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RESUMEN

El naflaleno es uno de los hidrocarbuios aromaticos paliciclicos (PAHs) mas
abundantes en los ecosistemas acudlicos y puede causar alteraciones en
sistemas fisiologicos como el sislema mune de organismos expueslos a este
xencbistico. El ostién de Cortéz (Crassosfrea carfeziensis) es una especie de
molusco nativa del Pacifico tropical onental, que ademas de su importancia
ecolégica, es explotado de manera comercial en la regien noroccidental de
México Sin embargo, al ser los ostiones organismos sésiles y con alta tasa de
filtracién de agua, son blanca del efecto de contaminantes presentes en el agua. lo
que puede afectar la salud de estos organismos y la productividad acuicola El
objelive del presente estudio fue evaluar el efecto de la exposicion subaguda a
naftaleno sobre mecanismos de la respuesta inmune humoral (goncentragion de
6xido nitrico, actividad de fenol oxidasa y lisozima) del ostian (C. corteziensis).
Ostiones (n=30) se colocaran en peceras con 5 L de agua de mar filtrada y se
expusieron a nafialeno (1, 20 y 50 pgiL) por un periode de 1, 3, 5 y 7 dias
Posteriormente, se extrajo hemolinfa del misculo aductor para determinar Ia
concentracién de éxido nitrico (ON), mediante la reaccion de Gness. Por otra parle
en glandula digestiva se delerming |a actividad de fenoloxidasa (FO) y lisozima,
mediante la determinacién de la oxidacion de L-DOPA y el método turbidimétrica
respectvamente. Los resultados oblendos indican que el naftaleno, en las
condiciones evaluadas, desregulé de manera significativa los parémetros
evaluados; sin embargé no se observé un patrén (incrementoldscremento) de
alleracion dosis o tiempo dependiente. Los resultados oblenidos sugieren que la
exposicion subaguda de esta especie de molusco al hidrocarburo puede provacar
‘mayor susceplibiidad a infecciones y por ende afectar |a produccion ostricola.



1. INTRODUGCION

1.1.Generalidades y fisiologia del ostion.

Los ostiones son invertebrados que pertenecen al Phylum Mollusca de la ciase
bivalvia. Existen dos géneros de ostras Ostrea y Crassostrea, de las cuales,
Crassosirea posee las dos conchas rugosas y es mas resisiente a faclores como

y salimdad, en con el género Ostrea (Castilo-Rodriguez
y Garcla-Cubas, 1884; Cabrera ef al . 2008)

En general los moluscos bivalvos, son organismos de habios benténicos (del
griego banthos, “fondo maring’), de simelria bilsteral prowstos de una concha
externa (exoesqueleto) formada por dos piezas o valvas (Figura 1) unidas por un
ligamento (ligamento de la chainela), las cuales se abren y cierran por accion del
musculo aduclor. Ademds esté conslituido de lepdo y Grganos intemos entre los.
que destacan: 1) manto, con funcion sensorial; 2) branquias © clenidios. que
participan en la respiracion y alimentacion; 3) sistema digestivo, ef cual es sencillo
¥ junto con numerosos ductos primarios y secundarios forman la glandula
digestiva; 4) corazdn, donde la sangre es impulsada desde el ventriculo hasta las
branquias para oxigenarse y volver a las suriculas y 6) génada, que junio con una
serle de tibulos o foliculos a cada lado del cuerpo constituyen el aparato
reproductivo (Figura 2) (Rodriguez de la Ria ef al., 2002, Lopez y Urcuyo, 2008).

El sistema circulatorio de los ostiones es un sistema abierlo. es decir la hemolinfa
y los hemocitos no se encuentran solo en el intenor del corazon y vasos, sino que
86 encueniran en senos y leidos (Rodriguez de la Rua eof al, 2002) La
alimentacién de estos organismos se lleva & cabo por fitracion de agua y es
favarecida por secreciones mucodes del manto, cuya composicion depende del
tipo oe particula a , este hibito permite sdlidos
disuelios en agua y xencbidticos en los tejidos blandos (Parra-Laca ef al. 2010,
Girén-Pérez y Baron-Vibanco, 2010)




Figura 1. Morfologla externa dol ostién, Concha externa rugosa (exoesqueleto) fa
superficie extema ce fas vahvas esth constituda por la sobreposicidn de finas
tminas dispuestas concéntricamente que dan lugar a la formacitn de andios o
eSUIas G CTecmIents (Tomaso se Logel y Uscuys. 2008)

Figura 2. Morfologla y anatama Interna del ostidn. En la imagen se muestra la
ubicacidn del manto, aparato digestivo y sistema circulalorio en Moliscos (Temado e
Leoery Ureuro, 2008)



1.2. Mecanismos de defensa de moluscos bivalvos

El sistema mmune es uno de los principales sistemas fisicldgicos en los
acuaticas, estd por celulares y
que los protegen contra paldgenos (Vargas-Albores y Barracco, 2001; Girdn-
Pérez, 2010). Al igual que en verebrados, los moluscos bivalvos presentan
barreras fisicas y quimicas, las cuales son las pnmeras barreras que deben de
‘atravesar los palégenos para acceder al interior de un organismo En el caso de
los osbones las barreras se encuentran formadas por la concha y por el mucus, el
cual a su vez posee componentes humarales (Galloway y Depledge, 2001), una
vez superadas estas barreras fisicas y quimicas, los componentes calulares y
logran 'a elimi a del antigeno extrafo. En el ostion,
los. de defensa estan por proteinas que se
encuentran disueflas en la hemolinfa. como lectinas, lisozima, fenoloxidasa y
péplidos antimicrobianos (Sauvé ef al, 2002). mientras que el componente de la
inmumidad celular estd mediada por los hemocitos, que son las células circulantes
presentes en fluida: y &n hemolinfa 2010).

1.2.1. Hemocitos y Fagocitosis

I término hemocilo fue acufiado por Farley (1068) para denominar a las células.
sanguineas de los moluscos bivalvos Lo hemocilos se encargan de elimnar los
antigenos y particulas extrafies mediante fagocitos:s a wavés oe mecansmos
dependientes & independientes de oxigeno. Los primeros imglican la produccién
de metabolitos reactivos de oxigeno como el anidn supertxido (O3 ), peréudo de
hidrégeno (H;0z) y éxida nitrico (ON): ademas de compuesios ntermediarios con
actividad bactericida coma el peroxiniirilo (ONOO') (Cajaraville y Pal, 1995, Sauve
et al, 2002, Pruzzo ef al,, 2005). Mientras que los mecanismos independientes e
oxigeno incluyen a hidrolasas lisosomales (lisozima, fosfatasas. esterasas
protainasas y glicosidasas) asi como péplidos y proteinas microbodas. Por otra



parte, los hemocitos, ademas de la funmbn inmune, estan implicados en olras
funciones. fisiolégicas como: reparacion de heridas y de |a concha, funciones
digestivas y transporte de nutrientes (Anderson, 1996, Chu, 2000, Raberts ef al
2008, Shaderhal, 2010)

1.2.2. Lisozima

La lisozima (E.C 32.1.17) fue descubierta en 1921 por Alexander Fleming, es una
enzima que hidrokiza el enlace B-1.4 entre el dado N-acetimuramico y la N-
acetiglucosamina (Figura 3) presente en el peptidoglicano de s pared calular
baclenana, con una mayor actividad microbicida contra bacterias Gram positivas.
(McDade y Tripp, 1967) La lisozima se almacena en el inlerior de 10s ls0somas.
de los hemocitos y al medio se estimula pof ot 5
de (Cheng, 1975; f al, 1985). € isma de liberacion
de esta enzima a ia hemoiinfa, se lleva o cabo a través del proceso de
desgranulacon (Cheng, 1975; Cheng, 1963). Ademas de su funcion de delensa, la
lisomima tiene funciones digestivas En algunas especies de moluscos como
Mytius edulis. Modiolus modiolus, Chlamys operculanis y Teilina tenuis, se ha
detectado una mayor concentracién de esta enzima en los lejidos asociados con
procesos digestivos (McHenery ef al. 1979) La actividad litica de la lisozima se ha
demostiado en varias especies de bivalvos, como la ostia amencana, Crassotrea
virginica (Kue ef ai, 2004; lioh y Takahashi, 2007; Xue ef al, 2007) y la osira
japonesa, Crassostrea gigas (Matsumolc ef al. 2006, toh y Takahashi, 2007).

