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RESUMEN

EI naflaleno es uno de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) mas

abundantes en los ecosistemas acuaticos y puede causar alteraciones en

sistemas fisiol6gicos como ei sistema inmune de organismos expuestos a este

xenobi6tico. EI osti6n de Cortez (Crassostrea corteziensis) es una especie de

molusco nativa del Pacifico tropical oriental, que ademas de su importancia

ecol6gica, es explotado de manera comercial en la regi6n noroccidental de

Mexico. Sin embargo, al ser los ostiones organismos sesiles y con alta tasa de

filtraci6n de agua, son blanco del efecto de contaminantes presentes en el agua, 10

que puede afectar la salud de estes organismos y la productividad acuicola. EI

objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la exposici6n subaguda a

naftaleno sobre mecanismos de la respuesta inmune humoral (concentraci6n de

6xido nitrico, actividad de fenol oxidasa y lisozima) del ostian (C. corteziensis).

Ostiones (n=30) se colocaron en peceras con 5 L de agua de mar filtrada y se

expusieron a naftaleno (1, 20 y 50 1J9/L) por un periodo de 1, 3, 5 Y 7 dias.

Posteriormente, se extrajo hemolinfa del musculo aductor para determinar la

concentraci6n de 6xido nitrico (ON), mediante la reacci6n de Griess. Por otra parte

en glandula digestiva se determin6 la actividad de fenoloxidasa (FO) y lisozima,

mediante la determinacion de la oxidaci6n de L-DOPA y el metoda turbidimetrico,

respectivamente. Los resultados obtenidos indican que el naftaleno, en las

condiciones evaluadas, desregul6 de manera significativa los parametros

evaluados; sin embarg6 no se observa un patr6n (incremento/decremento) de

alteraci6n dosis 0 tiempo dependiente. Los resultados obtenidos sugieren que la

exposici6n subaguda de esta especie de molusco al hidrocarburo puede provocar

mayor susceptibilidad a infecciones y por ende afectar la producci6n ostricola.



1. INTRODUCCI6N

1.1. Generalidades y fisiologia del osti6n.

Los ostiones son invertebrados que pertenecen al Phylum Mollusca de la c1ase

bivalvia. Existen dos generos de ostras Ostrea y Crassostrea, de las cuales,

Crassostrea posee las dos conchas rugosas y es mas resistente a factores como

temperatura y salinidad, en comparaci6n con el genero Ostrea (Castillo-Rodriguez

y Garcla-Cubas, 1984; Cabrera et al., 2008).

En general los moluscos bivalvos, son organismos de habitos bent6nicos (del

griego benthos, "fondo marino"), de simetria bilateral provistos de una concha

externa (exoesqueleto) formada por dos piezas 0 valvas (Figura 1) unidas por un

ligamenta (Iigamento de la charnela). las cuales se abren y cierran por acci6n del

musculo aductor. Ademas esta constituido de tejido y 6rganos internos entre los

que destacan: 1) manto, con funci6n sensorial; 2) branquias 0 ctenidios, que

participan en la respiraci6n y alimentaci6n; 3) sistema digestivo, el cual es sencillo

y junto con numerosos ductos primarios y secundarios forman la glandula

digestiva; 4) coraz6n, donde la sangre es impulsada desde el ventriculo hasta las

branquias para oxigenarse y volver a las auriculas y 6) g6nada, que junto con una

serie de tubulos 0 foliculos a cada lado del cuerpo constituyen el aparato

reproductive (Figura 2) (Rodriguez de la Rua et al., 2002; L6pez y Urcuyo, 2008).

EI sistema circulatorio de los ostiones es un sistema abierto, es decir la hemolinfa

y los hemocitos no se encuentran s610 en el interior del corazon y vasos, sino que

se encuentran en senDs y tejidos (Rodriguez de la Rua et al., 2002). La

alimentaci6n de estos organismos se lIeva a cabo por filtraci6n de agua y es

favorecida por secreciones mucoides del manto, cuya composici6n depende del

tipo de partlcula a transportar, este habito alimenticio permite concentrar s61idos

disueltos en agua y xenobioticos en los tejidos blandos (Parra-Laca et al., 2010;

Gir6n-Perez y Barr6n-Vibanco, 2010).



Figura 1. Morfologiaexternadelostl6n. Conchaexterna rugosa (exoesqueleto): la
superficie extema de las valvas esta constituida por la sobreposici6n de finas
laminas dispuestas concentricamente que dan lugar ala formaci6n de anillos 0

estrlasde crecimiento (Tomadode: L6pazyUrcuyo, 2008)

Figura 2. Morfologia y anatomla interna del ostl6n. En la imagen se muestra la
ubicaci6ndelmanto, aparatodigestivoysistemacirculatorioen moluscos (Tomadode
L6pezy Urcuyo, 2008)



1.2. Mecanlsmos de defensa de moluscos blvalvos

EI sistema inmune es uno de los principales sistemas fisiol6gicos en los

organismos acuaticos, esta compuesto por mecanismos celulares y humorales

que los protegen contra pat6genos (Vargas-Albores y Barracco, 2001; Gir6n­

Perez, 2010). AI igual que en vertebrados, los moluscos bivalvos presentan

barreras flsicas y quimicas, las cuales son las primeras barreras que deben de

atravesar los pat6genos para acceder al interior de un organismo. En el caso de

los ostiones las barreras se encuentran formadas por la concha y por el mucus, el

cual a su vez posee componentes humorales (Galloway y Depledge, 2001); una

vez superadas estas barreras flsicas y qulmicas, los componentes celulares y

humorales logran la eliminaci6n 0 neutralizaci6n del antigeno extrai'\o. En el osti6n,

los mecanismos de defensa humorales estan compuestos por protelnas que se

encuentran disueltas en la hemolinfa, como lectinas, Iisozima, fenoloxidasa y

peptidos antimicrobianos (Sauve et a/., 2002); mientras que el componente de la

inmunidad celular esta mediado por los hemocitos, que son las celulas circulantes

presentes en fluidos extrapaleales y en hemolinfa (ShOderh~l, 2010).

1.2.1. Hemocitos y Fagocitosis

EI termino hemocito fue acuf'iado por Farley (1968) para denominar a las celulas

sanguineas de los moluscos bivalvos. Los hemocitos se encargan de eliminar los

antigenos y particulas extrai'\as mediante fagocitosis a traves de mecanismos

dependientes e independientes de oxlgeno. Los primeros implican la producci6n

de metabolitos reactivos de oxlgeno como el ani6n super6xido (0£), per6xido de

hidr6geno (H202) y 6xido nitrico (ON); ademas de compuestos intermediarios con

actividad bactericida como el peroxinitrito (ONOO') (Cajaraville y Pal, 1995; Sauve

et a/., 2002; Pruzzo et a/., 2005). Mientras que los mecanismos independientes de

oxigeno incluyen a hidrolasas lisosomales (Iisozima, fosfatasas, esterasas,

proteinasas y glicosidasas) asi como peptidos y proteinas microbicidas. Por otra



parte, los hemocitos, ademlfls de la funci6n inmune, estlfln implicados en otras

funciones fisiol6gicas como: reparaci6n de heridas y de la concha, funciones

digestivas y transporte de nutrientes (Anderson, 1996; Chu, 2000; Roberts et a/.,

2009; Shoderhlil,2010).

1.2.2. Lisozima

La lisozima (E.C.3.2.1.17) fue descubierta en 1921 por Alexander Fleming, es una

enzima que hidroliza el enlace (3-1,4 entre el acido N-acetilmuramico y la N­

acetilglucosamina (Figura 3) presente en el peptidoglicano de la pared celular

bacteriana, con una mayor actividad microbicida contra bacterias Gram positivas

(McDade y Tripp, 1967). La lisozima se almacena en el interior de los Iisosomas

de los hemocitos y su liberaci6n al medio extracelular se estimula por los procesos

de fagocitosis (Cheng, 1975; Mohandas et al., 1985). EI mecanisme de Iiberaci6n

de esta enzima a la hemolinfa, se lIeva a cabo a traves del proceso de

desgranulaci6n (Cheng, 1975; Cheng, 1983). Ademas de su funci6n de defensa, la

Iisozima tiene funciones digestivas. En algunas especies de moluscos como

Mytilus edulis, Modiolus modiolus, Chlamys opercularis y Tellina tenuis, se ha

detectado una mayor concentraci6n de esta enzima en los tejidos asociados con

procesos digestivos (McHenery et al., 1979). La actividad Iitica de la Iisozima se ha

demostrado en varias especies de bivalvos, como la ostra americana, Crassotrea

virginica (Xue et al., 2004; Itoh y Takahashi, 2007; Xue et al., 2007) y la ostra

japonesa, Crassostrea gigas (Matsumoto et al., 2006; Itoh y Takahashi, 2007).

