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RESUMEN

La ostricultura es una actividad econémica importante en México y una de las
especies de ostiones mas cultivadas en el Pacifico mexicano es Crassostrea
corteziensis. Las sustancias contaminantes como los hidrocarburas aromaticos
policiclicos. pueden ocasionar estrés oxidativo en los ostiones, lo que afecta la
salud de estos organismos y conlleva a una reduccion en la productividad
ostricofa. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el estrés oxidativo en tejido
(branquia y glandula digestiva), asi como la estabilidad de la membrana celular de

hemocitos de ostiones (C cortaziensis) expuestos a naftaleno. Los ostiones

(n=20) se expusieron a concentraciones de 1y 20 ug/L de naftaleno durante 24 y
72 h, posteriormente se determinaran parametros de estrés oxidativo (niveles de
oxidacion en lipidos y proteinas, y actividad de enzimas antioxidantes), asi como
estabilidad de la membrana celular de hemocitos Los resultados obtenidos
sugieren que, bajo las condiciones experimentales evaluadas, naftaleno no induce
estrés oxidativo. sin embargo la estabilidad de la membrana celular se redujo
significativamente en ostiones expuestos a naftaleno durante 72 h a 20 pgil.
Debido a que no existen reportes del efecto de naftaleno sobre C. corteziensis. los
resultados obtenidos en el presente estudio pueden representar una primera
aproximacién al efecto de este xenobiotico sobre esta especie de ostion con

importancia econdmica y ecologica



ABSTRACT

Oyster farming is an important economic activity in Mexico, and Crassostrea
corteziensis species is one of the mast cultivated oysters in the Mexican Pacific
Pollutants substances, such as palycyclic aromatic hydrocarbons may cause
oxidative stress in oysters, which affects the health of these organisms and leads
to the productivity reduction of this activity. The aim of this study was ta evaluate
oxidative stess in tissues (gils and digestve gland) and membrane stabilty in
hemocytes of oyster (C corteziensis) exposed ta naphthalene. Oysters (n=20)
were exposed 1o naphthalene (1 and 20 ug/L) during 24 and 72 h, and oxidative
stress parameters (levels of oxidation on lipids and proteins, and antioxidant
enzymes activities), as well as, cellular membrane stability in hemocytes were
measured. The results obtained suggest that naphthalene, in the experimental

condltion, does not induced oxidative stress, conversely the membrane stabillty

was reduced significantly n oysters exposed during 72 h at 20 wgi of
naphthalene, Since there are na reports about the effect of naphthalene on C.
corteziensis, Ihe results obtained in the present study could represent a first
scientific approximation of the effect of this xenabiolic an this oyster species, with

economic and ecological impantance



1. INTRODUCCION

1.4, Importancia econémica y ecolégica del ostién

Existen alrededor de 100 especies de ostiones, las cuales pertenccen a la familia
Ostreidae y dentro de ella hay tres generos principales: Pycnodonta, Ostrea y
Crassostrea {Polanco st al., 2002). este Gliimo, puede existir en medio marino y
también en estuarios donde la carga de sedimentos es alta y la salinidad variable.
Las especies mas cultivadas de este género a nivel mundial son Crassostrea
gigas, C. angulata y C. virginica (Quayle, 1981); sin embargo, en el Pacifico
mexicano, principalmente en los estados de Nayarit, Sinaloa y Sonora, también se
cultiva y explota de manera comercial C. corteziensis (CONAPESCA, 2011), la
cual. es una especie naliva con importancia econémica y ecolégica (Stuardo y
Martinez, 1974)

México se encuentra entre los 10 primeros productores de ostiones a nivel mundial
(FAO, 2007). A nivel nacional, la ostricultura, por su produccion en volumen, ocupa
el sexto lugar dentro de todas las actividades pesqueras y el décimo sexto en
cuanto a los productos atulcolas de exportacién, rubro en el que Estados Unidos
es el principal destino. La praduccion promedio en la decada comprendida entre
2002 y 2011 fue de 47.725 ton (Tabla 1) (GONAPESCA, 2011). S6lo en el afo
2012, la produccion de ostién generd ganancias por $200,604.540.30 MN.
(CONAPESCA, 2014)

Ademas de su importancia econdmica, los ostiones tienen una importancia
ecolégica, ya que al filtrar el agua de su entorno, contriouyen en la depuracion
estabilizacion del pH y en el incremento de la transparencia de la misma, 1o que
favorece Ia penetracion de la luz en la columna de agua y por lo tanto la
productividad primaria en su ecosistema. Por otra parte, debido a sus
caracteristicas, como el hecho de ser sésiles, alimentarse 2 base de filtracion y

tener amplia distribucion, los ostiones pueden ser utilizados como indicadores de



contaminacion en sistemas acuaticos como bahias, lagunas y esteros (Farrington,
1983; Avila y Zarazua, 1993; Belcheva et al., 2011).