A la fecha, se han descrito dos tipos de ksozimas en Grassostrea spp. la “tipo I*
(tipo invertebrado) ¥ 1a “lipo g” (kpo ganso); del primer Lipo se han desciite res
isoformas para C. virgimca (Cv-iLyst. Cv-iLys2 y Cw-iLys3) y tres para C gigas
(Cg-ilys1. Cg-iLys2 y Cgilys3) las cusles difieren en su funcién, propiedades
moleculares y bioquimicas. (foh y Takahastv, 2007, Xue of al, 2007, Xue ef al,



2010); y del segundo tpo de isolorma se ha descrilo solo para C gigas (Hioh y
Takahashi, 2009)

Rotura pos lisozima
HOH
g,

Ao A mAG.
Figura 3. Mecanismo de accion de lisozima. Rumuu del enlace ghcosidico J-1.4.
sachndo consitutivo es N

i (NAG) y N (NAM) (Tomads g vomDoruid # o
2007}

La luncién de cada isoforma “lipo i° de lisozima depende de su sitio de localzacién
en ol ostién. Por ejemplo en Crassostrea virginica |a isoforma Cw-lysi se
encuentra principalmente en los palpos labiales. el manio y en menor cantidad en
ias branquias, saco del estilete, intestino medio, glandula digestva y génadas; en
este sentido, debido a que el epitelio de eslos Grganos estan expuestos al
ambiente y a estimulos antigénicos exdgenos, se propone que la principal funcitn
de Cv-iLys1 es de defensa (Xue ef al, 2007). Mientras que la isoforma Cu-iLys2 se
encuentra en la glandula digestiva y en menor canbdad en el estiete cristalino,
ademas de expresarse en células basofilas d los tibulos digestivos. por lo que su
funcién es digestiva (Xue ef al, 2007) Por oira parie. la ksozima Cv-iLys3 de
acuerdo a sus , compane ¥
fisicoquimicas con Ia lisazima Cv-iLys1 y Cv-iLys2. por lo que. posiblemente esta
isoforma tiene una funcién dual, tanto de defensa como en Ia digestion (Xue ef al .
2010).

EN C. gigas lambién se han desciilo res 1ipos de isoformas de lisozima lipo | (Cg-
iLys1, Cg ilys2 y Cg iLys3-) (Matsumoto of al. 2006. lich y Takahashi, 2007, oh
et al, 2010). Cg-iLys2 sblo se delects en las células oel tibulos dgestives, Io que

5



sugiere una funcién digestiva (itch y Takahashi, 2007). Por su parte CgeiLys1y Cg
iLys3, se encuentran en el manto y su funcién estd implicada en la defensa y su
aclividad estd en relacién con las vanaciones del ambiente (Matsumoto el al,
2006 Hoh el al., 2010)

1.2.3. Sistema fenoloxidasa

La fenoloxidasa (FO) es una enzima dependiente de cobre, que cataliza la
reaccion que conviene fendlicas (3,4-dihi o L-DOPA} a
quinonas inestables (dopaguinona). Estas son sustancias que confindan su
transfermacion por via no enzimatica hasta legai 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-fenaloxidasa (proF O), la cual se
activa debido @ estimulos como a presencia de componentes de pared celular de
levaduras y bacterias (B-glucancs, lipopolisacaridos o peptidoglicanos) (Ratchffe ef
ol,, 1691). El paso precursor de proFO a la forma activa FO. requiere de una
cascada de senales mediadas por serin-proleasas, para generar como producto
final la melanina (Figura 4) (Soderhall y Smith, 1986). La activacion de FO en
invertebrados como los moluscos, se debe @ una cascada de acontecimientos
semejantes a los que activan a las proleinas del complemento en los verberados
(Dandova, 2006) La existencia del sslema proFO se ha demostrado en varios
tipos celulares perienecientes a diferentes especies de moluscos. incluido
Crassosirea spp. (Hellio ef al., 2007) y su principal papel se cenira en los procesos
de melanizacion y en la sintesis de adrenalina (Coles y Pipe. 1994), ademas la FO
puede activar diferentes procesos inmunes como la fagocitosis y la encapsulacion
(Soderhall y Smith, 1986).




PS5, peptidogicanos Hongos (81,3 ghucanos

N '
Moléculas de reconocimiento
Inhibidores de proteasa

o | Sennpretessa

PIGPO —— 7O
Fenales l o,

Quincnas

v

Melanina
figura 4. Slstema fonoloxidasa. Actvacon del sistema profenoloxidasa,
desencadenada por componentes de la supericie de MICIOOIGANISMOS (Tomsse o
Sogamay Cormniae 1598)

En moluscos existen tres tipos de FO: 1) tirosinasa (EC 1 14.18.1). 2) catecolasa

(EC 1.103 1) y 3) lacasa (EC 1.10.32) Los les tipos de FOs tienen como

sustiato o-difencles. tales como L.-3.4-dikdroxifenilalanina (L-DOPA: aclividad

catecolasa). Sin embargo, enlre estas tres enzimas solamente las tirosinasas
pueden  hidroxlar  monofenoles, tales como  L-lrosina  (aclvidad

monophencloxidasa), y sélo lacasas pueden owidar m- y p-dicnoles. o

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

o PPD (actividad lacasa) (Thurston, 1994, Solomon of al, 1898) En tejidos de

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

dentificado 8blo dos tpos de FOs, catecolasa y lacasa (Hellio of o/, 2007; Luna-

Acosta et al, 2010, Luna-Acosta of al, 20118, y Luna-Acosta el al., 201 1b),



1.2.4. Oxido nitrico

El éxido nltnco (ON) es un mediador quimico endégeno y se sinfehza a panir de L-
arginina por la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS). su vida media y accibn
biolégica es muy cora, por lo que es rapidamente oxidado a metabolitos establcs
como el nitito (NO7) y nitato (NOy) (Figura 5) (Gorocica ot of., 1998). En
moluscos como Crassostrea spp. el ON es producido por fos hemocitos, &n

respuesta a estimulos antigénicos (Arumugan ef al, 2000; Villamil et af. 2007). No

obstante. los que reguian Ja de ON en estss
células es poco conocido (Nakayama y Maruyama, 1998; Torreilles y Romesiand,
2001). EI ON fiene numerosas funciones. entre ellas la regulacién dei lono

vascular, la celular y la i de en respuesta
inmune inespecifica (Moncada ef 8/, 1991° Sanchex Hemandez, 2003). ademas
de acluar como una molécula aRamente cifotdxica y micrabicida (MacMicking et
ak, 1897, Rivero. 2006). Debido a su naturaleza no polar, &l ON puede atravesar
faciimente las membranas de patégenos. lo que provoca dafto al ONA, prateings.
lipidos y enzimas. El ON también reacciona con el anon superomda (O9).
generado durante e estallido respiratonio, para producir peroxininto (ONOOY), un
compuesto con mayor toxicidad y con actividad antibacteniang y anhvical (Fang.
2004).

Figura 6. Generaclon de 6xido nitrico. Paricipacién e 'a enzima oxido nitrico
sintasa y la formacién de sus metabolos estables. NUMOS y NHIALOS (Tomado e

o 19



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

El termino acuicullra se refiere al cultivo de orgamismos acudlicos peces,
reptiles, anfibios, crustdceos, moluscos, plantas y algas pata la produccion de
alimento o algun otro propésio por pate del humana (FAO, 2010). En el ano
2010, Ia produccion mundial de organismos a Wravés de la acucultura, estuvo
conformada por peces de agua dulce (564%). moluscos (236%), Crustaceos
(9.6%), peces disdromos (6.0%), peces maninos (3 1%) y otros animales acualicos
(1.4%) Produccion que represento ganancias estimadas en 119,400 millones de
dolares americancs (FAQ, 2010)

En el marco de la acuicultura mundial el cullivo de moluscos es la segunda
actvidad en imponancia con una produccion de 14 2 milones de tonfana (FAO,
2010), de los cuales 45 millones fon/afio corresponden a ostras (FAC. 2010).
Particularmente en México se producen cerca de 50.000 ton/afio de esle lipo de
moluscos (CONAPESCA. 2013) y de acuerdo al Anuario Estadistico de
Acuacultura y Pesca (2011) de México, de la produccion pesquera nacional el 91%
del ostion es generado a través de la ostricultura (CONAPESCA, 2011). En este
conlexto, el ostion del Pacifico (C. gigas) es una de las principales especies. Sin
embargo, otias especies que destacan en nuestro pais son ostidn americano (C.
virgiica), cultivado principaimente en el Golfo de México y el ostion de Conez (C.
corfeziensis) cultivado en el Pacifico (Polanca, 2002).