A la fecha, se han descrito dos tipos de lisozimas en Crassostrea spp. la "tipo i"

(tipo invertebrado) y la "tipo g" (tipo ganso); del primer tipo se han descrito tres

isoformas para C. virginica (Cv-iLys1, Cv-iLys2 y Cv-iLys3) y tres para C. gigas

(Cg-iLys1, Cg-iLys2 Y Cg-iLys3) las cuales difieren en su funci6n, propiedades

moleculares y bioquimicas, (Itoh y Takahashi, 2007; Xue et al., 2007; Xue et al.,



2010}; y del segundo tipo de isoforma se ha descrito solo para C. gigas (Itoh y

Takahashi,2009).

v~,~ v;:lj;,~ v~·,~
'o~'O~'0'*-r1'o~o,

H ':'" YH!,IH H t;lH yH ~
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Figura 3. Mecanismo de acci6n de lisozima. Ruptura del enlace glicosidico P-1,4,
caracteristicode los peptidoglicanos bacterianoscuyo disacarido constitutivo es N­
acetilijlucosamina (NAG) y N-acetilmuramico (NAM). (Tornado de: Veet-Donald et al.,
2007)

La funci6n de cada isoforma "tipo i"de lisozima depende de su sitiodelocalizaci6n

en el osti6n. Por ejemplo en Crassostrea virginica la isoforma Cv-iLys1 se

encuentra principalmente en los palpos labiales, el manto y en menor cantidad en

las branquias, saco del estilete, intestino medio, glandula digestiva yg6nadas; en

este sentido, debido a que el epitelio de estos 6rganos estan expuestos al

ambiente y a estimulos antiglmicos ex6genos, se propone que la principal funci6n

de Cv-iLys1 es de defensa (Xue et al., 2007). Mientras que la isoforma Cv-iLys2 se

encuentra en la glandula digestiva y en menor cantidad en el estilete cristalino,

ademas de expresarse en celulas bas6filas de los tubulos digestivos, por 10 que su

funci6n es digestiva (Xue et al., 2007). Por otra parte, la lisozima Cv-iLys3 de

acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas, comparte caracteristicas funcionales y

fisicoquimicas con la Iisozima Cv-iLys1 y Cv-iLys2, por 10 que, posiblemente esta

isoforma tiene una funci6n dual, tanto de defensa como en la digesti6n (Xue et al.,

2010).

En C. gigas tambien se han descrito tres tipos de isoformas de lisozima tipo i (Cg­

iLys1, Cg iLys2 Y Cg iLys3-) (Matsumoto et al., 2006; Itoh y Takahashi, 2007; Itoh

et al., 2010). Cg-iLys2 s610 se detect6 en las celulas del tubulos digestivos, 10 que



sugiere una funci6n digestiva (Itoh y Takahashi, 2007). Por su parte Cg-iLys1 y Cg

iLys3, se encuentran en el manto y su funci6n esta implicada en la defensa y su

actividad esta en relaci6n con las variaciones del ambiente (Matsumoto et al.,

2006; Itoh etal., 2010).

1.2.3. Sistema fenoloxidasa

La fenoloxidasa (FO) es una enzima dependiente de cobre, que cataliza la

reacci6n que convierte sustancias fen61icas (3,4-dihidroxifenilalanina 0 L-DOPA) a

quinonas inestables (dopaquinona). Estas son sustancias que continuan su

transformaci6n por via no enzimatica hasta IIegar a la melanina (Figura 4), la cual

tiene actividad fungistatica (Nappi y Vass, 1993). La enzima FO se presenta

inicialmente de manera inactiva en forma de pro-fenoloxidasa (proFO), la cual se

activa debido a estimulos como la presencia de componentes de pared celular de

levadurasybacterias(I3-glucanos, lipopolisacaridos opeptidoglicanos) (Ratcliffe et

al., 1991). EI paso precursor de proFO a la forma activa FO, requiere de una

ca~cada de senales mediadas por serin-proteasas, para generar como producto

final la melanina (Figura 4) (Soderhall y Smith, 1986). La activaci6n de FO en

invertebrados como los moluscos, se debe a una cascada de acontecimientos

semejantes a los que activan a las proteinas del complemento en los verberados

(Danilova, 2006). La existencia del sistema proFO se ha demostrado en varios

tipos celulares pertenecientes a diferentes especies de moluscos, incluido

Crassostrea spp. (Hellio et al., 2007) y su principal papel se centra en los procesos

de melanizaci6n yen la sintesis de adrenalina (Coles y Pipe, 1994), ademas la FO

puede activar diferentes procesos inmunes como la fagocitosis y la encapsulaci6n

(Soderhall y Smith, 1986).
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Figura 4. Sistema fenoloxldasa. Activaci6n del sistema profenoloxidasa,
desencadenada por componentes de la superficie de microorganismos (Tomodade
SOderhAllyCerenlull998)

En moluscos existen tres tipos de FO: 1) tirosinasa (EC 1.14.18.1). 2) catecolasa

(EC 1.10.3.1) Y 3) lacasa (EC 1.10.3.2). Los tres tipos de FOs tienen como

sustrato o-difenoles, tales como L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA; actividad

catecolasa). Sin embargo, entre estas tres enzimas solamente las tirosinasas

pueden hidroxilar monofenoles, tales como L-tirosina (actividad

monophenoloxidasa), y s610 lacasas pueden oxidar m- y p-difenoles, 0

compuestos aromaticos que contienen grupos amina, tales como p-fenilendiamina

o PPD (actividad lacasa) (Thurston, 1994; Solomon at al., 1996). En tejidos de

Crassostraa spp., como hemolinfa, glandula digestiva, manto y branquias, se han

identificado s610 dos tipos de FOs, catecolasa y lacasa (Hellio at al., 2007; Luna­

Acosta at al., 2010; Luna-Acosta at al., 2011a, y Luna-Acosta at al., 2011b).



1.2.4. 6xido nltrico

EI 6xido nltrico (ON) es un mediador quimico end6geno y se sintetiza a partir de L­

arginina por la enzima 6xido nltrico sintetasa (NOS), su vida media y acci6n

biol6gica es muy corta, por 10 que es rapidamente oxidado a metabolitos estables

como el nitrito (NOn y nitrato (N03-) (Figura 5) (Gorocica et al., 1999). En

moluscos como Crassostrea spp. el ON es producido por los hemocitos, en

respuesta a estlmulos antigenicos (Arumugan et al., 2000; Villamil et al. 2007). No

obstante, los mecanismos moleculares que regulan la producci6n de ON en estas

celulas es poco conocido (Nakayama y Maruyama, 1998; Torreilles y Romestand,

2001). EI ON tiene numerosas funciones, entre elias la regulaci6n del tone

vascular, la senalizaci6n celular y la eliminaci6n de pat6genos en respuesta

inmune inespeclfica (Moncada et al., 1991; Sanchez Hernandez, 2003); ademas

de actuar como una molecula altamente citot6xica y microbicida (MacMicking et

al., 1997; Rivero, 2006). Debido a su naturaleza no polar, el ON puede atravesar

facilmente las membranas de pat6genos, 10 que provoca dana al DNA, proteinas,

Iipidos y enzimas. EI ON tambilm reacciona con el anion superoxido (02),

generado durante el estallido respiratorio, para producir peroxinitrito (ONOO-), un

compuesto con mayor toxicidad y con actividad antibacteriana y antiviral (Fang,

2004).
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Figura 5. Generacion de oxido nitrico. Participaci6n de la enzima 6xido nltrieo
sintasa y la formaei6n de sus metabolitos estables, nitritos y nitratos (Tornado de'
Gorocicaetat., 1999).



1.3.Acuicultura de bivalvos en el mundo, Mexico y Nayarit: Estadisticas y

problematicas

EI termino acuicultura se refiere al cultivo de organismos acuaticos: peces,

reptiles, anfibios, crustaceos, moluscos, plantas y algas para la producci6n de

alirnento 0 algOn otro prop6sito por parte del humane (FAO, 2010). En el ana

2010, la producci6n mundial de organismos a traves de la acuicultura, estuvo

conformada por peces de agua dulce (56.4%), moluscos (23.6%), crustaceos

(9.6%), peces diadromos (6.0%), peces marinos (3.1%) y otros animales acuaticos

(1.4%). Producci6n que represent6 ganancias estimadas en 119,400 millones de

d61ares arnericanos (FAO, 2010).

En el marco de la acuicultura mundial, el cultivo de moluscos es la segunda

actividad en importancia con una producci6n de 14.2 millones de ton/ano (FAO,

2010), de los cuales 4.5 millones ton/ano corresponden a ostras (FAO, 2010).

Particularmente en Mexico se producen cerca de 50,000 ton/ano de este tipo de

moluscos (CONAPESCA, 2013) Y de acuerdo al Anuario Estadistico de

Acuacultura y Pesca (2011) de Mexico, de la producci6n pesquera nacional e191%

del osti6n es generado a traves de la ostricultura (CONAPESCA, 2011). En este

contexto, el osti6n del Pacifico (C. gigas) es una de las principales especies. Sin

embargo, otras especies que destacan en nuestro pais son: osti6n americana (C.

virginica) , cultivado principalmente en el Golfo de Mexico y el osti6n de Cortez (C.

corteziensis) cultivado en el Pacifico (Polanco, 2002).

En Mexico, dentro de las actividades pesqueras y acuicolas la producci6n de

osti6n ocupa el sexto lugar siendo Veracruz el estado can mayor producci6n de

este molusco (27, 298 ton/ano), seguido de Tabasco (12,998 ton/ana) y Nayarit (2,

071 ton/ano). En el Pacifico mexicano la principal especie que se explota es el

osti6n Cortez (Crassostrea corteziensis) can una producci6n aproximada de 1,500

ton/ana. De esta manera, el estado de Nayarit', ocupa el primer lugar de



producci6n de osti6n en esta zona (Tabla 1), con una derrama econ6mica

aproximada de $ 18.5 millones de pesos (CONAPESCA, 2011).