Tabla 1. Serie histérica de la produccion de ostion en México (Peso vivo en toneladas
2002-2011),
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1.2. Anatomia, fisiclogia y ciclo biolégico del ostién

1.2.1, Anatomia y fisiologia

Los ostiones cuentan con dos valvas desiguales (Figura 1). cada una compuesta
de tres capas; una interna que es delgada, dura y brilante (nacar); otra exterior
también delgada y membranosa, y una capa intermedia que es mas gruesa. Las
conchas brindan al astién proteccion contra depredadares y factores ambientales
{Quayle, 1981)

Los ostiones tienen distintos organos y tejidos (Figura 2). cubiertos por un manto
donde se forma la concha, debajo de éste se estan localizados los palpos labiales.
Ademas, tienen dos pares de branquias de forma laminar, a través de las cuales
se alimentan al crear corientes mediante cilios; de esta manera el agua llega a las
branquias que separan particulas solidas, nutrientes y captan el oxigeno. El
alimento captado por las branquias, se separa de acuerdo @ su tamario, asi las
particulas més pequedas son transportadas a los paloos y llevadas ala boca y a la
gléndula digestiva, donde se encuentra el estio cristaling que contiene enzimas
que ayudan a la digestian del alimento (Quayle. 1989)

2



El sistema circulatorio de los ostiones esta constituido por hemolinfa, que lleva
oxigeno y nutrientes a todos los 6rganos del organismo. en este fluido se
encuentran los hemocitos que fienen funciones diversas, tales como, el
intercambio de gases, osmorregulacién, digestion y distribucion de nutrientes.
excrecién y reparacion de heridas, adicional a esto, estas células estan
encargadas de las funciones esenciales de defensa inmune innata (Bado-Nilles et
al., 2008; Hannam et /., 2010).

Vista externa de las vaivas

—— Umbo
T
2
E Laminas de
S i crecimiento
. 3

—|
Ancho .
Vista interna de las valvas

= Umbo

Huella del
musculo
aductor

Figura * Anatomfa externa del ostion C. corteziensis (tomado de Castillo y Garcia, 1984)
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Figura 2. Anatomia interna del ostién (tomada de Thomson. 1954).

1.2.1. Ciclo biolégico

Los al género lrea presentan  sexos

separados. llevan a cabo una fertilizacién externa, arrojan sus gametos al agua
donde son fecundados para generar unas larvas plancténicas que desarollan dos
pequerias conchas y Grganos basicos. Hacia el final del periodo larval, el ostion
cuenta con dos mulsculos abductores, un sistema digestivo, varios filamentos
branquiales, un pie con el cual puede arrastrarse, un 6rgano natatorio y un velum
(Quayle, 1989). Al alcanzar un tercio de milimetro, el oslion busca un sitio donde
adherirse, posteriormente una glandula localizada en el pie, segrega una sustancia
cementante que se endurece rapidamente y la ostra se fija de por vida a un
sustrato sdlido donde crecers hasta alcanzar su tamafio adulto (Quayle, 1981)



1.3. Contaminantes y desarrollo del ostion

Debido 2 que los ostiones son organismos sésiles y su alimento lo obtienen al
filtrar el agua de su medio circundante, son vulnerables a recibir dafio por diversos
contaminantes como pueden ser plaguicidas, metales pesados e hidrocarburos
arométicos policiciicos (PAHs). Los bivalvos en general tienen como una primer
respuesta de proteccion ante contaminantes quimicos presentes en el medio, el
cierre hermético de sus valvas, lo que los aisla durante varias horas (Baqueiro-
Cardenas et al, 2007) No obstante, si estas sustancias ingresan al organismo, se
incorporan a ciclos metabilicos, lo que puede acasionar danos fisiolégicos y

coma san oxidacion celular, dafio al

sistema inmune, afectar ta maduracion sexual y la capacidad reproductiva (Aufiret,
2005, Rodriguez et al., 2005 Baqueiro-Cardenas et af, 2007; Collin et al.. 2010}

1.4. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs)

Los PAHs son moléculas de dos o mas anillos aromaticos fusionados, poseen
gran estabiidad molecular y son hidrofobicos (Kanaly y Harayama, 2000). Se
encuentran distribuidos en diversas matrices ambientales como aire, suelo y en
cuerpos de agua (Eduok et al., 2010}

Actualmente existen mas de 100 diferentes PAHS. sin embargo. en 1995 la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) emiio
una lista que considera 17 PAHs, como peligrosos para Ia salud y 10s ecosistemas
(Tabla 2), debido a que estos poseen propiedades mutagénicas y carcinogénicas
(ATSDR, 1995, Diaz et af . 2001, Armendariz et al.. 2006), ademas, henden a ser
bioacumulables, o que haca que estos compuestos sean persistentes en
organismos y aumenten los riesqos a la safud de los mismos (Borabe et al., 2003;
Pichaud, 2008)



Los PAHs se generan principalmente por la quema de combustibles fosiles y
material organico y pueden ser introducidos al ambiente por via natural o debido a
las actividades antropogénicas (Ramdine ef al,, 2012). Enlre las fuentes naturales
destacan la transformacion de algunos compuestos organicos, biosintesis,
incendios forestales, fugas naturales de petrélea y erupciones volcanicas; en lo
que respecta a las fuentes antropogénicas se encuentran el Uafico de
©embarcaciones y otros vehiculos de motor, industrias, plantas generadoras de
energia, incineradoras de residuos, combustion domeéstica, pintura de barcos,
entre otras (Manoli y Samara, 1999). Una vez dentro de los cuerpos de agua, la
mayor parte de los PAHs se acumulan en los sedimentos, el resto queda disuelto
en el agua donde tiene una mayor biodisponibilidad, la cual a su vez depende de
la hidrofobicidad del compuesto, el tipo de sedimento y las caracteristicas
biologicas del organismao (D'Adamo et al.. 1997; Sorianc, 2009)