En México, dentro de las actividades pesqueras y aculcolas la produccien de
ostion ocupa el sexto lugar siendo Veraciuz el estado con mayor produccian de
este molusco (27, 268 fon/aio), seguido de Tabasco (12, 998 ton/ano) y Nayari (2,
071 tanfafio) En el Pacifico mexicano la principal especie que se explola es el
astion Cortéz (Ci can una de 1.500
tonfafio. De osta moners, ¢ estado de Nayart ocupa el primer lugar de




produccién de ostion en esto zona (Tabla 1). con una derrama econdmica
aproximada de $ 18.5 miliones de pesos (CONAPESCA, 2011)

Tabla 1. Produccidn de 0stién en México, durants el periodo 2002-2011
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Tomz del Anuario extaSico de cuicunuta y peaca 2011

El ostion C cotermnsis es una especia naliva que se distnbuye cesde ! Gotlo de
California hasta Panamé, siendo muy sbundante. desde Sonora hasla Nayarit
(Mazén-Suastegui. 1996), Esla cspecie tene una posiabn imponante en el
mercado regional y nacional por su allo vator nulicional, excelente sabor y por ser
una fuente de empleo, ademds de tener un gran potencial para la acuicultura
debido a su rpido crecimiento y aceptacién (Céceres-Puig ef al., 2007)

No obstante al éxifo de la ostriculture, en 1a actusligad esla achvidad s& ha visto
limitada por problemas diversos en los sitios de cultivo, CON un IMPAcIo Negatve y
sustancial en 1a produccién de este molusco Entre los principales problemas se
N

de semila (calidad y cantidad). 2)

por como OsHV-1 y
Perkinsus marinus (Vazquez-Jubrez, 2006, Caoceres-Martinez, 2008: Enriquez-

Espinoza, et al, 2010). 3) variacion sustancial en factores ambientales de los silios
de cuitivo (temperatura. salinidad, oxigeno. concentracion de clorofila o séston)
M: Suéstegui of al.. 2009; Ch: ef a1 2030) y 4) mareas rojas y
contaminanies, como metales pesados. plaguicidas & hidrocaiburas (FAO, 2012)




En particular, el problema de la contaminacién ha recibido especial atencién
debido a que puede provocar efeclos sobre las funciones metabdlicas y

de causando masiva de esios
Ademas, la exposicion trénica a contaminantes puede ailerar los mecanismos de
defensa del ostion, mas. a por parisitos y

bacterias (Gomez-Mandikute y Cagaraville. 2003. Gagnaire ef al. 2006 Matozzo ef
8l., 2009; Gopalakiishnan et al, 2011: FAO, 2012)

134, en como problema en
acuicultura de bivalvos
Los ecosi inos son sistemas fi sometidos a la influencia

de las mareas. caraclenzados por (rocesos de ingreso y mezcla de agua marina

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

tiempo (lbafes ef al . 2000) Estos ecosistemas son el recepticula final de
de ongen o que implica

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

habitan esas zona, sino lambién @ la produccidn pesquera y por lo tanto la

economia (Paez-Osuna, 1899, Boonyatumanand ef al. 20086)

En o8 eccosistemas estuarinos se presentan cambios alibuibles a la
contaminacion de aguas con materia organica y productos quimicos. debido a la
‘accidn humana y por ciclos naturales del ambiente (Morales-Bojorquez, 2009). En

cuanto al efeclo de las humanas, los acudlicos
wadicionalmente han sido el vehiculo y depésito final de un sinnimero de
i metales, e que

ingresan por diferentes vias, lales como: efluentes domésticos e indusiriales,
aportes de agua de lluvia y de riego agricola, © como resullade de derrames
accidentales (Giron-Pérez y Barrén-Vibaneo. 2010)



Uno de los Z de son los
hidrocarburos aromaticos policiciicos (PAHS) que son moléculas moderadamente
eslables, cuya presencia ha sido atnbuida principaimente a derrames de
combustibles fésies. No obstante. los desechos municipales e industriales son
también fuentes de aporte de eslos conlaminantes (Douben, 2003). Los PAHs
pueden causar efeclos en la morbiidad y monaldad de especies acuslicas con
importancia econdmica, por lo que el estudio de estos contaminanies debe sel
atendido. En este contexto, los bivalvos marinos como los osliones son
frecuentemente blanco de este lipo de suslancias, debido @ que SON CIGaNIsMos

‘estan ¥ poseen alta lasa de fitracién. Estos
factores favorecen la captacion y bicacumulacion de los PAHs (Girén-Pérez y
Bamén-Vibanco, 2010, Campa-Cérdova of al, 2011). lo que compromete el

. la itn y la supe ia de eslos i (Gagnaire ot

ai., 2007).

1.3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los PAHs

Los hi (PAHSs) son formados por
dos o mads anillos entre s, lituidos por &lomos de
carbono e hidrégeno (Figura 6) (Douben, 2003, Mastandrea ef al, 2005). En
general los PAHS tienen baja solubilidad en agua. san poco voldties, atamente
lipofilcos y se ha establecido que en organismos acudlicos como peces y

i facter de bi ion de eslos es a
su peso molecular (ATSDR, 1995. Douben, 2003)

Los PAHs se forman d la del carbon,
petrdleo. gas, madera, basura o cualquier ofra sustancia que conlenga alguna
cantidad de materia organica Pueden encontrarse en el asfallo ulifizado en la
construccién de caminos. en sustanclas como aceite crudo, carbon y alquitrén de




carbén entre otros. Usualmente estan presentes casi en cualguier substrato de |a
naluraleza. incluido el agua costera (ATSDR, 1985)

3 b
Figura 6. Estructuras quimica de PAHs: 3) Naftaiens, &l PAHS con estructura mas
dos anilos ¥b) cinco

anillos bencénicos (Teamass se ATSOR. 1955

En ecosistemas acuificos, una de los PAHs mas abundante es el naftaleno, el
cual esta presente en las fracciones solubles de los aceles pelrogémcos (Hansen
et al,, 2007), la cual constituye una de las fracciones mas toucas del petrdieo para
la vida marina (Vijayavel ef al, 2004).

1321, Naftaleno

El naflaleno, también llamado nafialina es el hidrocarbure aromético policiclico
mas sencillo, su estruciura quimica estd compuesta de dos anidios bencénicos
unidos. entre si {Figura 7). Es un slido blanco que se evapora fcimente, es poco
soluble en agua y se produce naturalmente cuando se queman combustibles,
tabaco o madera (Medina et al, 2006). Ademas. junlo con sus denvados mebilados
(metilnaftalenos), el naftaleno es unc de los PAHs mas dominanies en los
combustibles y pelrblec crudo (Iniesa y Blanco, 2005). De acuerdo @ la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA) de EEUU, ef naftaleno es identificada como uno de
los 16 PAHs més importantes por su toxicidad para mamiferos y organismos
acuaticos (EPA 1987),
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Figura 7. Estructura quimica del naflaleno {Tamsece Medna ol s 3005

En agua, & naftaleno comparado con ofros PAHSs, es mas soluble (log Kow<5) y
se encuentra &n mayor biadisponibilidad para los organismos acuaticos (Iniesa y
Blanco, 2005). En bivalvos, €l naftaleno se ncorporan preferentemente en forma
disuella, debido a sus caracterlsticas fisicoquimicas (Tabla 2) (Meador, 2003).

Tabla 2, Caracteristicas fisicoquimicas del Naftaleno

Caraclaristicas . i S— e
proiy e LR
Peso molecuar 12813
Fomia qumca Gt
Calor Blanen
Estado fsco Stido.
Borte de odn e
Pt o sl 3
Densidad 1.145 gmL & 20°C
Oar Fuerte {alquitran o bl de nafiaina)
Solubshdad en agua M T mgll
Sonohind 0 sorwces St en bncano,acohal, a1 acetona
R
Comenmeds  Kow 3
parsin Log
L g
et g vapat. o087
Constante g8 Hen: 4 6x10-4 atm-m gl

Tomana g ATSON, 185

El naftaleno tiene una distribucion diferenciada entre los lejidos de bivalvos, de
esta manera se ha reportado que en glndula digestiva se acumula el 35%, en
manto 12%, en branquias 10% ¥ en fiion 5%; mientras que en el resto de los
tejidos se ha detectado, en conjunto, un porcentaje cercano al 40% de este

u



hidracarburo. El patron de distribucion de este xencbidlice estd aseciado al
contenido lioldico de cada tejido, ya que la gléndula digestiva y manto tienen
sproximadamente un 6% mas Iipidos que el resto de Ios tejidos de los bivalvos
(Widdaws et al . 1983)

La ehminacin del naftaleno en bivalvos liene lugar en pocos dias y se debe
principaimente a des proceses. difusion pasiva y excrecion Los tiempos de vida
media para el naaleno y metilnaftalenc estan en funcion de la Kow (3.3}, y oscilan
entre las § horas y 1 dia respectivamente (Farington ef af, 1982: Widdows ef al.
1983; Bjork y Gilek, 1996)