Tabla 1. Produccl6n deostl6n en Mblco, durante el periodo 2002-2011

VERACRUZ 24.877 24,451 21.853 24,382 21,383 24,198 21.759 19,942 28,328 27,298

TABASCO 20.814 20,785 21,458 18,391 19,800 20,053 17,173 18,171 18.908 12,998

NAYARIT 1,259 783 997 1,120 1,423 1.418 1,085 2,071

TAMAUUPAS 1,251 1,031 789 849 2,047 1,154 1,214 1.883 1,865 1,478
BAJA CALIFORNIA 308 819 878 988 718 932 1,077 1,005 1.833 1,157

BAJA CALIFORNIA SUR 509 486 863 591 737 812 83S
417

573
GUERRERO 125 238 183 233 482

CAMPECHE 1,186 1,089 860 971 887 544 325 317 479 349

OAXACA lZ2 51 1,270 91 80 138 104
486 1,089 282909 744 585 1,241

TomadadelAnuarioestadlsticodeaculcuhura ypesca 2011

EI osti6n C. corteziensis es una especie nativa que se distribuye desde el Golfo de

California hasta Panama, siendo muy abundante, desde Sonora hasta Nayarit

(Maz6n-Suastegui, 1996). Esta especie tiene una posici6n importante en el

mercado regional y nacional por su alto valor nutricional, excelente sabor y por ser

una fuente de empleo, ademas de tener un gran potencial para la acuicultura

debido a su rapido crecimiento y aceptaci6n (Caceres-Puig et al., 2007).

No obstante al exito de la ostricultura, en la actualidad esla aclividad se ha visto

limitada por problemas diversos en los sitios de cultivo, con un impacto negativo y

sustancial en la producci6n de este molusco. Entre los principales problemas se

encuentran: 1) producci6n inconsistente de semilla (calidad y cantidad), 2)

enfermedades emergentes provocadas por microorganismos, como OsHV-1 y

Perkinsus marinus (Vazquez-Juarez, 2006; Caceres-Martinez, 2008; Enrlquez­

Espinoza, et al., 2010), 3) variaci6n sustancial en factores ambientales de los sitios

de cultivo (temperatura, salinidad, oxigeno, concentraci6n de clorofila 0 seston)

(Maz6n-Suastegui et al., 2009; Chavez-Villalba et al., 2010) y 4) mareas rojas y

contaminantes, como metales pesados, plaguicidas e hidrocarburos (FAO, 2012).



En particular, el problema de la contaminaci6n ha recibido especial atenci6n

debido a que puede provocar efectos sobre las funciones metab61icas y

mecanismos de detoxificaci6n, causando mortandad masiva de estes organismos.

Ademas, la exposici6n cr6nica a contaminantes puede alterar los mecanismos de

defensa del osti6n, hacilmdolo mas vulnerable a infecciones por parasitos y

bacterias (G6mez-Mandikute y Cajaraville, 2003; Gagnaire et a/., 2006; Matozzo et

al., 2009; Gopalakrishnan etal., 2011; FAO, 2012).

1.3.1. Contaminacion en ecosistemas estuarinos como problema en

acuicultura de bivalvos

Los ecosistemas estuarinos son sistemas fJuvio-marinos sometidos a la influencia

de las mareas, caracterizados por procesos de ingreso y mezcla de agua marina

con aportes de agua continental, corrientes que son variables en el espacio y en el

tiempo (Ibanes et al., 2009). Estos ecosistemas son el receptaculo final de

contaminantes de origen antropoglmico, 10 que implica consecuencias ecol6gicas

(Gagnaire et al., 2006), ya que no 5610 ponen en peligro a las especies que

habitan esas zona, sino tambien a la producci6n pesquera y por 10 tanto la

economia (Paez-Osuna, 1999; Boonyatumanond et al. 2006).

En los ecosistemas estuarinos se presentan cambios atribuibles a la

contaminaci6n de aguas con materia organica y productos quimicos, debido a la

acci6n humana y por ciclos naturales del ambiente (Morales-Boj6rquez, 2009). En

cuanto al efecto de las actividades humanas, los ecosistemas acuaticos

tradicionalmente han sido el vehiculo y dep6sito final de un sinnumero de

contaminantes (microorganismos, metales, plaguicidas e hidrocarburos) que

ingresan por diferentes vias, tales como: efJuentes domesticos e industriales,

aportes de agua de lIuvia y de riego agricola, 0 como resultado de derrames

accidentales (Gir6n-Perez y Barr6n-Vibanco, 2010).



Uno de los principales contaminantes de ecosistemas estuarinos son los

hidrocarburos aromaticos policlclicos (PAHs) que son moleculas moderadamente

estables, cuya presencia ha side atribuida principalmente a derrames de

combustibles f6siles. No obstante, los desechos municipales e industriales son

tambien fuentes de aporle de estes contaminantes (Douben, 2003). Los PAHs

pueden causar efectos en la morbilidad y morlalidad de especies acuaticas con

imporlancia econ6mica, por 10 que el estudio de estes contaminantes debe ser

atendido. En este contexto, los bivalvos marines como los ostiones son

frecuentemente blanco de este tipo de sustancias, debido a que son organismos

sedentarios, estan ampliamente distribuidos y poseen alta tasa de filtraci6n. Estos

factores favorecen la captaci6n y bioacumulaci6n de los PAHs (Gir6n-Perez y

Barr6n-Vibanco, 2010; Campa-C6rdova et al., 2011); 10 que compromete el

crecimiento, la reproducci6n y la supervivencia de estes organismos (Gagnaire et

al., 2007).

1.3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los PAHs

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) son compuestos formados por

dos 0 mas anillos aromaticos fusionados entre si, constituidos por atomos de

carbono e hidr6geno (Figura 6) (Douben, 2003; Mastandrea et al., 2005). En

general los PAHs tienen baja solubilidad en agua, son poco volatiles, altamente

Iipofilicos y se ha establecido que en organismos acuaticos como peces y

crustaceos el factor de bioconcentracion de estos compuestos es proporcional a

su peso molecular (ATSDR, 1995; Douben, 2003).

Los PAHs se forman principalmente durante la combustion incompleta del carb6n,

petr61eo, gas, madera, basura 0 cualquier otra sustancia que contenga alguna

cantidad de materia organica. Pueden encontrarse en el asfalto utilizado en la

construcci6n de caminos, en sustancias como aceite crudo, carbon y alquitran de



carb6n entre otros. Usualmente estan presentes casi en cualquier substrato de la

naturaleza, incluido el agua costera (ATSDR, 1995).

Figura 6. Estructuras quimica de PAHs: a) Naftaleno, el PAHs con estructura mas
senciliaformadopordosaniliosbencenicosyb)Benzo[a)pireno, formado porcinco
aniliosbencenicos(Tomadode:ATSDR,1995).

En ecosistemas acuaticos, uno de los PAHs mas abundante es el naftaleno, el

cual esta presente en las fracciones solubles de los aceites petrogenicos (Hansen

et a/., 2007), la cual constituye una de las fracciones mas t6xicas del petr61eo para

la vida marina (Vijayavel etal., 2004).

1.3.2.1. Naftaleno

EI naftaleno, tambilln lIamado naftalina es el hidrocarburo aromatico policiclico

mas sencillo, su estructura quimica esta compuesta de dos anillos bencenicos

unidos entre sl (Figura 7). Es un s61ido blanco que se evapora facilmente, es poco

soluble en agua y se produce naturalmente cuando se queman combustibles,

tabaco 0 madera (Medina et al., 2006). Ademas, junto con sus derivados metilados

(metilnaftalenos), el naftaleno es uno de los PAHs mas dominantes en los

combustibles y petr61eo crudo (Iniesa y Blanco, 2005). De acuerdo a la Agencia de

Protecci6n Ambiental (EPA) de EE.UU, el naftaleno es identificado como uno de

los 16 PAHs mas importantes por su toxicidad para mamiferos y organismos

acuaticos(EPA 1987).



Figura 7. Estructura quimicadel naftaleno (Tomadode:Medinaetal .. 2006)

En agua, el naftaleno comparado con otros PAHs, es mas soluble (log Kow<5) y

se encuentra en mayor biodisponibilidad para los organismos acuaticos (Iniesa y

Blanco, 2005). En bivalvos, el naftaleno se incorporan preferentemente en forma

disuelta, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (Tabla 2) (Meador, 2003).

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas del Naftaleno

Peso molecular

Fonnulaqulmica
Color
Estadoflsico
Puntode fusi6n
Puntodeebullici6n
Densidad
Olor

~~:~~:::~~ :~ :~~~ntes
organicos

Coefielentede
partici6n

Presi6n de vapor
ConstantedeHenrry

Alquitrandealcanfor; naftaleno, bolasdenaftalina;mothflakes, alquitran
blanoo,yotros

128.19

C,.H.
Blanco
S6lido
80.5'C
218'C
1.145g1mLa20'C
Fuerte(alquitran 0 bolas denaftalina)
31.7mg/L

Soluble en benceno, alcohol,eteryacetona

O.087mmHg
4.6x10-4atm·m'/mol

EI naftaleno tiene una distribuci6n diferenciada entre los tejidos de bivalvos, de

esta manera se ha reportado que en glandula digestiva se acumula el 35%, en

manto 12%, en branquias 10% y en riMn 5%; mientras que en el resto de los

tejidos se ha detectado, en conjunto, un porcentaje cercano al 40% de este



hidrocarburo. EI patr6n de distribuci6n de este xenobi6tico esta asociado al

contenido Iipldico de cada tejido, ya que la glandula digestiva y manto tienen

aproximadamente un 6% mas IIpidos que el resto de los tejidos de los bivalvos

(Widdows etal., 1983).