Tabla2 Lista de sromstisos poiccicos de mayor pelgro
“Acenafieno Benzofp[fucrante Fluorantend
Acenattleno Benzalghijosrilenc Fenantienc
Antraceno, Benzofjfiuoranteno Fluareno

indeno[1,2:3<d]pireno
Benzolalpireno Criseno Prieno
Berzdfelpirenc Dbericfalartraceno

“Lista emitida por 1a Agencia para Sustancias Txicas y el Registro de Enfermedades en 1995

La presencia de PAHs en sistemas acuaticos alrededor del mundo ha sido
ampliamente descrita, estos contaminantes se han detectado en rios, estuarios,
zonas costeras y lagos, ya sea en el agua, materia suspendida y en sedimentos,
asi como en los organismos que habitan en estos ecosistemas. Esta claro que la
concentracion de PAHS en ecosistemas acuaticos, se encuentra relacionada con
las actividades antropogénicas de cada zona en particular (Baumard et af, 1998;
Ngabe et af,, 2000; Boonyatumanond et 21, 2006; Guo st al., 2007; Maskaoui y Hu
2009; Guo et at, 2010; Ramdine ef af, 2012) (Tabla 3). En México, se ha
reportado la presencia de PAHs en diversos cuerpos de agua, lanto del Golfo de
México como del Oceano Pacifico. Existen evidencias que han sefalado que los
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niveles de contaminacion por PAHs en estas zonas han provocado disminucion en

la produccion acuicola (Boello y Calva, 1998; Botello ef 31 2001)

Tabla 3. Concentraciones de nidrocarturos aromalicos po'ciclicos reaoriadas en tuerpos
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Uno de los PAHs, deteclado cominmente en ecosistemas acualicos es el
naftaleno. Este compuesto se ha defectado en agua, materia organica suspendida
y sedimentos, asi como en tejidos de moluscos, particularmente el ostion (Tabla
4

Tabla 4 Concentraciones de naftaieno reporiadas en cusrpos de agua de México y olras.
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1.4.1. Biotransformacion de PAHs

Debido a que los PAHs san altamente hidrofébicos tienden a acumularse en los
organismos, principalmente en los tejidos que confienen mas grasa. Para su
eliminacion requieren de una biotransformacion con la finalidad de aumentar su
polaridad y asien mas y por lo tanto mas

faciles de excretar, sin embargo, durante la biotiansformacion de estos
compuestos, se pueden generar metabolitos mas toxicos que el compuesto
original (Kanaly y Harayama, 2000; Kiassen y Watkins, 2001).

La biotransformacién de estos compuestos requiere de enzimas. tales como
epéxido hidrolasa, cuya induccion esta altamente relacionada con la del citocromo
P-450 (CYP 450), sequido de Ia glutation s-transferasa (GST), Ia cual da como
resultada la formacion de acido mercaptarico, los que son excretados por orina o
forman conjugados que pueden ser eliminados por bilis (Timbrell, 1985; Kiassen y
Watkins, 2001; Mastandrea et a., 2005).



Aunque se tiene documentada la presencia varias familias de CYP 450 en
ostiones, el metabolismo de los PAHs en moluscos no ha sido completamente
descrito (Zanette et al, 2010). Los bivalvos comparados con el resto de los
invertebrados, debido a su naturaleza sésil, acumulan mayores niveles de
hidrocarburos en sus tejidos, los cuales se incorporan a través de difusion pasiva e
ingesta de particulas en suspension (Iniesta y Blanco, 2005). Los PAHs se
bioacumulan en las zonas con mayor concentracion de lipidos, como glandula
digestiva, intestino y génadas (Widdows et al, 1983; Frouin et al, 2007) La

eliminacion de este tipo de compuestos depende del tiempo de exposicion,

del del organismo y del peso molecular
del compuesto, un ejemp{n de esto Gltimo, es la tasa de eliminacion del
benzo[apireno, la cual es més lenta en comparacion con la de naftaleno (Iniesta y
Blanco, 2005). La vida media de naftaleno esta en funcion del tejido donde se
encuentra depositado; por ejemplo en branquia de Mytilus edulis, este compuesto
tiene una vida media de 2.2 dias, mientras que en glandula digestiva se ha
reportado una vida media de 5.1 dias (Widdows et al, 1983)

1.4.1.1. Naftaleno

El naftaleno esta formado por la fusién de dos anillos de benceno (Tabla 5), es un
componente natural de alquitran de hulla y del petréleo, de donde deriva la mayor
parte de su presencia en el ambiente. Otra fuente importante son los incendios
forestales y la combustion de madera. El naftaleno es utilizado como intermediario
en la produccion de plastificantes, resinas e insecticidas, lo que conlleva a su
presencia en efluentes industriales (JARC, 2002). De esta manera, el naftaleno ha
sido identificado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos
(EPA) y la ATSDR como una sustancia cominmente encontrada en sitios de
desechos peligrosos e incluido en la Lista de Prioridades Nacionales (NPL) en
Estados Unidos (IARC, 2002)