1.4.Los PAHs como de i ati

La presencia de PAHs en sistemas aculicos se ha atribuide principaimente a
fenomenos como: 1) derrames procedentes del transporte maritimo, 2) residuos
urbancs, 3) combustion incompleta de combustibles fésiles y 4) deposicion
atmosfénca (Perugini et al. 2007). Una vez en los ecosistemas acuaticos, los
PAHs pueden entrar a los organismos marinos a iravés de la cadena alimentaria
(Jonsson et al, 2004}, ya que son compuestos de baja solubilidad y tienden a
adsorberse a los materiales en suspension en el agua. los cuales pueden liegar a
depositarse en los sedimentos. Ademés debido a su lipofilicidad, san compuesios
que alraviesan con facilidad las membranas hpidicas acumulandese en los
organismas acuaticos (Billiard et al, 2002)

Existen estudios que muestan la presencia de PAMs en diversos ecosistemas
acuaticos, donde las concentraciones de eslos contamnantes pueden variar
considerablemente dependiendo de la cercania de las fuentes emisoras Las
concentraciones mds altas de PAHs se han encontrado en zonas costeras, como
resuitado de entrada de aguas terrastres y fransporte maritimo (UNEP, 2003) De
esta manera, datos reportados por el Programa Ambiental de las Naciones Unidas



(UNEP), indican que en muestras de agua tomadas en diferentes puntos del
Qcéano Atidntico, se han detectado concentreciones de PAHs desde 0,001 a 0.3
ng/L: mientras que en muesitas de agua de zonas costeras y estuarios
influenciados por este ccéano, las concentraciones de PAHS lotales en esta maliz
ambiental, varian desde niveles no detectables hasta 8,500 ng/L. Por otra parte,
en agua del mar Egea, Jonico y Mediterraneo occidental. se han detectado estos
contaminantes en concentraciones de 10 a 30 ngiL, 0.02 a 40 poil y 200 a 750
nglL, respectivamente. Por su parte, en agua de las regiones artica de Rusia y
Asia Onental. se han reportado concentraciones de 10 a 68 y 25.9 a 10, 197 ngiL,
respectivamente (UNEP, 2003).

En o que respecta a la presencia de PAHs en sedimentos marines y estuarinos,
estos compuestos se han delectado en concentraciones relativamente  altas,
comparadas con ofras  sustancias  owices  persisientes  (plaguicidas
arganoclorades, bifenilos policlorades y dioxinas) En muestras de sedimentos
tomadas af sur del Mar Ballico, fas concentraciones de PAHs han sido hasta de
35.2 ughkg en peso seco. Mientras que en &l este del Galfo de Finlandia y norte del
Golfa de Botnia, se han detectado concentraciones de 17.0 y 20.8 pgikg,

Reportes realizados a partir de en el Golfo Pérsico,
han mostrado la presencia de estos contaminantes en Kuwail (30.4 ug/kg), Arabia
Saudita (38.4 a 761 ugikg), Bahrein (47.5 a 97.5 palkg), Emiratos Arabes Unidos
(10.8 & 218 yghkg) y Oman (45 a 36,5 ugikg). Por ofra parte, en sedimentos
tomados &n |z zona costera de este golfo, influenciada por efluentes industriales,
se han repartado concentraciones de hidrocarburcs, desds 5.6 hasta 1,334 ugfkg
de peso seco (UNEP, 2003

En América, la mayoria de |os reportes coresponden a esludios realizados en
sedimentos cercanos a pueftos maritimos. Los resultados han mostrado una
ampiia variabilidad en la concentracien de PAHs, desde 0.1 a 286,000 pgikg. Las
#reas mas afectadas corresponden a zonas portuarias con influencia de rios
(Parana. Uruguay y Rio de la Plata) (UNEP, 2003). Sin embargo, recientemente
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Ramdine o al (2012). reportaron la presencia de hidrocarburos en una isla del
mar Caribe (Isla . donde altas de estos
contaminantes en sedimento {40-1,065 ng/g) y en tejido de oslion (66-961 ngig)

En México, 1ambién se han este lipo de les en
acudticos, 1al como lo muestran Botello ef al (2002), al encontrar niveles de
en moluscos de diferentes silios en |a costa norte del

‘Océano Pacifico mexicano y reportaron en la ostra C. paimula (22 86 pgig) en la
bahia de Pichiingue en Bajs Caifornia Sur, en mejilien Mytella stigata (18.16
wglg) en la laguna de Mexcaltitdn, Nayart, en la ostra C. corteziensis (13.19 pgig)
‘en Ohuita Sinaloa y en la ostra C. idescens (10.24 pglg) en Puerto Vallarta,
Jalisco. Recientemente olro estudio realizado por Girdn-Pérez ef al, (2013),
‘demosti6 la presencia de PAHs en agua del estero Boca de Camichin Nayarit, en
concentraciones significativamente altas de naflaleno (409 + 208 ugiL), seguido de
pirena (255 = 136 ugl) y el benzolajpireno (1.13 + 0.3 ugll). lo anterier
demuestra que los ecosislemas acusticos de México, al igual que el resio del
mundo, no estin exentos de esta clase de cantaminantes, 1o que pone en peligro
a las especies que habitan estas zonas

1.5.Efectos toxicos de los PAHs

Los contaminantes quimicos en e medio marino lienen electos negativos, en
mayor o maenor medida, en funcién de las concentraciones exisientes en el medio,
y éstos pueden ser desde dafios para la biola marina, hasta dafos para el
consumidor (Soriano-Sanz, 2000)

Aunque |a loxicidad aguda de muchos PAHs en animales de expenmentacion
suele ser baja, por sus electos oxicos @ mediano y largo plazo, los niveles de
esios son objato de estudia en el ambis Las
diferentes propiedades fisico-quimicas (solubilidad, toxicidad y componamiento en

7



&l ambiente acuatico) estan en funcidn de su peso molecular. Los PAHs de bajo
peso molecular (de dos a tres anillos aromticos) son en general maderadamente:
texicos, aunque pueden sedo directamente para los organismes marinos. Por otra
lado, muchos PAHs de elevado peso molecular (que conlienen cualio o mas
anillos ) son ¥ ademés los itos de.

eslos PAHs son potenciales carcindgenas para 105 animales y humanos, como es

el caso del benzofalpirena (Soriano-Sanz, 2008)

1.6.Efecto de los PAHs sobre sistema inmune de moluscos

Uno de los sistemas fisiolégicos de moluscos mas allerados por los PAHs, es el
inmune. El cual contribuye a la homeostasis mediante Ia eliminacién de particulas
extranos (virus, bactenias o parasitas), destruccion de célules anormales y rechazo
de componentes shiblicos extrafios (Giron-Pérez, 2010) Los PAHs pueden
interactuar con los componentes del sistema inmune e inlerferr con Jas funciones.
de proteccion, lo cual pedria inducit inmunasupresion o estmulacién, asi como la
disminucion de la resistencia a enfermedades (Tabla 3)

Existen estudios en donde diversos moluscos tales como, C. gigas, Myfius
galloprovingialis, Chameles gafina, Cerastoderma edule, Ensis siiqus, Pecten
maximus, Haliolis diversicolor y C. virginica expuestos a PAHe, sufren una
desreguiacion en los parametros inmunes, por ejemplo el benzo[ajpireno, induce
incremento en el porcentaje de granulocitos, cancentracién de éxida nitrico (ON), y
produccién de anién superdxido. pero disminuye |a mortalidad celular, el nimero
total de hemocitos, actividad fagocitica, estabilidad membranal y capacidad de
adhesion, ademés de la actividad de lisozima (Gomez-Mandikule y Cajaravilie,
2003, Gagnaire ef al, 2006, Matozzo ef al, 2008; Gapalakrishnan et al., 2011
Croxton et al,, 2012).