La eliminaci6n del naftaleno en bivalvos tiene lugar en pocos dias y se debe

principalmente ados procesos: difusi6n pasiva y excreci6n. Los tiempos de vida

media para el naftaleno y metilnaftaleno estan en funci6n de la Kow (3.3), y oscilan

entre las 5 horas y 1 dia respectivamente (Farrington et al., 1982; Widdows et al.,

1983; BjorkyGilek, 1996).

1.4.Los PAHs como contaminantes de ecosistemas acuaticos

La presencia de PAHs en sistemas acuaticos se ha atribuido principalmente a

fen6menos como: 1) derrames procedentes del transporte maritimo, 2) residuos

urbanos, 3) combusti6n incompleta de combustibles f6siles y 4) deposici6n

atmosferica (Perugini et al., 2007). Una vez en los ecosistemas acuaticos, los

PAHs pueden entrar a los organismos marinos a traves de la cadena alimentaria

(Jonsson et al., 2004), ya que son compuestos de baja solubilidad y tienden a

adsorberse a los materiales en suspensi6n en el agua, los cuales pueden lIegar a

depositarse en los sedimentos. Ademas debido a su lipofilicidad, son compuestos

que atraviesan con facilidad las membranas lipidicas acumulandose en los

organismos acuaticos (Billiard etal., 2002).

Existen estudios que muestran la presencia de PAHs en diversos ecosistemas

acuaticos, donde las concentraciones de estos contaminantes pueden variar

considerablemente dependiendo de la cercania de las fuentes emisoras. Las

concentraciones mas altas de PAHs se han encontrado en zonas costeras, como

resultado de entrada de aguas terrestres y transporte maritimo (UNEP, 2003). De

esta manera, datos reportados por el Programa Ambiental de las Naciones Unidas



(UNEP), indican que en muestras de agua lomadas en diferentes puntos del

Oceano Atltmtico, se han detectado concentraciones de PAHs desde 0.001 a 0.3

ng/L; mientras que en muestras de agua de zonas costeras y estuarios

influenciados por este oceano, las concenlraciones de PAHs totales en esta matriz

ambiental, varian desde niveles no delectables hasta 8,500 ng/L. Por otra parte,

en agua del mar Egeo, J6nico y Mediterrtmeo occidental, se han detectado estos

contaminantes en concentraciones de 10 a 30 ng/L, 0.02 a 40 1J9/L Y 200 a 750

ng/L, respectivamente. Por su parte, en agua de las regiones artica de Rusia y

Asia Oriental, se han reportado concentraciones de 10 a 69 y 25.9 a 10,197 ng/L,

respectivamenle (UNEP, 2003).

En 10 que respecta a la presencia de PAHs en sedimentos marinos y estuarinos,

estos compuestos se han detectado en concentraciones relativamente alIas,

comparadas con otras sustancias t6xieas persistentes (plaguieidas

organoclorados, bifenilos policlorados y dioxinas). En muestras de sedimentos

tomadas al sur del Mar Baltico, las concentraciones de PAHs han side hasta de

35.2 IJg/kg en peso seco. Mientras que en el esle del Golfo de Finlandia y norte del

Golfo de Botnia, se han detectado concentraciones de 17.0 y 20.9 IJg/kg,

respectivamente. Reportes realizados a partir de muestreos en el Golfo Persico,

han mostrado la presencia de estos contaminantes en Kuwait (30.4 1J9/kg), Arabia

Saudita (36.4 a 761 1J9/kg), Bahrein (47.5 a 97.5 IJg/kg), Emiratos Arabes Unidos

(10.9 a 21.8 IJglkg) Y Oman (4.5 a 36.5 1J9/kg). Por otra parte, en sedimentos

tomados en la zona costera de este golfo, influenciada por efluentes industriales,

se han reportado eoncentraciones de hidrocarburos, desde 5.6 hasta 1,334 1J9/kg

de peso seco (UNEP, 2003).

En America, la mayoria de los reportes corresponden a esludios realizados en

sedimentos eercanos a puertos maritimos. Los resultados han mostrado una

amplia variabilidad en la concentraci6n de PAHs, desde 0.1 a 286,000 1J9/kg. Las

areas mas afectadas corresponden a zonas portuarias con influencia de rios

(Parana, Uruguay y Rio de la Plata) (UNEP, 2003). Sin embargo, recientemente



Ramdine at a/. (2012), reportaron la presencia de hidrocarburos en una isla del

mar Caribe (Isla Guadalupe), donde encontraron altas concentraciones de estes

contaminantes en sedimento (40-1,065 nglg) y en tejido de osti6n (66-961 nglg).

En Mexico, tambien se han encontrado este tipo de contaminantes en ecosistemas

acuaticos, tal como 10 muestran Botello et al. (2002), al encontrar niveles de

hidrocarburos en moluscos recolectados de diferentes sitios en la costa norte del

Oceano Pacifico mexicano y reportaron en la ostra C. palmula (22.86 ~glg) en la

bahia de Pichilingue en Baja California Sur; en mejill6n Mytella strigata (18.16

~glg) en la laguna de Mexcaltitan, Nayarit; en la ostra C. corteziensis (13.19 ~glg)

en Ohuira Sinaloa; yen la ostra C. iridescens (10.24 ~glg) en Puerto Vallarta,

Jalisco. Recientemente otro estudio realizado por Gir6n-Perez et al., (2013),

demostr6 la presencia de PAHs en agua del estero Boca de Camichin Nayarit, en

concentraciones significativamente altas de naftaleno (409 ± 208 ugfL), seguido de

pireno (25.5 ± 13.6 ugfL) y el benzo[a)pireno (1.13 ± 0.3 ugfL); 10 anterior

demuestra que los ecosistemas acuaticos de Mexico, al igual que el resto del

mundo, no estan exentos de esta clase de contaminantes, 10 que pone en peligro

a lasespecies que habitan estaszonas.

1.5.Efectos t6xicos de los PAHs

Los contaminantes quimicos en el medio marino tienen efectos negativos, en

mayor 0 menor medida, en funci6n de las concentraciones existentes en el medio,

y estes pueden ser desde danos para la biota marina, hasta danos para el

consumidor (Soriano-Sanz, 2009).

Aunque la toxicidad aguda de muchos PAHs en animales de experimentaci6n

suele ser baja, por sus efectos t6xicos a mediano y largo plazo, los niveles de

estes compuestos son habitualmente objeto de estudio en el ambiente marino. Las

diferentes propiedades fisico-quimicas (solubilidad, toxicidad y comportamiento en



el ambiente acu~tico) est~n en funci6n de su peso molecular. Los PAHs de bajo

peso molecular (de dos a tres anillos arom~ticos) son en general moderadamente

t6xicos, aunque pueden serlo directamente para los organismos marinos. Por otro

lado, muchos PAHs de elevado peso molecular (que contienen cuatro 0 m~s

anillos arom~ticos) son mutagemicos y teratogemicos, adem~s los metabolitos de

estos PAHs son potenciales carcin6genos para los animales y humanos, como es

el caso del benzo[ajpireno (Soriano-Sanz, 2009).

1.6. Efecto de los PAHs sobre sistema inmune de moluscos

Uno de los sistemas fisiol6gicos de moluscos m~s alterados por los PAHs, es el

inmune. EI cual contribuye a la homeostasis mediante la eliminaci6n de particulas

extranas (virus, bacterias 0 par~sitos), destrucci6n de celulas anormales y rechazo

de componentes abi6ticos extranos (Gir6n-Perez, 2010). Los PAHs pueden

interactuar con los componentes del sistema inmune e interferir con las funciones

de protecci6n, 10 cual podria inducir inmunosupresion 0 estimulacion, asi como la

disminuci6n de la resistencia a enfermedades (Tabla 3).

Existen estudios en donde diversos moluscos tales como, C. gigas, Mytilus

galloprovincialis, Chamelea gallina, Cerastoderma edule, Ensis siliqua, Pecten

maximus, Haliotis diversicolor y C. virginica expuestos a PAHs, sufren una

desregulaci6n en los par~metros inmunes, por ejemplo el benzo[a]pireno, induce

incremento en el porcentaje de granulocitos, concentracion de oxido nitrico (ON), y

producci6n de ani6n super6xido, pero disminuye la mortalidad celular, el numero

total de hemocitos, actividad fagocitica, estabilidad membranal y capacidad de

adhesi6n, adem~s de la actividad de Iisozima (Gomez-Mandikute y Cajaraville,

2003; Gagnaire et al., 2006; Matozzo et al., 2009; Gopalakrishnan et al., 2011;

Croxton etal., 2012).



AI igual que el benzo[a)pireno, el fluoreno y el pireno tambien disminuyen la

mortalidad de hemocitos y la actividad fagocitica; en cambio, el fenantreno

incrementa la mortalidad y el numero de hemocitos, perc disminuye la actividad

fagocltica y la estabilidad membranal, ademas de la generaci6n de super6xido

(Wootton at a/., 2003; Gagnaire et a/., 2006; Bado-Nilles et a/., 2008; Hannam et

a/., 2010;). Por otra parte el benzo[b]fluoranteno incrementa la actividad de

fenoloxidasa (Bado-Nilles et a/., 2008).