La mayor parte del naftaleno que se incorpora al ambiente se descarga en el aire
(resultado principalmente de la combustion) de donde ingresa al suelo y agua por
deposicién himeda o seca. Al paseer sdlo dos anillos aromaticos y un bajo peso
molecular, el naftaleno comparado con otros PAHs tiene una mayor solubilidad en
agua (log Kow 3.30), por lo que tiene una mayor biodisponibilidad para los
organismos de este medio (Iniesta y Blanco, 2005) Una vez en el agua puede ser
degradado por fotalisis; algunos estudios reportan que en agua superficial este
fenémeno tarda 71 h, mientras que a profundidades mayores de 500 m. puede
tardar cerca de dos afios; este compuesto también puede ser degradado por
procesos biglogicos en suelos en un periodo aproximado de 3 meses y medio
(IARC, 2002).

Tabla 5. Caracteristicas, propiedades y clasificacion del naftaleno

~
Estructura quimica C(; Punto de ebul

ibn 2179°C
Formula quimica Cuka Punto de fusién 802°C
Masa molecular 12817 Densidad 1.162 glem®
Iog Kow 330 Solubilidad enagua  31-34 mg/L 325 °C
Clasificacién JARC pL:}

‘Agencia intermacional para Investigacion del cancer, 2002

Una vez dentro de los organismos, el naftaleno, puede ser biotransformado en un
epoxido durante las reacciones de fase 1 por accion de un CYP 450, este epéxido
se conjuga con glutation por accion de Ia GST, seguido de esto, pierde el acido
glutamico, reaccién llevada a cabo por gama glutamil-ranspeptidasa, después, por
accion de la cistinil giicinasa, se elimina la glicina y queda unicamente un
conjugado con cisteina que al final por la n-acetil transferasa, se acetila y da como
resultado un derivado de acido mercaptirico que serd excretado por orina (Figura
3) (Timbrell, 1985),
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Figura 3. Biotransformacion de naftaleno en mamiferos (Timbrell, 1985).

1.5. Estrés oxidativo y dafio celular

El término estrés oxidativo hace referencia a un deseauiliorio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Tabla 6) y los sistemas antioxidantes de
un organismo para eliminar o neutralizar estas moléculas. lo que impide un
potencial dano oxidativo en la célula (Regoli et af, 2002)

Tabla 6. Especies reactivas de oxigeno

‘Superoxido (Oz-) Per6xido de hidrogeno (H202)
Alcoxilo (LO#) Hidroperdxidos de alquilo (LOOH)
Hidroperoxilo (HOO-) Oxigeno siglete ('02)

Peroxilo (LOO-) 0zono (Os)

Hidroxilo (-OH)

Hermes-Lima, 2005



Las ROS son producidas a niveles basales de manera normal en los organismos,

como del de ticos o generados por células
fagociticas, asl como producto de reacciones enzimaticas y radiolisis (Livingstone,
2001; Manduzio, 2005; Valavanidis et al.. 2006; Regoli y Giuliani, 2013)

Al incrementar la produccion de ROS o existir deficiencias en el sistema de
defensa antioxidante, estas moléculas pueden reaccionar con componentes
celulares. lo que puede provocar estrés oxidativo y posteriormente causar dano a
macromoléculas, incluidos lipidos, proteinas y ADN (Valavanidis et al.. 2006 Alves
et al., 2007:)

1.5.1. Defensa antioxidante

En las células existen antioxidantes de tipo enzimatico y no enzimatico (Tabla 7).
entre los cuales destacan vitaminas, como la vitamina E (o ~ tocoferal), la cual
actia en las membranas celulares ai reaccionar con electrones desapareados de
las ROS, lo que previne la propagacion de la peroxidacion lipidica. Dentra de los
antioxidantes no enzimaticos, destaca también el glutation reducido (GSH),
molécula abundante en el citosol y capaz de neutralizar directamente a ROS, lo
a, 2010;

que genera glutation oxidada (GSSH) (Hermes-Lima, 2005; Mayor-O
Regoli y Giuliani, 2013)

Tabla. 7. Diferentes tipos de antioxidantes presentes en las células

Enzimatices No enzimaticos
Catalasa (CAT) Vitamina €
Suiperoxida dismiutasa (SOD) Vitamina C
Glutatién peroxidasa (GPx) Betacaroteno
Glutatién (GSH)

Wayor-Oxiia, 2010

La defensa antioxidante llevada a cabo mediante enzimas, es mas especifica que
Ia realizada por mecanismos no enzimaticos, ya que estas dlimas pueden actuar



sobre varios ROS, mientras que las enzimas lo hacen sobre sustratos especificos
(Regoli y Giuliani, 2013). dentro de las principales enzimas antioxidantes destacan

la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa

1. Superéxido dismutasa (SOD)

La enzima superdxido dismutasa (EC 1.15.1.1) tiene cuatro variantes: la Mn-SOD
localizada en mitocondria, dos formas de Cu/Zn-SOD encontradas en citosol
cloroplastos y peroxisomas, y la Fe-SOD reportada en bacterias y cloroplastos
(Hermes-Lima, 2005). Bajo condiciones de estrés oxidatvo es comun detectar
incrementos en la actividad de esta enzima (Hermes-Lima. 2005). La reaccion
llevada a cabo por SOD es la eliminacion del anion superaxido (Oz+-), lo que
protege de su nocivo efecto y genera como resultado |a formacion de peroxido de
hidrégeno (H;0z), una molécula altamente reactiva y nociva dentro del entorno
celular (Figura 4) (Regoll y Giuliani, 2013)