Al igual que el benzolalpireno. el fMuorenc y el pirenc también deminuyen la
mortalidad de hemocitos y la aclividad fagocitica; en cambio, el fenantrenc
incrementa la mortalidad y el numero de hemocilos, pero disminuye la actividad
fagocitica y la , ademas de la in de

(Wootton ef al, 2003; Gagnawe ef al.. 2006. Bado-Nilles ef al, 2008, Hannam ef
al, 2010,) Por owra parte el benzobffiucrantenc incrementa la actwidad de
tancloxidasa (Bado-Nilles et al,, 2008)

Tabia 3. Efectos inmunotéxicos de PAHs en moluscos
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Los reportes referidos en la tabla anterior, muestran que los PAHs tienen efeclos
variables sobre la respuesta inmune en bivalvos. Sin embargo no exsten estudios
en la especie C corfeziensis, donde se evalué el potencial inmunotdxico de estas
sustancias,



2. JUSTIFICACION

A nivel mundial, los moluscos representan el segundo lugar de la produccion de
organismos a través de la acwcultura, actwidad que puede ser alectada por la
P 3 quimices en los acudlicos

La presencia de PAHs en ecosistemas acuéticos ha incrementado en los Oftimos

afos; uno de los hidrocarburos frecuentemente delectado en eslos sislemas es el

naftaleno. Esta sustancia puede provocar alieraciones en los mecanismos de

defensa de moluscos bivalvos, como los ostiones y puede incrementai la
a ¥ de estos

El ostion C codezensis es una especie nativa del Pacifico mexicano con
imponancia econémica. Sin embargo en la literatuia cientifica no existen estudios
donde se evalué el potencial i de nahaleno Por lo
que es necesano reahizar nvestigaciones que coadyuven a conocer el efecto
potencial de este hidrocarburo sobre la salud y mecanismos de defensa de esta
especie de molusco




3, OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion subaguda a naflaleno sobre mecanismos

humorales de la respuesta inmune del ostidn Crassotrea coreziensis

3.2.0Objetivos especificos

« Cuantificar la concentracién de naflaleno en muestras de lepdo de

08NON y BQUA, previo y posiencr a los biensayos:

« Determinar el efecto de la subaguda 2

subletales de naftaleno sobre la conceniracidn de proteina y dmido

itrico nfa de ostion (C

» Determinar la concentracion de proteina y el efecto sobre la actwdad
de fenol owdasa y isozima presentes en gldndula digestiva de astion
(€ corteriensis), expuesto de manera subaguda a concentraciones.
subletales de naftaleno.

4. HIPOTESIS

La esposicion subaguda del oston (Crassosirea corteriansis) a
concentrac:ones subletales de naftaleno afecta negativamente la respuesta

inmune de este molusco



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Organismos oxporimentalos

Ostiones C. cortaziansis con lalls de 8 + 2 cm y peso 70 ¢ 30 g. adquiridos en un
mercado local del esiado de Nayant México, fueron depurados por un penodo de
30 dias en agua de mar filliada (sAinidad 26 & 2 %, pH 8.7 1 0 2. temperatura 25-
28 °Cy ciclos de luz 12 12) en un sislema de recirculacion (50 L) con un caudal de
retorna de 150 mL/min y aireacién constante (Figwa 8). Los ostiones fueron
alimentsdos dianamente con 8.55 mg/L de aiga spirulina deshidratada drsuelta en
agus de mar fitrada (Castllo-Rodriguez y Garcla-Cubas, 1984)

Figura 8. Sistoma de recirculacién: con llaves do paso para salida de agua

en una bemba sumergible con un caudal de retorno de 150 mUmin y
aireacién constante, cada sistema posee fillros para la refencion de particulas Los
sistemas constan de res lanques de 117 L cada uno



5.2 Grupos experimentales

Pasado el perioda de depuracion. los ostiones (n=10) e colocaren en peceras con
5 L de agua de mar filtrada (salinidad 26 + 2 %e, pH B.7 & 0.2, temperatura 25-28
*C y ciclos de luz 12:12) durante un penodo de 24 h (sin alimento) para su

los org se a
subletales de naftaleno (1, 20 y 50 ugil). El naftaleno (Sigma-Aldrich, 99%) fue
tomado a partir de una solucion sfock (0.5 gil), mediante la utiizacion de acetona
coma disolvente en una proporcidn 1.2 (hidrocarbura acetona). Las condiciones.

[{ de los org ¥ i del
hidracarburo), fueron determinadas con base a las fluctuacién de pardmetros

fisicoquimicos de zonas estuarinas del Pacifico mexicane y estudios previes en
esta zona (Giron-Pérez, 2008; Castillo-Duran et af, 2010; Toledo-Ibarra, 2012,
Zambrano-Soris, 2012; Giron-Pérez el al, 2013)

Para cada expenmento $e utilizaron tres grupos experimentales (n=30) por
tratamiento. Grupo experimental |: osliones en agua de mar. grupo experimental I
ostianes en agua de mar con acetona; y orupo experimental lll: ostiones en agua
de mar con naftalenc, Los osliones se expusieron al hidrocarbura durante 1, 3, 6 y
7 dias, con recambios diarios de agua para cada pecera. Duranle el experimento
los ostiones se alimentaron diariamente con alga spirulina.

Transcurrido el tiempo del bioensayo se extrajo la glandula digestiva de cada
organisme y se determing la actvidad de lisozima, fencl oxdasa (FO) y
cancentracion de proteina. Por olfa parte, se obluvo hemalinfa del musculo
aductor y se determing la concentracian de proleina y dxido nitrico (ON),



5.3.Determinacién de naftaleno an tejido de ostién

Previo a la determnacion de naftaleno en lejido de ostian, la glndula digestiva y
branquias de cada o0stOn fueron pesadas y homogenezadas con 1 mlL de
diclorometano. cada hamogeneizado se agild en variex por 5 min y se centrilugé a
3500 V1S min. EI sobrenadante de cada muestra se calectd en un frasco de
vidrio 4mbar, los euales se y s en hasta
que el diclorometano se evapord. La muestia se reconstituyé con 1 mlL de
metanol, postenormente una alicucta de |a muestra se colocd en una placa de 96
pozos y se leyd medante espectioscopla de flucrescencia a una longitud de
excitacidn y emisién de 273 y 360 nm, respectivamente (Livingstone ef al, 1993)

5.4.Determinacion de naftaleno en Agua

En un embudo de separacidn se colocaron 50 mL de agua junta con 5 mL de
diclorometano, posteriormente la mezcla se agitd y se dajo reposar hasta que se
separaron ias fases. La fase que contenia el disolvente se recolectd en frascos
ambar, los cuales se y se en hasta

del La muestra se con 1 mL de metanol,
posteriormente una alicuota de la muestra se colocd en una placa de 96-pozos y
3@ leyd & una longitud de excitacion y emisiin de 273 y 360 nm, respectivamente,
por espectroscopla de fluarescencia (Livingstone ef al, 1993)

5.5.Actividad de Lisozima

Para determinar la actwidad de hsozima, se Utiizd el metodo tuibidimétrico
descrito por Demess y Bayne (1887). Previo a Ia determinacion de la actividad de
kisozima en glandula digestive, se realizé una curva estindar de lisozima de huevo
de gailina (HEL) de 41.800 Ulg (Anexo 1a). Para eslo, se prepard una solucidn




stock de HEL a una concentracion de 0.5 g/mL en buffer KH,P0, 100 mM. pH 5 8
A partir de la cual se hiceron diluciones senadas. con una suspension de
Micracoccus iysadsikticus al 0 15% en buffer PBS 0.1 M, pH 5.9, Inmediatamente
(tiempo 0), se delerminé la densidad optica (OD) de cada muestra a 450 nm;
después de 15 min (iempo 15) se determind nuevamente |a OD y posterioimente,
se calculd el cambio de absorbancia (Ats T0 - Abs T15)

Previo a la determinacion de la actividad de hsozima, la glandula digestiva se
homogeneizé en bufler al 20% (piv) de KH;PO, 100 mM, pH 59, Las muestras se
centrifugaren a 2500 rprv10 min a 25 °C. Posteriormente, en una placa de
poliestirenc de 86-pozos, s colocaron 25 L. del sobrenadante y se mezclaron con
176 pL de Mierocaccus lysodektcus al 015% La OD de la mezcla se determing
inmediatamene (lempe 0) y & los 15 min y el cambia de absorbansia se interpold
&n una curva realizada ex professa

5.6.Actividad de FO

Previo a la determinacon de la actividad de FO, la glandula digestiva se
homogensizé en 1 mL de PBS 0.1 M. pH 7.4. Las muestras se centrifugaran 3
2500 (pmAS min a 25 °C y se determiné la concentracion de proteina por el
métoda de Bradford. Un velumen de 100 L (6 mg/mL de proteina), se coloc en
una placa de poliestieno de 86-pozos y se mezcld con 100 pL de L-DOPA
(4mg/mL de L-dihidroxifenilalanina) como sustrato, para asi determinar determinar
la actividad de FO. La densidad ¢ptica de Ia mezcla se determing a 450 nm,
inmediatamente (tiempo 0) y despues de 5 h. A partir de la diferencia en la OD se
caleult la actividad de FO, la cual se corrigio con la concentracion

proteina de
la muestra. Para determinar la degradacion maxma de L-DOPA en glandula
digestiva de ostién, se realizé una curva de oxidacion de L-DOPA con respeclo al
tiempo. La oxidacién ospontanea del sustralo s¢ restd en cada muestra analizada
{Bado-Nilles ef al. 2008)