Tabla 3. Efectos inmunot6xicos de PAHs en moluscos.
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Los reportes referidos en la tabla anterior, muestran que los PAHs tienen efectos

variables sobre la respuesta inmune en bivalvos. Sin embargo no existen estudios

en la especie C. corteziensis, donde se evalue el potencial inmunot6xico de estas

sustancias.



2. JUSTIFICACI6N

A nivel mundial, los moluscos representan el segundo lugar de la producci6n de

organismos a traves de la acuicultura, actividad que puede ser afectada por fa

presencia de contaminantes quimicos en los ecosistemas acuaticos.

La presencia de PAHs en ecosistemas acuaticos ha incrementado en los ultimos

arios; uno de los hidrocarburos frecuentemente detectado en estos sistemas es el

naftaleno. Esta sustancia puede provocar alteraciones en los mecanismos de

defensa de moluscos bivalvos, como los ostiones y puede incrementar la

susceptibilidad a infecciones, morbilidad y mortalidad de estos organismos.

EI osti6n C. corteziensis es una especie nativa del Pacifico mexicano con

importancia econ6mica. Sin embargo en la Iiteratura cientifica no existen estudios

donde se evalue el potencial inmunot6xico de naftaleno sobre esta especie. Por 10

que es necesario realizar investigaciones que coadyuven a conocer el efecto

potencial de este hidrocarburo sobre la salud y mecanismos de defensa de esta

especiede molusco.



3.0BJETIVOS

3.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto de la exposici6n sUbaguda a naftaleno sobre mecanismos

humorales de la respuesta inmune del osti6n Crassotrea corteziensis.

3.2. Objetivos especificos

• Cuantificar la concentraci6n de naftaleno en muestras de tejido de

osti6n y agua, previa y posterior a los bioensayos.

• Determinar el efecto de la exposici6n subaguda a concentraciones

subletales de naftaleno sobre la concentraci6n de proteina y 6xido

nitrico en hemolinfa de osti6n (C. corteziensis).

• Determinar la concentraci6n de protelna y el efecto sobre la actividad

de fenol oxidasa y lisozima presentes en glandula digestiva de osti6n

(C. corteziensis) , expuesto de manera subaguda a concentraciones

subletalesde naftaleno.

4. HIP6TESIS

La exposici6n subaguda del osti6n (Crassostrea corteziensis) a

concentraciones subletales de naftaleno afecta negativamente la respuesta

inmunedeestemolusco.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Organismos experlmentales

Ostiones C. corteziensis con talla de 8 ± 2 em y peso 70 ± 30 g, adquiridos en un

mercado local del estado de Nayarit Mexico, fueron depurados por un periodo de

30 dlas en agua de mar filtrada (salinidad 26 ± 2 %0, pH 8.7 ± 0.2, temperatura 25­

28'C Y ciclos de luz 12:12) en un sistema de recirculaci6n (50 L) con un caudal de

retorno de 150 mUmin y aireaci6n constante (Figura 8). Los ostiones fueron

alimentados diariamente con 8.55 mg/L de alga spirulina deshidratada disuelta en

agua de mar filtrada (Castillo-Rodriguez y Garcla-Cubas, 1984).

Figura 8. Sistema de recirculacl6n: con lIaves de paso para salida de agua
colocadas en una bomba sumergible con un caudal de retorno de 150 mUmin y
aireaci6nconstante, cadasistema poseefiltrospara laretenci6nde partlculas. Los
sistemas constan de tres tanques de 11.7 Lcadauno.



5.2. Grupos experimentales

Pasado el periodo de depuraci6n, los ostiones (n=10) se colocaron en peceras con

5 L de agua de mar filtrada (salinidad 26 ± 2 %0, pH 8.7 ± 0.2, temperatura 25-28

·C y ciclos de luz 12:12) durante un periodo de 24 h (sin alimento) para su

aclimataci6n, posteriormente los organismos se expusieron a concentraciones

subletales de naftaleno (1, 20 Y 50 IJg/L). EI naftaleno (Sigma-Aldrich, 99%) fue

tomado a partir de una soluci6n stock (0.5 gIL), mediante la utilizaci6n de acetona

como disolvente en una proporci6n 1:2 (hidrocarburo:acetona). Las condiciones

experimentales (mantenimiento de los organismos y concentraciones del

hidrocarburo), fueron determinadas con base a las fluctuaci6n de parametros

fisicoquimicos de zonas estuarinas del Pacifico mexicano y estudios previos en

esta zona (Gir6n-Perez, 2009; Castillo-Duran et al., 2010; Toledo-Ibarra, 2012;

Zambrano-Soria, 2012; Gir6n-Perez et a/., 2013).

Para cada experimento se utilizaron tres grupos experimentales (n=30) por

tratamiento. Grupo experimental J: ostiones en agua de mar; grupo experimental II:

ostiones en agua de mar con acetona; y grupo experimental III: ostiones en agua

de mar con naftaleno. Los ostiones se expusieron al hidrocarburo durante 1, 3, 5 Y

7 dias, con recambios diarios de agua para cada pecera. Durante el experimento

los ostiones se alimentaron diariamente con alga spirulina.

Transcurrido el tiempo del bioensayo se extrajo la glandula digestiva de cada

organismo y se determin6 la actividad de lisozima, fenol oxidasa (Fa) y

concentraci6n de proteina. Por otra parte, se obtuvo hemolinfa del musculo

aductor y se determin6 la concentraci6n de proteina y 6xido nitrico (ON).



5.3. Detenninaci6n de naftaleno en tejido de osti6n

Previo a la determinaci6n de naftaleno en tejido de osti6n, la glandula digestiva y

branquias de cada osti6n fueron pesadas y homogeneizadas con 1 mL de

diclorometano; cada homogeneizado se agit6 en vortex por 5 min y se centrifug6 a

3500 rpm/15 min. EI sobrenadante de cada muestra se colect6 en un frasco de

vidrio ambar, los cuales se etiquetaron y se mantuvieron en refrigeraci6n hasta

que el diclorometano se evapor6. La muestra se reconstituy6 con 1 mL de

metanol, posteriormente una alicuota de la muestra se coloc6 en una placa de 96­

pozos y se ley6 mediante espectroscopia de f1uorescencia a una longitud de

excitaci6n y emisi6n de 273 y 360 nm, respectivamente (Livingstone et al., 1993).

5.4. Detenninaci6n de naftaleno en Agua

En un embudo de separaci6n se colocaron 50 mL de agua junto con 5 mL de

diclorometano, posteriormente la mezcla se agit6 y se dej6 reposar hasta que se

separaron las fases. La fase que contenia el disolvente se recolect6 en frascos

ambar. los cuales se etiquetaron y se mantuvieron en refrigeraci6n hasta

evaporaci6n del diclorometano. La muestra se reconstituya con 1 mL de metanol,

posteriormente una alfcuota de la muestra se coloca en una placa de 96-pozos y

se ley6 a una longitud de excitaci6n y emisi6n de 273 y 360 nm, respectivamente,

porespectroscopiadefluorescencia (Livingstone etal., 1993).

5.5.Actividad de Lisozima

Para determinar la actividad de lisozima, se utiliz6 el metodo turbidimetrico

descrito por Demers y Bayne (1997). Previo ala determinaci6n de la actividad de

Iisozima en glandula digestiva, se realiz6 una curva estandar de lisozima de huevo

de gallina (HEL) de 41,800 U/g (Anexo 1a). Para esto, se prepar6 una soluci6n



stock de HEL a una concentraci6n de 0.5 g/mL en buffer KH2P04 100 mM, pH 5.9.

A partir de la cual se hicieron diluciones seriadas, con una suspensi6n de

Micrococcus Iysodeikticus al 0.15% en buffer PBS 0.1 M, pH 5.9. Inmediatamente

(tiempo 0), se determin6 la densidad 6ptica (00) de cada muestra a 450 nm;

despues de 15 min (tiempo 15) se determin6 nuevamente la 00 y posteriormente,

se calcul6 el cambio de absorbancia (Abs TO - Abs T15).

Previo a la determinaci6n de la actividad de lisozima, la glandula digestiva se

homogeneiz6 en buffer a120% (p/v) de KH2P04100 mM, pH 5.9. Las muestras se

centrifugaron a 2500 rpm/10 min a 25 ·C. Posteriormente, en una placa de

poliestireno de 96-pozos, se colocaron 25 ~L del sobrenadante y se mezclaron con

175 ~L de Micrococcus Iysodeikticus al 0.15%. La 00 de la mezcla se determin6

inmediatamente (tiempo 0) y a los 15 min y el cambio de absorbancia se interpol6

en una curva realizada ex professo.