1.5.1.2. Catalasa (CAT)

La enzima catalasa (EC 1.11.1.6), es una de las enzimas mas abundantes en la
natwraleza, se encuentra presente en la mayoria de los organismos. su
distribucion dentro de ellos varia de acuerdo al tipo de tejido. Dentro de las
células, la CAT se encuentra localizada principalmente en los peroxisomas y en
menor medida en mitocondrias. Esta enzima posee una alta capacidad de
reaccion. su funcion principal es la descomposicién de HOz en oxigeno molecular

y agua (Figura 4) (Céspedes et al, 1996, Regoli y Giuvani, 2013)

La CAT es tan eficiente que no puede ser saturada por H;O; en cualquier
concentracion (Lledias et af, 1998) Se ha sugerido que esta enzima es mas
efectiva cuando las concentraciones de HO; son altamente elevadas (Hermes-
Lima, 2005). Ademas de su funcion como antioxidante, CAT esta relacionada con



Ia respuesta inmune, ya que participa en procesos inflamatorios (Zhang ef al.
2011)
1.5.1.3. Glutatién peroxidasa (GPx)

Glutation peroxidasa (E.C. 1.11.1.9) es una enzima selenio dependiente con
cuatro diferentes formas con funciones muy similares. €l susiralo de esta enzima
es H;0,, molécula que es neutralizada a través de fa oxidacion de GSH a GSSH
Se ha sugerido que cuando los incrementas de H,0, son més pequefos, GPx
funciona mejor que CAT; cataliza. ademas la descomposicion de algunos
hidroperéxidos organicos como LOOH con Ia oxidacion de GSH a GSSH (Figura
4) (Hermes-Lima, 2005; Regoli y Giufiani, 2013).

Fe(ll) + OH +"OH ————# Oxidative Damage

Detoxification of
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Figura 4. Sistema enzimatico de defensa antioxidante (Hermes-Lima, 2005) s0D
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Dafio oxidativo

El deshalance entre produccion de ROS y la capacidad del sistema de defensa
antioxidante puede ocasionar dafio a macromoléculas celulares como lipidos.
proteinas y ADN (Valavanidis et al., 2006; Alves et af, 2007)

1.5.1. Peroxidacion fipidica

El proceso de peroxidacian lipidica se lieva a cabo en las membranas de las
estructuras celulares, se trata de una reaccion en cadena llevada a cabo por
oxidantes fuertes, catalizada por metales de transicion, lo que provoca una ruptura
sobre los fosfolipidos membranales. El proceso consta de tres etapas (Hermes-
Lima, 2005; Alves et al.. 2007)

Iniciacién. EI primer paso es la abstraccion de un dtomo de hidrogeno del
grupo metilo de un acido graso poliinsaturado (PUFA), dando como
resultado la formacion de un radical lipidico {L+) que reacciona rapidamente
con oxigeno molecular (O;) debide a su inestabilidad, formando un lipido
peroxilo radical (LOO").

Propagacién: LOO: remueve un hidragena de otro lipido, fo que genera un
hidroperdxido lipidico {LOOH*) y un nuevo L+, el cual puede reaccionar con
O,y forma nuevamente LOO- y asi. una reaccion en cadena

©

Terminacién: £ praceso de peroxidacion lipidica finaliza cuando L+ o LOO-
es interceptado por un antioxidante o con la reaccion de dos radicales
lipidicos para formar una especie no radical

El proceso de peroxidacion lipidica es considerada el mayor causante de dafo y
muerte celular (Hermes-Lima, 2005)



1.5.2, Oxidacion de proteinas

La disminucion en los sistemas de defensa antioxidanie y el aumenta en la
produccion de ROS pueden causar la oxidacion proteica. Las proteinas pueden
sufrir varios grados de modificacion al exponerse ante agentes oxidantes. La
oxidacién de proteinas puede ser reversible o irreversible, esta ltima se da por
cuatra mecanismos: carbonilacién. ruptura de enlaces peplidicos, nitracion y
formacién de enlaces proteina-proteina, provocadas par la reaccian de proteinas
con ROS. Los dafios a las proteinas pueden ocasianar inhibician de enzimas.
desnaturalizacion y la degradacion de proteinas (Diaz-Acosta y Membrillo-
Hernandez, 2006). Existen pocos mecanismos para la protectién de las proteinas
contra la oxidacién o reparacion del dafio. Las proteinas dafiadas son degradadas
por proteasas, lo que previene de la acumulacién de proteinas con mal
funcionamiento, los aminoacidos no oxidados, entonces, son ceutiizados para la
biosintesis de nuevas proteinas (Hermes-Lima, 2005).