5.7.Concentracion da ON

La concentracién de éxido nitrico fue evaluada mediante la reaccion de Griess, la
cual cuantifica nitnlos (NO;") presentes en la hemolinfa, 50 L de hemolinta se
mezclaron con 50 yl de sulfanitamida al 1% y 50 L de N-(1-naftil) etilenediamina
0.1%. La mezcla se incubd pos 10 min a lemperalura ambiente en una placa de
96-pozos La absorbancia de las muestras fue medida a 545 nm en un lector de
placas. La concenbracion molat de nilritos de cada mueslia se determind mediante
una curva de referencia estandar de NaNO; (10-100 mM) (Anexo 1b) y como
blanco se ulikzo PBS junlo con ¥ N-(1-nafily iamina (Tafalla
ef al, 2002) La concentracidn de nitritos se coimigid por protelna, realizada por el
mélodo de Bradiord (1976)

58 dela de proteina

La concentiacion fotal de proteinas se midid a través dei mélodo de Bradiord
(1976) La muesira (50 L) se adiciond en una placa de 96-pozos junto con 250 Pl
de reactivo de Bradiord La placa se incubd a lemperatura ambiente por 10 mn y
ia absorbancia se determind a 545 nm en un lectol de placas. Una concentracidn
‘conocida de albumina sérica bovina (BSA) (0 25-5 0 mg/mL) se utiizé para reahzar
una curva de referencia estandar (Anexo 1c)

5.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo usando el programa Sigma Stat 3.5 Se
determing la normalidad y homogeneidad de varianzes de los datos (prueba
Koimogorov-Smirnov y F de Levane). Para datos con distribucion normal, se utilze
un andlisis de varanza (ANOVA), seguido de la subprueba de Bonferron Para
detos no paraméfricos se uso la prueba de Kruskal-Wallis, seguido de una
comparacion maltiple tipo- Tukey. La diferencia estadistica se determing con nivel
de p<0.05,

n



6. RESULTADOS

Previo 3 la i de los i evaluados en el
presente estudio, se realizs ia delerminacién de naftaleno en lefido de ostion,
mediante espectiofuorometria La determinacon de naftslena se realizd en
branguias y gléndula digestiva de ostiones recin comprados en un mercado local

(no ¥ en organis en agua de mar filtrada en el sistema
de recirculacion por un periodo de 30 dias (depurades). Los resultados mostraron
que las branquias de ostiones no una de

0.733 + 0.657 pgig de nataleno. en conlraste a los organismos depurados donde
10 58 detects & hidrocarburo (Tabla &)

Tabla 4. Ce i tejido de ostion C.
T consmnas, oW
No depuirados epusaos.
Brangus 0733 £ 0657 . —
v H HO

Lok dalos sor reprewentndon cora s X1 D WO, v Gectaon,

La Tabla 5 muestra que en organismos expuestos a | pg/l de naftaleno, sdlo se
detecto el hidrocarburo en branquia después de 1 dia de exposicion, mientras que
en glandula digestiva fue después de 1 y 7 dias Por olra parte. ostiones
expuestos a 20 ygil de naftaleno mostraron que en branguia se delecto ef
hidrocarbura después de 1y 3 dias posl-exposicion, mieniras que en gldndula
digestiva después de 3, 5 y 7 dias, Ademas, en organismos expuestos a 50 pgil.
i naftaleno se detecto en branquia después de 1, 3 y 7 dias, mientras que en
glandula digestiva sélo después de 7 dias



Tabla 5. Concentracién de naftaleno en tejido de ostién C. corteziensis (n=5)
expuestos 2 1,20 y 50 ugig del hidrocarbura durante 1,3, 5 y 7 dias,

Tampo —— ) Emur{nunrd;nN:nd:ncfpm‘ u
T2 We  70: 3087 18Wa 3145
Glantula digestva 03742 0ETS ND
3 Brangua DINE 1185 0814z 1980
Glantuls wgestn no 02501 0704 [
5 Branquia D ) N
Glandula digestva O 01192 0187 1o
5 Branqua NO ) oBaTs 1654
Gitnouia dgesta 1589% 1165 05682 0535 03662 07

T talon s vegewsariacen wama 1s XalF B o Siwciosis

Los resultadas de la determinacién de naftalenc en el agua de mar filtrada
ulilizada en los biensayos, previo a la exposicion a naftalenc. indican que en
ésta no se detectd |3 presencia del hidiocarbura, mientras que en agua de mar
a la que se adiciont 1 pgiL de naflaleno, se delectd en promedio 0.008 + 0.003
vgil del hidrocarbura. Por otra parte, en agua de mar a 1a que se adiciono 20 y
50 pgil de naflaleno, se detecto en promedio 0.008 + 0.007 y 00052 + 0.0043
pglL, respectivamente (Tabla &)

Tabla 6. Determinacién de naMaleno en agua expuesta a 1, 20 y 50 pgil. del
naftaleno durante 1,3, 5y 7

Tiempo miss

PE 1 1] 50
1 ) n00az
El D 0.0043
5 ~D oozt omss 80107
7 D 00083 0,001 00050

Tgs prenn wwasoen

Previo a la determinacion de la concentracion de proteina en glandula digestiva y
hemolinfa, se realizo una curva de absorbancia vs concentracion de BSA (Anexa
1a). Los resultados obtenidos indicaron, que la concentracion e proteina en
glandula digestiva de ostiones expuestos a 1 pg/l de naftaleno, durante 1y 3 dias,
se incrementd significativamente con respecto al control (Figura 8a) Por ofra
pante, la exposicién a 20 pgil de nafaleno, no modifica significativamente la

2



concentracion de protelna en este tepdo (Figure 9b) En cuanto a los ostones
expuestos 50 pg/l del hidrocarburo, se observé una disminucibn en este
parametro con fespecto al control después de 1 dla de exposicién, sin embargo, 1a
concentracion de proteinas auments a los 3 dlas post-exposicion (Figua 9¢).

f

8

HEH

R <&

Taeosn

Figura 9. Conummwn de proweina: en glinduia dgesiva de oston C

subletales a) 1 L. b) 20 O y €)

50 pgiL de naltalenc (4 durante 1.3, 5 y 7 dias y osliones contiol acetona (A) y

agua de mar (C) Los datos son representados como la X & EE Letras dderentes
entre las barras del mismo grupo indican derencia significativa (p<0 05)

Respwo 4 la concentracion de proteina en hemolinfa, ésta se incremento

cuando los se i a1y 20 pg del
tidrocarburo durante 5 y 7 dias raspectivamente (Figura 10 a y b) Mientras que
fos oshones expuestos durante 5 dias a 20 pg/l, mostiaron una disminucién de
este pardmelo (Figuia 10b). Por ofta parte, los resultados indican que la




concentracion de SO pgiL de este hi no afectd 1a
concentiacien de proteinas en las condiciones evaluadas (Figura 10c)

Yiampo b0 eronicite (Gas)

Flgura 10. Cancentracién de proteina: en hemolinta de ostién C. corteziensis (n =
10) expuestos a naftaleno a) 1 ug/L, b) 20 kgiL, c) 50 pgAL. urante 1, 3, 5y 7 dias.
Controles. acetona y agua de mar Los datos son representades como 1a X & EE
Los () mdican aferenca sgnificativa (p<0.005, *'p<0 001) entre los ostiones
&xpuestos a naftalenc vs control

Para calcular ls acbvidad da hsozima, los datos oblenides se interpolaron en una
curva realzada ex profeso, con lisozima de huevo de gallina (0.041-0.25 U/g)

(Rnexo 1b) La exposicion 3 1 pgit de naftakeno durante 3, 5 y 7 dias. disminuys
significativamente la actividad de lisozima en los ostiones (Figura 11a). Mientras

quela de 20 det hi indujo un enla actividad
de la enzima a 5 dias (Fiqura 11b). Al exponer los ostiones 2 50 ug L' de este
hidrocarburo, se observd un incremento en la actvidad de esle pardmetio a 5y 7
dias y 50 poiL (Figura 11 ¢)



Flgura 11. Actividad de lisozima; en glandula digestiva de ostion (n=10) expuesis
a cencenlraciones subletales a) 1 Wi, b) 20 pg/L y ¢} 50 pgiL de nattaleno (N)
durante 1.3, 5y 7 dlas y ostiones conirol- acetona (A) y agua de mar (G). Los datos
son tepresentados como la X ¢ EE. Letras dferentes enire las baras cel mismo
grupo indican derencia signiicativa (p<0 05).