5.6.Actividad de FO

Previo a la determinaci6n de la actividad de FO, la glandula digestiva se

homogeneiz6 en 1 mL de PBS 0.1 M, pH 7.4. Las muestras se centrifugaron a

2500 rpm/15 min a 25 ·C Y se determin6 la concentraci6n de proteina por el

metodo de Bradford. Un volumen de 100 ~L (6 mg/mL de proteina), se coloc6 en

una placa de poliestireno de 96-pozos y se mezcl6 con 100 ~L de L-DOPA

(4mg/mL de L-dihidroxifenilalanina) como sustrato, para asi determinar determinar

la actividad de FO. La densidad 6ptica de la mezcla se determin6 a 450 nm,

inmediatamente (tiempo 0) y despues de 5 h. A partir de la diferencia en la 00 se

calcul61a actividad de FO, la cual se corrigi6 con la concentraci6nde proteina de

la muestra. Para determinar la degradaci6n maxima de L-DOPA en glandula

digestiva de osti6n, se realiz6 una curva de oxidaci6n de L-DOPA con respecto al

tiempo. La oxidaci6n espontanea del sustrato se rest6 en cada muestra analizada

(Bado-Nillesetal., 2008).



5.7.ConcentracI6n de ON

La concentraci6n de 6xido nitrico fue evaluada mediante la reacci6n de Griess, la

cual cuantifica nitritos (N02-) presentes en la hemolinfa. 50 jJL de hemolinfa se

mezclaron con 50 jJL de sulfanilamida a11% y 50 jJL de N-(1-naftil) etilenediamina

0.1 %. La mezcla se incub6 por 10 min a temperatura ambiente en una placa de

96-pozos. La absorbancia de las muestras fue medida a 545 nm en un lector de

placas. La concentraci6n molar de nitritos de cada muestra se determin6 mediante

una curva de referencia estandar de NaN02 (10-100 mM) (Anexo 1b) y como

blanco se utiliz6 PBS junto con sulfanilamida y N-(1-naftil) etilenediamina (Tafalla

etal., 2002). La concentraci6n de nitritos se corrigi6 por proteina, realizada por el

metodo de Bradford (1976).

5.8.Detenninacion de la concentracion de proteina

La concentraci6n total de proteinas se midi6 a traves del metodo de Bradford

(1976). La muestra (50 jJL) se adicion6 en una placa de 96-pozos junto con 250 IJL

de reactivo de Bradford. La placa se incub6 a temperatura ambiente por 10 min y

la absorbancia se determin6 a 545 nm en un lector de placas. Una concentraci6n

conocida de albumina serica bovina (BSA) (0.25-5.0 mg/mL) se utiliz6 para realizar

una curva de referencia estandar (Anexo 1c).

5.9.Analisisestadistico

EI amilisis estadistico se lIev6 a cabo usando el programa Sigma Stat 3.5. Se

determin6 la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos (prueba

Kolmogorov-Smirnov y F de Levene). Para datos con distribuci6n normal, se utiliz6

un analisis de varianza (ANOVA), seguido de la subprueba de Bonferroni. Para

datos no parametricos se uso la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de una

comparaci6n mUltiple tipo-Tukey. La diferencia estadistica se determin6 con nivel

dep<0.05.



6. RESULTADOS

Previo a la determinaci6n de los parametros inmunol6gicos evaluados en el

presente estudio, se realiz6 la determinaci6n de naftaleno en tejido de osti6n,

mediante espectrofluorometria. La determinaci6n de naflaleno se realiz6 en

branquias y glandula digestiva de ostiones recien comprados en un mercado local

(no depurados) y en organismos mantenidos en agua de mar filtrada en el sistema

de recirculaci6n por un periodo de 30 dias (depurados). Los resultados mostraron

que las branquias de ostiones no depurados presentaron una concentraci6n de

0.733 ± 0.657 IJg/g de naflaleno, en contraste a los organismos depurados donde

no se detect6 el hidrocarburo (Tabla 4).

Tabla 4. Concentraci6n de naftaleno en tejido de ostian C. corteziensis (n=5)

Concentrad6n de Naltaleno (~g/g)

Branquia ~~~;~~a~~; oep~~dOS
Glanduladiaestiva NO NO

La Tabla 5 muestra que en organismos expuestos a 1 IJg/L de naftaleno, s610 se

detect6 el hidrocarburo en branquia despues de 1 dia de exposici6n, mientras que

en glandula digestiva fue despues de 1 y 7 dias. Por otra parte, ostiones

expuestos a 20 IJg/L de naftaleno mostraron que en branquia se detect6 el

hidrocarburo despues de 1 y 3 dias post-exposici6n, mientras que en glandula

digestiva despues de 3, 5 Y 7 dias. Ademas, en organismos expuestos a 50 IJg/L,

el naflaleno se detect6 en branquia despues de 1, 3 Y 7 dias, mientras que en

glandula digestiva s610 despues de 7 dlas.



Tabla 50 Concentracl6n de naftaleno en tejldo de ostl6n C. corleziensis (n=5)

expuestosa 1,20y50 IIglg del hldrocarburodurante 1,3,5y7diaso

C.COI16ziensisTejido
Concentraci6nde Naflaleno (~g/g)

20 50
Branquia 2.502±2.385

Glanduladigesliva 0.374± 0.675
Branquia NO

Glanduladigesliva NO
Branquia NO

Glanduladigesliva NO
Branquia NO

Glanduladigesliva 1.589± 1.195

2.838±3.193 1.930±3.145
NO NO

0.111±1.195 0.814±1.960
0.256±0.704 NO

NO NO
0.119±0.187 NO

NO 0.841±1.654
0.568±0.535 0.265±0.739

Los resultados de la determinaci6n de naftaleno en el agua de mar filtrada

utilizada en los bioensayos, previa a la exposici6n a naftaleno, indican que en

esta no se detect6 la presencia del hidrocarburo, mientras que en agua de mar

a la que se adicion6 1 IJg/L de naftaleno, se detect6 en promedio 0.006 ± 0.003

IJg/Ldel hidrocarburo. Porotra parte, en agua de mara laque se adicion6 20 y

50 IJg/L de naftaleno, se detecto en promedio 0.008 ± 0.007 y 0.0052 ± 0.0043

IJg/L,respectivamente(Tabla6).

Tabla 60 Deterrninaci6n de naftaleno en agua expuesta a 1, 20 Y 50 IIglL del

naftalenodurante1,3,5y7diaso

Concenlraci6n de naftaleno en agua (~glL)

PE 1 20 50

Previo a la determinaci6n de la concentraci6n de proteina en glandula digestiva y

hemolinfa, se realiz6 una curva de absorbancia vs concentraci6n de BSA (Anexo

1a). Los resultados obtenidos indicaron, que la concentraci6n de proteina en

glandula digestiva de ostiones expuestos a 1 IJg/L de naftaleno, durante 1 y 3 dias,

se increment6 significativamente con respecto al control (Figura 9a). Por otra

parte, la exposici6n a 20 IJg/L de naftaleno, no modific6 significativamente la



concentraei6n de protelna en este tejido (Figura 9b). En euanto a los ostiones

expuestos 50 IJg/L del hidrocarburo, se observ6 una disminuci6n en este

parametro eon respeeto al control despues de 1 dia de exposici6n, sin embargo, la

coneentraei6n de protelnas aument6 a los 3 dias post-exposiei6n (Figura ge).
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Figura 9. Concentraci6n de proteina: en glandula digestiva de osti6n C.
corteziensis(n=10)expuestaaconcentracionessubletalesa)11J1L,b)20lJg/Lyc)
50 IJg/L de naftaleno (N) durante 1, 3, 5 Y 7 dlas y ostiones control: acetona (A) y
agua de mar (e). Los datos son representados como la X ± EE. Letras diferentes
entre lasbarras del mismogrupo indican diferencia significaliva (p<0.05).

Respecto a la concentraci6n de proteina en hemolinfa, esta se increment6

significativamente cuando los organismos se expusieron a 1 y 20 IJg/L del

hidrocarburo durante 5 y 7 dias respectivamente (Figura 10 a y b). Mientras que

los ostiones expuestos durante 5 dias a 20 IJg/L, mostraron una disminuci6n de

este parametro (Figura 10b). Por otra parte, los resultados indican que la



concentraci6n de 50 IJg/L de este hidrocarburo no afect6 significativamente la

concentraci6n de protelnas en las condiciones evaluadas (Figura 10c)
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Figura 10. Concentraci6n de proteina: en hemolinfa de osti6n C. corteziensis (n =
10)expuestosanaftalenoa)1IJgfL,b)201J9/L,c)501J9fL,duranle1,3,5y7dias.
Controles: acelona y agua de mar. Los dalos son represenlados como la X ± EE.
Los(*) indicandiferencia significativa (p<O.005,**p<O.001)entre los osliones
expuestosanaftalenovsconlrol.

Para calcular la aclividad de lisozima, los datos obtenidos se interpolaron en una

curva realizada ex profeso, con lisozima de huevo de gallina (0.041-0.25 U/g)

(Anexo 1b). La exposici6n a 1 IJg/L de naftaleno durante 3, 5 Y 7 dias, disminuy6

significativamente la actividad de Iisozima en los ostiones (Figura 11a). Mientras

que la concentraciones de 20 del hidrocarburoindujoun incremento en laactividad

de la enzima a 5 dias (Figura 11b). AI exponer los ostiones a 50 I-Ig L-1 de este

hidrocarburo, se observ6 un incremento en la aclividad de este parametro a 5 y 7

diasy50 IJg/L (Figura 11 c).
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Figura 11. Actividad de lisozima: en glandula digestiva de osti6n (n=10) expuesta
a concentraciones subletales a) 1 ~/L, b) 20 ~g/L Y c) 50 ~g/L de naftaleno (N)
durante1,3,5y7diasyostionescontrol:acetona(A)yaguademar(C). Los datos
son representados como la X ± EE. Letras diferentes entre las barras del mismo
grupo indican diferencia significativa (p<0.05).