1.5.3. Dafo a la membrana celular

La membrana celular es una estructura que define los limites de la céluta, su
funcién mas importante es la de mantener un equilibrio entre el medio intra y
extracelular, su caracteristica principal es su permeabilidad selectiva, lo que le
permite seleccionar las moléculas que entran y salen de su interior. Esta farmada
principalmente por fipidos (fosfolipidos,  glicollpidos y esterales) y proteinas
(integrales, periféricas y ancladas a lipidos) (Becker ef af, 2007). La oxidacién de
las moléculas que componen la membrana celular {principalmente lipidos y
proteinas) pueden ocasionar niveles de dafio que van desde la reduccion de la
fluidez de Ja membrana, hasta la pérdida completa de la establidad membranal
(Hermes-Lima, 2005)



1.6. Exposicion PAHs y estrés oxidativo en moluscos

Los niveles de contaminantes en el ambiente acuatico han aumentado debido a
las actividades antropogénicas, de esta manera, los organismos acuaticos, coma
los moluscos bivalvos pueden ser afectados por sustancias derivadas de este tipo
de actividades, que sumadas a fluctuaciones naturales de variables ambientales
como salinidad, disponibilidad de alimento, oxigeno y exposicion a la luz, pueden
provocar estrés oxidativa (Valavanidis f al., 2006, Belcheva et al., 2011)

Producto de esta contaminacion, existen diversos estudios que evideacian la
presencia de PAHs en moluscos. Para el ostion C corteziensis, se reporto una
concentracion de 13.19 ugig de hidrocarburos (Botello ef af,, 2002), mientras Gue
para C. virginica el rango de PAHs encontrada fue de 2470 - 42,500 ng/g (Norenia-
Barroso et af, 1999) y para la especie C. rhizophorae se ha detectado en un rango
que va de 32 a 12.5 ng/g (Ramdine et &/, 2012). Existe una estrecha relacion
entre fas condiciones ambientales y a generacian de ROS en los organismos Se
ha reportado que 1a exposicion a PAHs puede inducir un aumento en la tasa de
ROS en las células, lo que puede provocar estrés y dafo oxidatvo a
macromoléculas de tejidos (Livingstone et af . 1982: Manduzio, 2005; Pichaud et
al., 2008).



2. JUSTIFICACION

El cultivo de ostiones es una actividad acuicola importante en México y Ja especie
Crassostrea corteziensis es una de las mas cultivadas en el Pacifico mexicano
Sin embargo, existen diversos contaminantes, como los P15 que pueden
acumularse en l0s tejidos del organismo, lo que puede provocar nesgos a la salud
del molusco, afectar el desarrollo del ostion, reducir la produccion y de esta forma
generar pérdidas econmicas

Uno de los PAHs mas abundantes en ecosistemas acuaticos es el naftalen, sin
embargo, hasta el momento, no existen estudios donde se evalie el efecto de este
compuesto sobre parametros fisioldgicos del ostion C. corteziensis, por lo que en
el presente trabajo se evaluo el efecto de a exposicion a naftaleno sobre el estrés
oxidativo de esta especie, una especie endémica del Pacifico tropical oriental.



3. HIPOTESIS

La exposicion de Crassostrea corteziensis a naftaleno provoca una desregulacion
en la actividad de enzimas de defensa antioxidante e induce dario oxidativo en los
tejidos este molusco.



4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el estrés oxidativo en branquias y glandula digestiva del ostion
Crassstrea corteziensis expuesto de forma subaguda a naftaleno

Objetivos particulares

Cuantificar en branquias y glandula digestiva de C corteziensis la concentracion
total de proteinas membranal tras la exposicion a cancentraciones subletales de
naftaleno,

Determinar en branguias y glandula digestiva de C. corteziensis la concentracion
de hidroperdxidos lipidicos y la oxidacion de proteinas, provocadas por la
exposicion a concentraciones subletales de naftaleno

Determinar en hemocitos de ostion C. corteziensis la estabilidad membranal tras la

exposicion a concentraciones subletales de naftaleno.

Determinar en branguias y glandula digestiva de C cortezensis la actividad de las
enzimas catalasa, superéxido cismutasa, glutation peroxidasa y glutation-s-
transferasa, tras la exposicion a concentraciones subletales de naftaleno



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Tratamiento de animales

Se instalo un sistema de recirculacion de agua en el laboratario conformado por
tanques de plastico interconectados, para mantener un volurren de 50 L de agua
con flujo continuo de 150 mLimin. En este sistema, se calacaren osfiones (n=10}
de Ia especie C. corteziensis con lalla y peso prormedio de 7.5 0.9 cm largo, 5.3 &
1.4 cmancho y 59 + 7.4 g, respectivamente, estos organismos fueron comprados
en un establecimiento comercial e mismo dia de su colecta en la zona estuarina
de Boca de Camichin Los especimenes se colosaron dentro del sistema de
recirculacion durante 30 dias, con el objetivo de ser aclimatados a las condiciones
de laboratorio y favorecer la depuracion de sustancias contenidas en los

organismos

Los ostiones se mantuvieron en agua de mar filtrada, diluida con agua dulce
purificada hasta obtener una salinidad de 28 unidades practicas de salinidad (ups),
el pH durante el experimento se mantuvo en un rango de 75 - 85 y la
temperatura promedio fue de 27°C. Los ostiones se conservaron a temperatura
ambiente y se alimentaron diariamente con alga espirulina comercial en palvo (0.1
g por cada 10 organismos), ademas de esto, se realizaron recambios de una
tercera parte del volumen total del agua cada tercer dia, para favarecer la
depuracidn de sustancias adquiridas en su entarno natural

5.2. Exposicion a naftaleno

Previo a Ia exposicion a naftaleno, los ostiones se extrajeran del ssterra de
recirculacion y se colocaron en peceras de vidrio can un volumen de agua de 5 L
(salinidad de 28 ups y pH 7.5 - 8.5). Bajo estas condiciones, los ostiones (n=20),
fueron expuestos de forma subaguda (24 y 72 ) a naftaleno (1y 20 uglL) (Sigma-
Aldrich 2 99% de pureza) disuelto en acetona (Fermont, grado reactivo 99.7% de
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pureza), 1:20 wiv. En el caso de los ostiones expuestos durante 72 h se realizaron
recambios totales de agua cada 24 h, y se agregd nuevamente la misma
concentracién dei hidrocarburo.