Enla Figura 12, se compaia el efecto de naffalenc enle ias tres corcentraciones
evaluadas. De manera general se observa un mayor aumenio de este pardmato
en los ostiones expuestos a 20 y 50 pg/L vs 'os expuestos 8 1 pgit.
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Figura 12. Actividad de lisozima: en gldndula digestiva de ostin C. (n = 10)
expuestos & concentraciones subletales de naftaleno durante 1, 3, 5y 7 dias Los
datos son representados como X ¢ EE Letras derentes entre las banas del mismo
9rupo indican dierencia signficativa (p<0 05)

La actividad de fenoloxidasa (FO). presente en gldndula dgesiiva de ostiones
expuestos a naftaleno, fue evoluada mediante oxidacion de L-DOPA En general
se observd que la oxidacibn de L-DOPA es proporcional a la concentracin de
proteina, con una degradacién méxima a 1as 5 h En la Figura 13 se muesira una
curva ftipo de la degradacion de L-DOPA en el liempo, con diferentes
concentraciones de prolsina
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Flgura 13. Curva tipo. Degradacién de L-DOPA ¢p 15. 30, 40 y 60 mg de prozeina en
glandula digestva

Los resultados en la actividad de FO en C corteziensis expuestos a 1 pg/l de
naffaleno mosiraron un incremento significativo al dis 1y 5 con respecto al control
(Figura 148); esle incremento lambién se observé cuando los ostiones se
expusieron 2 50 p/L del hidrocarburo durante 1 y 5 dias (Figura 14c). Por otra
parfie. se observé una distnucién en este pardmetro. lras la exposicién a
naftalenc a 20 pg/L durante 1 y 3 dias (Figura 1db), ssi como posterior a la
exposicién de 1 pg/L durante 3 dias.



Thempe da apenicin ian)

Figura 14. Actividad do fenoloxidasa: en gianduia digestiva da ostén (0=10) expuesta a
concentracienes subletales a) 1w, b) 20 Lg/L y ¢) 50 g/L de naftaleno (N) durante 1. 3
5y 7 dias y ostiones control acetcna (A) y agua de mar (G). Los datos son representadas
como la X ¢+ EE Letras dferentes entre las barras dei mismo grupo indican dderencia
signficativa (p<0 05)

Enla Figura 15 se observa el efecto en Ia actividad de FO en glandula digestiva de
ostiones expuesios B naftaleno (1, 20 y 50 pg/L) & tos tiempos probados, donde se
observé que a 20 g/l de nafialeno durante 3 y § dlas post-exposicién, la activided
de FO disminuye significativamente con raspecto a 1 y S0 pg/l. Mientras que en
los ostones expuestos a 50 ug/L por 3 dias I3 achvidad de FO se incromentd
significativamenta comparado con 1y 20 pg/L
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Figura 16, Actividad de fenoloxidasa: en gindula digesiva de ostn C
corteziensis (n = 10) expuesios a concentracones subletales de naftaleno durante
1,3, 6y 7 dias Los datos son representados como X + EE Letras dierentes entre
Ias barras del mismo grupa indican dilerencia signiticativa (<0 05)

Previo a |a determinacion de Ia coneentracion de oxido niico (ON) presente en
hemolinfa de ostiones se realizd una curva de nitritos (10-100 mM), en la cual se
interpolaran los datos cbtenidos en los grupos experimentales de ostiones {Anexo
1c) Los resultados indican que la concentracion de oxido nitieo en los
organismos expuestos a 1 pgl. de nahaleno durante 1 dia, disminuye
significativamenta comparado con el control (Figura 18a), no obstante la
cancentracion de esta melécula no cambid significativamente, con respecto al
control, en los ostiones expuestos durante 3, 5 y 7 dias a esta concentracidn En lo
que respecta al efecto de 20 g/l (Figura 16b), se observe que la concentracion
de ON aumentt en los ostiones expuestos durante 1 dia a esta concentracion,
mientras que los ostiones expuestos durante § dins, presentaron una disminucion
de esta molécula. Por ofra parle, |05 ostiones expuesios B 50 ug/L, presentaron un



aumenta y dismaucén de ON poslenor a 1
respectvamente (Figura 16¢)

y 3 dias post-exposicion.

Thmpo ds sxponicion @me)

Tiampa de axponicisn (6a0)

Figura 16. Concentracién de éxido nitrico: en hemoinfa de estion (n=10)
expuesta a concentraciones subletales a) 1 WAL, b) 20 giL y c) 50 ugiL de naftaleno
(N) durante 1. 3 5 y 7 dias y ostiones control acetona (A) y agua de mar (C) Los
datos son representados como la X 1 EE Letias dferentes entre las barras del
mismo grupo indican diferencia signficativa (p<0 05)

€n Ia 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 pg/L) duranie 24 h, se observé una mayor produccién de ON comparado
con ostiones expuestos 3 este xenobidlico a mayor lempa
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Figura 17. Concentracién de bxido nitrico en hemolinfa: de aston C
fn = 10) expuestos subletaes de naftalenc duian

3.5y 7 dias. Los datos son representados como X £ EE Lelras diferentes entre las

barras dei mismo grupo ndican diferencia signicativa (p<0 05}
Con el objetivo de evaluar el bempo de respuesta de cada parametro en los
ostiones expuestos a natialeno, se graficaron los resultados de forma integral
(bempo de exposicion y concentracion) Los resultados indicaron que la actividad
de lisozima se alterd de manera mas lardia (5-7 dias), en comparacion con PO y
ON, parémetios que presentaron mayor alteracion en liempos mas corlos (1-3
dias) (Figura 18).
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Figura 16. Efecto do nafalcno en los macanismos de defensa de C.
cortariensis con respecto al tiempo. Actividad de lisozima expuesta a: ) 1 pgiL,
) 20 pgL y ¢) 50 gL, activided de FO @) 1 oA, &) 20 wgiL y 1) 50 poil y
concentracion de ON g) 1 pg/L. h) 20 g/l y i) 50 ug/L. Los datos son representados
como media, * p<0,005, en rojo. naftalena y azul: conteol




7. DISCUSION

En los moluscos bivalvos, una respuesta inmune efectiva es esencial para el
mantenimiento de una buena salud del organtsmo y cualquier aiteracion en los

de puede traer en el desarolio de
infecciones y alleraciones en la fimologin del organismo, lo que puede repercutir
en ¢ crecmiento, reproduccién y en Giima nstancia supervivencia de estos
organismos (Blaise ef ai, 2002) En esle senlida. emislen estudios que muestran
que los PAHs causan efecios sobre [a respuesta inmune en moluscos. lo cual
podria induci inMmunosupresitn o estimulacitn, 1o que provoca disminucion de la
resistencia a enfermedades (Gagnare ef af, 2008, Matozzo ef al. 2009, Hannam
f 8l 2010). La mayoria de los estudios s¢ han enfocado en la respuesta inmune
celular y es poco lo que se ha reportado sobre la respuesta inmune humoral. De
esta manera, hasta la lecha, no existen repories en la iteratura centifica donde se
evalué el efecto inmunctéxico del natlaleno sobre la especie C. corteziensis, por lo
que éste es el primer estudio donde se evaluan pardmelios de la respuesta
inmune humoral (fenoloxidasa, lisozima y éxido nitrico) en esta especie nativa de
las costas dal Pacifica tropical, con importancia econdmics en 1a region Pacifico
norte de México (Maeda-Martinez, 2008)

Respecto a la determinacion de naftalena en los ostiones, los resullades oblenidos
indican que en ostiones no depurados (1ecién comprados en mercado local), se
detectt naftaleno (0.733 + 0 667 ugig), lo que suglara que los ostiones cultivados
en la zona estdn expuestos a este hidrocarburo. Sin embargo, en ostiones que se
mantuvieron en el sistlema de recirculacidn por un periode de 30 dias, no se
detectd la presencia de naftaleno. lo que indica que estos organismos se
depuraron de este bajo las del sistema
uliizado Estudios similares realizados por Adamo el al, (1967), con el majilion M.
galloprovincialis, cainciden can los resultados ablenidos en &l presente irabajo. Sin
embargo otros autares indican que el pr de de i en
moluscos, pueden ser desde 72 h para Anadura fuberculosa, hasta 42 dias pera
Chiamys isléndica (Hannam ef al, 2008, Zambrano ef al, 2012}, ya que, de
w0




acuerdo a American Public Health Association (APHA), American Water Works
Association (AWWA), y Water Environment Federation (WEF), se establece coma
tiempa minimo para depuracion en bivalvos (APHA, AWWA, WEF, 2005)