En la Figura 12, se compara el efecto de naftaleno entre las tres concentraciones
evaluadas. De manera general se observa un mayor aumento de este parametro
en los ostiones expuestos a20y50 lJ9/L vslos expuestosa 1lJg/L.
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Figura 12. Actividad de IIsozima: en glandula digesliva de osti6n C. (n = 10)
expuestosaconcentracionessubletalesdenaftalenodurante1,3,5y7dfas.Los
datos son representados como X :l: EE. Letras diferentes entre las barras del mismo
grupoindicandiferenciasignificativa(p<0.05).

La actividad de fenoloxidasa (FO), presente en glandula digestiva de ostiones

expuestos a naftaleno, fue evaluada mediante oxidaci6n de L-DOPA. En general

se observ6 que la oxidaci6n de L-DOPA es proporcional a la concentraci6n de

proteina, con una degradaci6n maxima a las 5 h. En la Figura 13 se muestra una

curva tipo de la degradaci6n de L-DOPA en el tiempo, con diferentes

concentracionesde protefna.
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Figura 13. Curva tipo. Degradaci6n de L-DOPA en 15, 30, 40 Y 60 mg de proteina en

glanduladigestiva.

Los resultados en la actividad de FO en C. corteziensis expuestos a 1 1J9/L de

naftaleno mostraron un incremento significativo al dia 1 y 5 con respecto al control

(Figura 14a); este incremento tambie!n se observ6 cuando los ostiones se

expusieron a 50 1J9/L del hidrocarburo durante 1 y 5 dias (Figura 14c). Por otra

parte, se observ6 una disminuci6n en este parametro, tras la exposici6n a

naftaleno a 20 IJg/L durante 1 y 3 dias (Figura 14b), asi como posterior a la

exposici6nde1lJg/Ldurante3dias.



Figura 14. Actividad defenoloxidasa: en glandula digestiva de osti6n (n=10) expuesta a
concentracionessubletalesa) 11J/L, b) 20 IJg/Lyc) 50 IJg/Lde naftaleno(N)durante 1, 3
5y7dia~ostionescontrol:acetona(A)yaguademar(C).Losdatossonrepresentados

como la X ± EE. Letras diferentes entre las barras del mismo grupo indican diferencia
significativa(p<0.05).

En la Figura 15 se observa el efecto en la actividad de FO en glandula digestiva de

ostiones expuestos a naftaleno (1, 20 Y 50 1J9/L) a los tiempos probados, donde se

observ6que a 20 IJg/Lde naftalenodurante 1 y5diaspost-exposici6n, la actividad

de FO disminuye significativamente con respecto a 1 y 50 IJg/L. Mientras que en

los ostiones expuestos a 50 1J9/L por 3 dias la actividad de FO se increment6

significativamente comparado con 1 y 20 1J9/L.
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Figura 15. Actividad de fenoloxidasa: en glandula digestiva de osti6n C.
corteziensis(n=10)expuestosaconcentracionessubletalesdenaftalenodurante
1,3, Sy7dias. Los datos son representados como XtEE. Letras diferentes entre
las barrasdelmismogrupoindicandiferencia significativa (p<O.OS).

Previo a la determinaci6n de la concentraci6n de 6xido nitrico (ON) presente en

hemolinfa de ostiones se realiz6 una curva de nitritos (10-100 mM), en la cual se

interpolaron los datos obtenidos en los grupos experimentales de ostiones (Anexo

1c). Los resultados indican que la concentraci6n de 6xido nitrico en los

organismos expuestos a 1 1J9/L de naftaleno durante 1 dia, disminuy6

significativamente comparado con el control (Figura 16a), no obstante la

concentraci6n de esta molEkula no cambi6 significativamente, con respecto al

control, en los ostiones expuestos durante 3, 5 Y7 dias a esta concentraci6n. En 10

que respecta al efecto de 20 1J9/L (Figura 16b), se observ6 que la concentraci6n

de ON aument6 en los ostiones expuestos durante 1 dia a esta concentraci6n,

mientras que los ostiones expuestos durante 5 dias, presentaron una disminuci6n

de esta mohflcula. Por otra parte, los ostiones expuestos a 50 1J9/L, presentaron un



aumento y disminuci6n de ON posterior a 1 y 3 dias post-exposici6n,

respectivamente(Figura 16c).
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Figura 16. Concentraci6n de 6xido nitrico: en hemolinfa de osti6n (n=10)
expuestaaconcentracionessubletalesa)11J/L,b)201J9/Lyc)SOIJg/Ldenaftaleno
(N) durante 1, 35 Y 7 dias y ostiones control: acetona (A) y agua de mar (C). Los
datos son representados como la X ± EE. Letras diferentes entre las barras del
mismogrupoindicandiferenciasignificativa(p<O.OS).

En la Figura 17, se compara el efecto de naftaleno a las tres concentraciones

evaluadas. Los resultados indican que en los ostiones expuestos a naftaleno (1,

20 Y 50 IJg/L) durante 24 h, se observ6 una mayor producci6n de ON comparado

con ostiones expuestos a este xenobi6tico a mayor tiempo.
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Figura 17. Coneentraei6n de 6xido nitrieo en hemolinfa: de ostian C.
corteziensis(n=10)expuestosconcentracionessubletalesdenaftalenodurante1,
3,5y7dias. Los datos son representadoscomo X±EE. Letras diferentes entre las
barrasdelmismogrupoindicandiferenciasignificativa(p<O.05).

Con el objetivo de evaluar el tiempo de respuesta de cada parametro en los

ostiones expuestos a naftaleno, se graficaron los resultados de forma integral

(tiempo de exposici6n y concentracion). Los resultados indicaron que la actividad

de lisozima se altero de manera mas tardia (5-7 dias), en comparaci6n con PO y

ON, parametros que presentaron mayor alteraci6n en tiempos mas cortos (1-3

dias) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de naftaleno en los mecanismos de defensa de C.
corteziensiscon respectoaltiempo.Actividad de Iisozimaexpuestaa: a) 1 ~g/L,
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concentraci6n de ON g) 1 ~g/L, h) 20 ~g/L Y i) 50 ~g/L. Los datos son representados
comomedia.·p<0.005;enrojo:naftalenoyazul:control.



P. DISCUSI6N

En los moluscos bivalvos, una respuesta inmune efectiva es esencial para el

mantenimiento de una buena salud del organismo y cualquier alteraci6n en los

mecanismos de inmunidad puede traer consecuencias en el desarrollo de

infecciones y alteraciones en la fisiologia del organismo, 10 que puede repercutir

en el crecimiento, reproducci6n y en ultima instancia supervivencia de estos

organismos (Blaise et al., 2002). En este sentido, existen estudios que muestran

que los PAHs causan efectos sobre la respuesta inmune en moluscos, 10 cual

podria inducir inmunosupresi6n 0 estimulaci6n, 10 que provoca disminuci6n de la

resistencia a enfermedades (Gagnaire et al., 2006; Matozzo et al., 2009; Hannam

et al., 2010). La mayoria de los estudios se han enfocado en la respuesta inmune

celular y es poco 10 que se ha reportado sobre la respuesta inmune humoral. De

esta manera, hasta la fecha, no existen reportes en la literatura cientifica donde se

evalue el efecto inmunot6xico del naftaleno sobre la especie C. corteziensis, por 10

que este es el primer estudio donde se evaluan parametros de la respuesta

inmune humoral (fenoloxidasa, Iisozima y 6xido nitrico) en esta especie nativa de

las costas del Pacifico tropical, con importancia econ6mica en la regi6n Pacifico

norte de Mexico (Maeda-Martinez, 2008).

Respecto a la determinaci6n de naftaleno en los ostiones, los resultados obtenidos

indican que en ostiones no depurados (recien comprados en mercado local), se

detect6 naftaleno (0.733 ± 0.657 f-lglg) , 10 que sugiere que los ostiones cultivados

en la zona estan expuestos a este hidrocarburo. Sin embargo, en ostiones que se

mantuvieron en el sistema de recirculaci6n por un periodo de 30 dias, no se

detect6 la presencia de naftaleno, 10 que indica que estos organismos se

depuraron de este contaminante bajo las condiciones del sistema experimental

utilizado. Estudios similares realizados por Adamo et al., (1997), con el mejill6n M.

ga/loprovincialis, coinciden con los resultados obtenidos en el presente trabajo. Sin

embargo otros autores indican que el proceso de depuraci6n de contaminantes en

moluscos, pueden ser desde 72 h para Anadara tuberculosa, hasta 42 dias para

Chlamys islandica (Hannam et al., 2009; Zambrano et al., 2012), ya que, de



acuerdo a American Public Health Association (APHA), American Water Works

Association (AWWA), y Water Environment Federation (WEF), se establece como

tiempo mlnimo 48 h para depuraci6n en bivalvos (APHA, AWWA, WEF, 2005).

Par olra parte, en agua y en tejido de ostiones expuestos a naftaleno (1, 20 Y 50

Ilg/L), se detect6 el hidrocarburo en diferentes concentraciones; la concentraci6n

de naftaleno present6 variaciones a 10 largo del tiempo de los bioensayos. Este

patr6n es un comportamiento usual en este tipo de matrices (agua y tejido), debido

a la volatilidad y solubilidad de este tipo de compuestos, asi como a la

incorporaci6n y eliminaci6n de este xenobi6tico en los moluscos, procesos que

est{m influenciados por la Iipofilicidad de naftaleno (Calero y Zambrano, 1997;

CSIC, 2003; CCME, 2010).