5.3. Preparacién y obtencién de muestras

Pasado el tiempo de exposicion al hidrocarburo, los ostiones se desconcharon y
se obluvo de cada ostion, 0.4 g de cada tejido a analizar (branquias y gléndula
digestiva). Las muestras de tejido se depositaron en 1 mL de buffer fosfato safina
(PBS) para su homogenizacion mecanicamente durante 1 min a 20,000 rpm.

Para realizar las pruebas de actividad enzimatica y concentracion de proteinas
oxidadas, un fragmento del homogeneizado se centrifugé a 9.000 rpm durante 20

min. Mientras que para la determinacion de hidroperdxidos lipidicos, se

homogeniz6 el tejida con metanol frio (1:9 why) y se centrifugé a 1.000 xg (3600
1pm) durante 15 min a 4°C. Por otra parte. para la determinacién de la estabilidad
membranal, se realizd la extraccion de hemolinfa de la region posterior del
musculo aductor de cada ostion

5.4. Grupo control

Adicional a Jos ostiones expuestos a naftaleno, se conté con dos grupos control, el
primera (C), formado por ostiones que se mantuvieron en agua de mar fillrada, y el
segundo (A). por ostiones mantenidos en agua de mar fitrada a los cuales se
agregs ademas acetona (ef mismo volumen uliizado para disolver el

hidrocarburo)

5.5. Control positivo de oxidacién

Como contral positivo de dafio oxidativo, muestras de tejido (branquia y glandula
digestiva), se expusieran a M0z (3 y 9%) durante 24 h Posteriormente, se
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determing en cada muestra la de proteinas e

lipidicos.

5.6. Determinacion de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas en los tejidos, se tomaron 10 L de
la muestra homogeneizada, volumen que se colocé en un pozo de una microplaca
y se agrego 190 L del reactivo de Bradford. La mezcla se incubd durante 15 min
y se determind la absorbancia a 545 nm (Bradford, 1976). Los resultados fueron
interpolados en una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) (Anexo 1)

5.7. Concentracion de hidroperéxidos lipidicos

Este pardmetro se determing mediante la técnica descrita por Zanette et al.
(2006) y Monserrat et al (2003) con modificaciones. Se preparé una mezcla de
reactivos (400 L de FeSO, a 025 mM, 400 L de H;SO4 a 25 mM, y 100 mL de
xilenol orange a 0.1 mM) y se incubé durante 30 min. Posteriormente se agregaron
100 pL del sobrenadante de la muestra homogenizada. La mezcla resultante, se
incubo a temperatura ambiente durante 18 h en la oscuridad. Trascurrido el tiempo
de incubacion se determing su absorbancia a 550 nm contra una curva esténdar
de hidroperoxido de cumeno (Anexo 2)

5.8. Oxidacién de proteinas

Para determinar este parametro se tomaron 100 L de la fraccién centrifugada, la
cual se precipité con 200 L de acido tricloro acético (TCA) al 30% con agitacion
lenta y se centrifugo a 3000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se deseché. A la
fraccion precipitada se agregé 500 L de 2.4-dinirofenilnidrazina (20 mM en
etanol). La mezcla se incubo en oscuridad durante 1 h, con agitacion cada 10 min
Transcurrido el tiempo de incubacion, se precipité con 200 uL de TCA al 30% y se
centrifugd nuevamente a 3000 rpm durante 5 min. Posterior a esto se realizaron
tres lavados con etanal-etilacetato (1:1 viv) y se centrifugé a 3000 rpm entre cada
lavado, finalmente se desecho el sobrenadante y el precipitado fue disuelto con
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1000 L de urea 6 mM e incubado durante 1 h a 37°C en bano maria. La
concentracion de proteinas oxidadas se determing a 366 nm y se calculé mediante
el coeficiente de extincion molar (22 mM/cM) (Reznick y Packer, 1994). La
concentracién de protelnas oxidadas fue ajustada de acuerdo a la concentracion
total de proteinas de la muestra

5.9, Estabilidad membranal

La determinacion de la estabilidad membranal de los hemocitos se realizo
mediante Ia medicion de retencion del rojo neutro (Ganty et al., 2007, Hannam et
al, 2009). Se incubaron 50 yil de hemolinfa en un micrepozo durante 45 min a
4°C y se realizé un lavado con solucien salina para efiminar las células no
adheridas, posteriormente se agregaron 200 pL de rojo neutro (0.004%) y se
incubs durante 3 h 2 temperatura ambiente Pasado el tiempo de incubacion se
lavé con 200 pL de solucién salina y se agregaron 200 L de etanol acidificado
(1% acido acético y 20% etanol), se agits durante 10 min y se determing su
absorbancia a 545 nm. Se determind la concentracion de proteinas y los
resultados se presentan como densidad Gptica por mg de proteina

