y transicionales) e indican que la población de células basófilas 

decrece después de estar sometidas por 5 días al xenobiótico. De la misma manera, 

ocurre con las funciones inmunológicas fagocitosis y formación de rosetas “E” y “S”. Es 

importante destacar que la población de células basófila ha sido identificada como la más 

activa subpoblación inmune(9,18).  

Se determinaron diferencias significativas (Fs= 3,135**; 0,032) entre la viabilidad 

celular durante los días de exposición. La viabilidad celular mostró valores desde 91,1667 

% hasta 98,333 %. (Tabla 2). Aunque se evidenciaron diferencias significativas, estas no 

parecen estar asociadas a la presencia del metal, pues la menor viabilidad de  las células 

se presenta durante el periodo previo a la incorporación del cadmio, de tal forma que el 

metal no parece afectar la viabilidad de las células a las dosis aplicadas en la presente 

investigación. Sin embargo, algunos trabajos  han demostrado  disminución de la 

viabilidad ante la presencia de metales y otros tipos de xenobioticos en tunicados(21).  

Debido a que la viabilidad celular en P. vittata se mantuvo sin efectos atribuibles a 

la presencia del metal se puede señalar que existe una buena capacidad de 

inmuncompetencia,  ya que existen trabajos que indican que esta característica es 



 

RETEL Sertox © Copyright 2003 

 

Pág/10 

favorable para la evaluación toxicologíca sobre respuestas humorales y celulares del 

sistema inmunitario y permite estudiar el posible efecto directo sobre el sistema 

inmunológico de la especie(11), particularmente aquellas células que  son afectadas 

significativamente en número y forma. Particularmente en el presente trabajo las células 

tipo anillos que se incrementaron durante todo el proceso de exposición  y los 

amebocitos granulares que presentaron un comportamiento inverso (Fig 3) son 

respuestas celulares importantes ante la presencia del Cd. Estas últimas, también 

llamadas células citotóxicas, están constituidas por gránulos  y presentan  vacuolas que 

contienen enzimas oxidativas y sustratos polifenólicos, que generan especies 

reactivas(19). De esto se deduce que estas células aparentemente están comprometidas 

con la citotoxicidad del cadmio.  

En conclusión,  el cadmio causó efectos  en las reacciones inmunológicas del  

tunicado, demostrándose  una estimulación en la formación de células tipo Anillo, mórula 

y una disminución de los amebocitos. La causa de la conexión implícita entre las 

reacciones inmunes innatas y la defensas antipatogenicas, demuestran la gran capacidad 

de los tunicados de defenderse de agentes extraños. Muy poco es conocido acerca de las  

de las respuestas celulares  ante la presencia de metales pesados por lo que es necesario 

llevar a cabo estudios sobre la distribución de cadmio en la fracción celómica de P. vittata 

y las respuestas particulares de cada tipo celular. 
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Tabla 1.- Bioacumulación de cadmio en los tejidos del tunicado P. vittata 

expuestos a 0,015 mg/l de Cd durante 21 días de exposición. Se 

presentan los valores promedios ± la desviación estándar. (Fs = 
5,576***, P ≤ 0,001) 

 

Tejidos Concentración 

Músculo 0,186 ±0,276 

Hepatopáncreas 3,834 ±1,403 

Branquias 4,067 ±1,337 

Túnica 0,894 ±1,754 

 

 

Figura 1. Concentración de cadmio en tejido blando de P. vittata expuesto a 
0,015 mg/l de Cd durante 21 días. La barra indica la desviación estándar, la 

línea superior e inferior el rango y la línea gruesa la media. (Fs = 13,528***, P 

≤ 0,000) 
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Figura 2. Número total de células de P vittata expuesto a 0,015 mg/l de Cd 

durante 21 días. La barra indica la desviación estándar, la línea superior e 

inferior el rango y la línea gruesa la media. (Fs = 5,82**; P ≤ 0,002) 
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Figura 3.- Tipos células de la hemolinfa de P. vittata. Clasificación de acuerdo a 

Fuke (1979). 
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Figura. 4. Variación en porcentaje de los tipos de células del tunicado P. vittata  

expuestos a 0,015 mg/l de Cd durante 21 días.  (tipos de células, Fs  cél. = 

7,221***, P ≤ 0,05;  tiempo de exposición Fs =0,13ns, P=0,967). 
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Tabla 2.- Viabilidad celular del tunicado P. vittata expuestos a 0,015 mg/l de Cd 

durante 21 días de exposición. Se presentan los valores promedios ± la 

desviación estándar. (Fs = 3,135**; P ≤ 0,032). 

 
 

Días Viabilidad exposición  

0 91,16 ±10,02 

3 99,00±1,67 

7 97,33±3,20 

15 100 

21 98,61 ±1,75 
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