Los resultados en la concentraci6n de proteina en tejido (hemolinfa y glflndula

digestiva) de osti6n C. corleziensis expuesto a naftaleno, muestran una alteraci6n

significativa en este parflmetro. Se observ6 que la concentraci6n de proteinas en

glflndula digestiva se alter6, respecto al control, durante los primeros dias de

exposici6n a naftaleno; mientras que en hemolinfa, este parametro se alter6

posterior a cincodiasdeexposici6nal hidrocarburo.

Un factor que no se control6 en este trabajo, fue el estadio de maduraci6n de los

organismos. Factor que puede ser responsable de la variaci6n en la concentraci6n

basal de proteinas en los ostiones ulilizados en la exposici6n a diferentes tiempos

(1,3, 5y7 dias). Resultados publicados porBerthelin etal., 2000, indican que en

primavera la concentraci6n de proteina en C. gigas, aumenta hasta en 20%, 10 que

esta relacionado con periodos de intensa demanda energetica en la g6nada,

debido al desarrollo de los gametos, ya que las proteinas pueden servir como

reserva de energia para la gametogenesis (Gabbott y Bayne, 1973; Ruiz et al.,

1992).



En el sistema inmune de bivalvos, la lisozima es uno de los agentes bacterioliticos

mils importantes contra varias especies de bacterias Gram-positivas y Gram­

negativas (Gopalakrishnan at a/., 2011). Esta enzima se encuentra en secreciones

y tejidos mucosos, ademas es liberada por hemocitos durante la fagocitosis y

participa en la inactivaci6n de pat6genos. Sin embargo la actividad de Iisozima

puede verse afectada por la presencia de contaminantes como los PAHs (Ordas at

a/., 2007; Gopalakrishnan et al., 2011). En el presente esludio la actividad de

lisozima en glandula digestiva de osti6n C. cortaziansis fue modificada por la

exposici6n a naftaleno, ya que la actividad de la enzima disminuy6

significativamente a la exposici6n de 1 ~g/L (, 5 Y 7 dlas post-exposici6n) e

increment6 significativamente a concentraciones de 20 (5 dlas) y 50 ~g/L (5 Y 7

dlas) del hidrocarburo. Estudios referentes al efecto de PAHs sobre este

parametro, indican que benzo[a]pireno inhibe la actividad de la lisozima en

bivalvos (Boutet at aI, 2004; Gopalakrishnan et al., 2009; Matozzo et al., 2009;

Gopalakrishnan at a/., 2011). Sin embargo, tambieln se ha demostrado que la

exposici6n a mezclas de PAHs, como petr61eo crudo, incrementan la actividad de

esta enzima (Oliver at a/., 2003; Ordas et al., 2007).

La FO es una de las enzimas que participa en la defensa inmune humoral en

bivalvos, esta enzima es clave en el proceso de melanizaci6n y participa en el

recubrimiento de antfgenos en una capsula de melanina, 0 en la eliminaci6n

directa de los microorganismos por quinonas t6xicas producidas durante la

producci6n de melanina (Soderhall y Cerenius, 1998). Existen estudios que

muestran que la actividad de FO es un parametro inmune sensible a la exposici6n

a PAHs, ya que este parametro se ve afectado al aumentar 0 disminuir su

actividad por la exposici6n a estes contaminanles. Por ejemplo en mejill6n M.

edulis, ostra C. gigas y abul6n Haliotis diversicolor expuestos a f1uoranteno,

benzo[a]f1uoranteno y benzo[a]pireno respectivamente (Coles y Pipe, 1994; Bado­

Nilles et a/., 2008; Gopalakrishnan et al., 2011), la actividad de FO increment6

significativamente; mientras que en ostras C. gigas expuestas a la fracci6n soluble

de gas61eo pesado HFO (Bado-Nilles et al., 2009) y a la fracci6n soluble de aceite



clclico ligero (LCO) (Bado-Nilles et al., 2010) la actividad de esla enzima

disminuy6. En este estudio la actividad de FO en glandula digestiva de osti6n C.

corteziensis fue modificada per la exposici6n a naftaleno (1, 20 Y 50 1J9/L) Ymostr6

una desregulaci6n en este parametro, ya que la actividad de la enzima disminuy6

a 1 IJg/L a 3 dlas y 20 IJg/L a 1 y 3 dias post-exposici6n, e increment6 de manera

significativa con respectoal control despuesde 1 y 5 dias a 1 y50 IJg/L.

EI 6xido nltrico (ON) es una molecula de senalizaci6n ubicua con efectos

inmunorreguladores y antimicrobianos (MacMicking et al., 1997; Rivero, 2006).

Debido a su naturaleza no polar esta molecula puede atravesar facilmente las

membranas de pat6genos, 10 que provoca dane al DNA, proteinas, Iipidos y

enzimas; ademas el ON tambien reacciona con el ani6n super6xido (O£),

generado durante el estallido respiratorio, para producir peroxinitrito (ONOO'), un

compuesto con mayor toxicidad y con actividad antibacteriana y antiviral (Fang,

2004). Los hemocitos de varios moluscos marinos, como el mejill6n M. edulis

(Franchini et a/., 1995; Stefano et ai" 2002) y M. galloprovincialis (Arumugan et al.,

2000; Novas et al., 2007), la ostra del Pacifico C. gigas (Nakayama y

Maruyama,199B; Torreilles y Romestand, 2001), y la almeja Ruditapes decussatus

(Tafalla et al., 2003) son capaces de producir ON en respuesta a estimulos

inmunol6gicos. Sin embargo su producci6n puede verse alterada por la exposici6n

a PAHs. Gopalakrishnan et al. (2011), mostraron un incremento en la

concentraci6n de ON en abul6n (Haliotis diversicolors) expuesto a 0,05 mg/L de

benzo[ajpireno durante periodos largos (14 a 21 dias) de exposici6n, sin embargo

en periodos cortos (3 a 7 dias) no se observ6 efecto. Los resultados obtenidos en

este estudio indican que la concentraci6n de ON en ostiones C. corteziensis

expuestos a naftaleno, disminuy6 significativamente tras la exposici6n a 1, 20 Y 50

Ilg/L a 1, 5 Y3 dias respectivamente, perc increment6 a 1 dia de exposici6n a 20 y

50 IJg/Ldel hidrocarburo.

Por otra parte, con los resultados obtenidos se realize una integraci6n del tiempo

de respuesta de cada parametro en los ostiones expuestos a naftaleno, 10 cual



mostr6 que la aetividad de lisozima se modific6 3 dias despues de la exposici6n a

naftaleno 10 que sugiere que la lisozima es un meeanismo mas resistente a la

exposici6n a este hidrocarburo. Mientras que la actividad de FO y la concentraci6n

de ON se modificaron durante los primeros dfas post-exposici6n 10 que se sugiere

que la actividad de FO y la concentraci6n de ON son parametros inmunes

sensibles a la exposici6n a naftaleno.

La medici6n de los mecanismos de defensa pueden proporcionar importantes

seriales de alerta temprana de los efectos sub-Ietales de la exposici6n a

contaminantes y la susceptibilidad de los organismos a enfermedades infecciosas

(Hannam at a/., 2009), ya que un incremento en la actividad de una enzima

(Iisozima y FO) 0 de alguna mohkula (ON) implicada en los mecanismos de

defensa, puede interpretarse como una respuesta del organismo a protegerse

contra antigenos, respuesta que puede ser modulada por factores extrfnsecos

como los xenobi6ticos. Sin embargo, la persistencia 0 la activaci6n excesiva de los

mecanismos de defensa pueden conducir a hiperestimulaci6n del sistema inmune,

que puede ser perjudicial para el organismo, mientras que la inhibici6n de la

enzima 0 molecula se puede interpretar como disminuci6n en los mecanismos de

defensa (Huggett et a/., 1992; Thiagarajan et a/., 2006). En ambos casos, los

cambios en actividad de enzimas y la concentraci6n de moleculas pueden afectar

la supervivencia de los organismos cuando son expuestos a antigenos.



8. CONCLUSIONES

• Los resultados sugieren que de los tres parametros inmunol6gicos

evaluados, los mas sensibles al efecto de naftaleno son ON y Fa, mientras

que la actividad de lisozima es un mecanisme que se afecta de manera

tardla.

• EI naftaleno a las concentraciones evaluadas causa una desregulaci6n en

los mecanismos de defensa inmune humoral.

• De acuerdo a la literatura y los resultados obtenidos en el presente trabajo,

se infiere que el potencial inmunot6xico del naftaleno es menor comparado

con otros PAHs.

• De acuerdo a la hip6tesis planteada en el presente trabajo, el naftaleno

afecta de manera negativa la respuesta inmune humoral de osti6n C.

corleziensis. Sin embarg6, en los parametros evaluados no se observ6 una

respuestaconcentraci6n/tiempodependientealxenobi6tico.
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ANEXO 1

Curvas tipos sobre las cuales se interpolaron los datos experimentales obtenidos
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ANEX02

Constancias de participacion en eventos academicos donde se

presentaron los resultados parciales del presente estudio
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