Por olra parte. en agua y en tejdo de ostiones expuesias a nattalenoc (1, 20 y 50
pgil), se detectd el hidiocarbura en dilerentes concentraciones, la concentracion
de naflaleno presents vanaciones a lo 1argo del tempo de los bicensayos. Esle
patrén es un comportamienta usual en este tipo de matrices (agua y tejido), debido
a la volabidad y solubibdad de este Upo de compuestos, asi como a la
L ¥ de esie en los moluscos, procesos que
estan influenciados por |3 kpofikcadaa de naftaleno (Calero y Zambrano, 1997;
CSIC, 2003; CCME, 2010)

Los resultados en la concentracion de proteina en teido (hemolinfa y glandula
digestiva) de ostion C. corfeziensis expuesio a nafialeno, muestran una afteracion
significativa en este pardmetro Se observé que la conceniracian de proteinas en
gléndula digestiva se alterd, respocto al conlrol, dufante fos primeros dias de
exposicion a naftalenc, mientras que en hemolinfa, este parametro se alterd
posterior a cinco dias de exposicion al hidracarburo

Un factor que no se controld en este trabajo. fue el estadio de maduracion de los
arganismos. Factor que puede ser responsable de la vanacién en la concentracién
basal de proteinas en los ostiones utlizados en la exposicion a diferentes tiempos.
{1, 3,5y 7 dias). Resultados pubkcados por Berthelin ef al.. 2000, indican que en
primavera la concentracion de proteina en C. gigas, aumenta hasta en 20%, lo que
estd relacionado con penodos de mlensa demanda energélica en la génada,
debido &l desarrolio de los gamelos, ya que lss proteinas pueden senvit como
reserva de energia para la gametogénesis (Gabbatt y Bayne. 1973. Ruz ef af,
1992).



En el sistema inmune de bivalvos, Ia lisozima es uno de los agentes bacteriolllicos
més importantes contra vanias especies de bacterias Gram-positivas y Gram
negalivas (Gopalakrishnan ef al, 2011), Esta enzima se encuentra en secrecianes
¥ tejidos mucosos, ademas es liberada por hemocitos durante la fagocitosis ¢
parlicipa en la inactivacion de patdgenos. Sin embargo la actividad de lisazima
puede verse afectada por la presenca de como los PAHs (Ordas &t

al, 2007, Gopalakrishnan et al, 2011) En el presente esludio la aclividad de
lisozima en glandula digestiva de oslion C. corfeziensis fue modificada por la
exposicion a nafialeno, ya que la actvicad de la enzima disminuyé
mgmﬁranuamam a la exposicén de 1 pgll ( 5 y 7 dias postexposicien) &

a a de 20 (5 dias) y 50 pgil (5 y 7
dlas) del hidrocarburo. Estudios referentes al efeclo de PAHs sobre este
parémetro, indican que benzofalpirena inhibe la actividad de la lisozima en
bivalvos (Boutet el al, 2004, Gopalakrishnan et af, 2009, Matozzo ef al, 2009,

Gopalaknshnan st &l, 2011). Sin embaigo, también se ha demostrado que la
axposicién a mezclas de PAHS, como petrdleo crudo, incrementan fa actividad de
esta enzima (Qliver et al., 2003. Ordés ef al . 2007)

La FO es una de las enzimas gue participa en |a defensa inmune humoral en
bivalvos, esta enzima es clave en el proceso de melanizagén y paticipa en el
recubrimiento de antigenos en una capsula de melanina, o en la eliminacion
directa de los microorganismos por quinonas ltbxicas producidas durante la
produccién de melanina (Soderhall y Cerenius, 1988). Existen estudios gue
muestran que la activdad de FO es un paramelro inmune sensible a la exposicién
a PAHs, ya que esle pardmetro se ve afectado al aumentar o disminuir su
actividad por la exposicion a estos contaminanies. For ejemplo en mejilisn M
edulis, ostra C gigas y abulan Maliotis diversicolor expuesios a fiuoranlena,

oy (Coles y Pipe, 1984; Bado-
Nilles ! al., 2008, Gopalaknshnan ef a!. 2011). la aclividad de FO ncrementé
significativamente; mientras que @n ostras C gigas expueéslas a |a fraccion soluble
de gastleo pesado HFO (Bado-Nilles el al, 2009) y a |a fraccin soluble de aceie

a7



ciclico hgero (LCO) (Bado-Niies ef al. 2010) la actvidad de esta enzima
disminuyd. En este estudio la actwidad de FO en gidndula digestiva de ostion C.
fue por I anaftaleno (1, 20 y 50 pgiL) y mostrd
una desreguiacibn en esle pardmetro, ya que la actividad de la enzima disminuyd
a1pg/ll a3diasy 20 pgiL a 1y 3 dlas post-exposicién, e incrementd de manera
significativa con respecio al control después de 1y 5 dias a 1y 50 pg/L

El txido nitrico (ON) es una molécula de serfalizacion ubicua con eleclos
g ¥ el al, 1987, Rivero, 2006)

Debido a su naturaleza no polar esta molécula puada atravesar faciimenta las
membranas de palogenos. lo que provoca dafo al DNA, proteinas, lipidos y
enzimas; ademis el ON lambién reacciona con el andn superdxdo (O),
generado durante el estallido respiratorio, para producir peraxinitrito (ONOQ'), un
‘compuesto con mayol toxicidad y con actividad antibacteriana y antiviral (Fang,
2004). Los hemocitos de vanos moluscos marinos, como el mejilion M. edulis
(Franchini ef al., 1995 Stetana et al, 2002) y M galloprovincialis (Arumugan of al
2000; Novas ef al, 2007). la ostra del Pacifico C gigas (Nakayama y
Maruyama. 1998, Torreilles y Romestand, 2001}, y la almeja Ruditapes decussatus
(Tafalla &t &/, 2003) son capaces de produci ON en respuesta a estimulos
Sin embargo su puede verse allerada por la exposicion

a PAMs Gopalaknshnan ef al (2011), mostraron un incremento en la
concentraciin de ON en abulén (Haliolis diversicolors) expuesto a 0,08 mgA. de
benzojalpirena durante penodos largas (14 a 21 dias) de exposicién, sin embargo
en periodos cortos (3 a 7 dias) no se observd efecto, Los resullados oblenidos en
este estucho indican que la concentracion de ON en ostiones C. corfeziensis

expuestos ftaleno, disminuyd tras la a120y50
pglat Syddias pero aldsde a0y
50 pgiL del hidrocarburo.

Por ofra parie, con los resultados oblenidos s realizd una integracién del liempa
de respuesta de cada parametro en (08 ostiones expuesios a naftaleno, lo cual

a3



mosird que la actividad de hisozima se modifich 3 dias después de la exposicitn a
raftaleno o que sugiere que la lisozima es un Mecanisma mas resislente a la
‘exposicidn a este hidrocarburo Mieniras que la actividad de FO y la concentracion
de ON se modificaron durante los pmeros dlas posi-exposicidn 10 que se sugiere
que la achwidad de FO y la concentracion de ON son pardmetios nmunes
sensibles a la exposicion a naftalenc

La medicion de los mecanismos de defensa pueden proporcionar importantes
sefales do alerla temprana de los efectos sub-letales de la exposicitn &
yia de ios a

(Hannam ef al. 2009), ya que un incremento en la activided de una enzima
{isozima y FO) o de aiguna molécula (ON) implicada en los mecansmos de
defensa. puede nterpretarse coma una respuesta del organismo b prolegerse
contra antigenos. respuesta que puede ser modulada por factores extrinsecos
como los Sin embargo. o la activacion de los
mecanismos de defensa pueden conducir a hiperestimulacion del sistema inmune,
que puede ser perjudicial para el organismo, mientras que |a inhibicion de Ia
enzima o moécula s¢ puede interpretar como disminucidn en los Mecanismos de
defensa (Huggett ef af, 1992, Thagarajan et al, 2008) En ambos casos, los
cambios en actwidad de enzimas y la concentracién de moléculas pueden afectar
ia supervivencia de los organismos cuando 5o expuesios a antigenos.




CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que de los tres pardmetros inmunolbgicos
evaluados, los mas sensibles al efecto de nafialeno son ON y FO, meentras.
‘que la actividad de lisozima es un mecanismo que se afecta de manera
tardia.

El nafialeno a |as concantraciones evaluadas causa una desregulacitn en
los mecamismos de defensa inmune humaral

De acuerda a la literatura y los resultados oblenidos en el presente trabajo.
se infiere que el potencial inmunotéxico del natalenc es menor comparado
con olros PAHS.

De acuerdo a la hipdlesis planteada en el presente trabajo, el naftaleno
afecta de manera negativa la respuesta inmune humoral de ostion C.
cortezensis. Sin embargo, en los pardmetios evaluados no se observd una
respuesta i al

as
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ANEXO 2
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