5.10. Actividad de catalasa (CAT)

La medicién de Ia actividad de CAT se realizo de zcverdo a Radi et al. (1991). Se
mezelaron 20 pL del centrifugado con 1000 L buffer (03 M sacarosa, 1 mM
HEPES y 5 mM KH,PO,) y 200 pit. de H;0; en una celda ce cuarzo. Se determing
Ia absorbancia a 240 nm cada 30 s durante 120 s, posteriommente se determing la
diferencia de abscrbancia entre los tiempos (Anexo 3). La actividad enzimatica se
calculd de acuerdo al coeficiente de extincian rmolar 0.0093 mM/cm. Les
resultados se corrigieron considerando la concentracian de proteinas en cada

muestra,



5.11. Actividad de superéxido dismutasa (SOD)

Para deterninar la actividad de SOD se tomaron 20 pL del centrifugado y se
mezclaron con 800 pL de buffer (50 mM de NaHCO; y 0.1 mi de EDTA)
Posteriormente, se agregaron 10 L de NADH 0.03 M. Se determing la
absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 120 s (Anexo 4) y se calculd |a actividad
enzimatica mediante el coeficiente de extincion molar de 6.22 mMjcm. Los
resultados se corrigieron considerando la concenliacién de proteinas en cada
muestea (Misra y Fridovich, 1972).

5.12. Actividad de glutatién peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx se determin mezclando 20 L del sobrenadante con 800 ul
de buffer (50 mM de fosfato de potasio pH 7.0; 25 mM de GSH. 10 mM de
NaNOQs), posteriormente se agregé 1U de glutation reductasa (GR) y se
adicionaron 10 pL de NADH y 20 uL de H,0, 40 mM. Se determing la absorbancia
a 340 nm cada 30 s hasta 120 s (Anexo 4). y se caleuld Ja actividad enzimatica
mediante el coeficiente de extincion molar de 6.22 mMicm. Los resultados se
corrigieron por la concentracion de proteinas en cada muestra (Ansaldo et al
2007)

5.13. Actividad de glutation-S transferasa (GST)

La determinacion de la actividad de GST se realizd a partic de 100 ¢l del
homogeneizads, al cual se agregaron 150 L de TRIS-HCI pH 7.4 (0.5 mM} 20 ul
de GSH 100 mM y § pL de diclorometanc. La mezcla se incubd a temperatura
ambiente durante 3 h. Se adicionaran 165 ul. de TCA al 20% y se agito en vartex
Se Incubs nuevamente a temperatura ambsente durante 10 min. Transcurrido ese
tiempa se centrifugd a 3000 rpm por 5 min. Se tomaron 200 L del sobrenadarie y
se le agregaron 600 L de agua destilada y 200 i del reactivo de Nash (86 uL de
acido acético, 62 pL de acetilacetona, 4.6 g de acetalo de amonio y 10 mL de

2%



agua). Se incubaron a 60°C durante 30 min, posteriormente se enfrié en baiio de
hielo y se registraron las absorbancias a 414 nm cada 30 s hasta 120 s (Anexo 3)
La actividad enzimatica se calculo mediante el coeficiente de extincion molar 9.6
mMicm. Los resultados se corrigieran por Ia concentracion de proteinas en cada
muestra (Warholm et al., 1994)

5.14. Anilisis estadistico

Para realizar el anélisis estadistico se utilizé el programa Sigma Stat 35 En cada
serie de datos se determing la distribucion normal. Los datos paramétiicos se
compararon a lravés de ANOVA de una via, mientras que los datos no
paraméiricos se compararon a través de Kruskal-Wallis, como subpruebas se
utilizaron las pruebas de Bonferroni y Tukey. respectivamente. Como valor de

significancia se tomd p<0.05



6. RESULTADOS Y DISCUSION

En la literatura cientifica existen numerosos estudios que evaluan el efecto de
distintos PAHs (de manera individual 0 en mezclas) sabre el estrés oxidativo en
diversas especies de malusces bivalvas, sin embargo, no existen hasta el
momento estudios publicados donde se evalie el efecto de nafialeno sobre el
estrés oxidalivo en la especie de ostion C corteziensis. una especie nativa del
Pacifico tropical oriental. que ademas de su importancia ecologica, es explotada
comercialmente en México. por lo cual este trabajo constiluye una primera

aproximacion sobre el efecto de este hidrocarburo en esta especie de osfion

6.1. Controles de oxidacion

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados para evaluar el efecto de H.0;
sobre el dafio oxidativo en tejidos de ostion (contral posityo), indican que en 10s
tejidos expuestos a este agente oxidante a una cancentracion del 9%, en los
lipidos fisulares aumenta sigrificativamente el grado de oxidacion (Figura 5),
mientras que la concentracion de  proteinas oxidadas no  aumenté
significativamente, aunque si se observo una tendencia al incremento de este

parametro (Figura 6) En los tejidos expuestos a una concentracion de 3% de

no se observd incremento significativo en la oxidacion de estas

P o
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lipidicos en tejdo de C corf expuestc
durante 24 h a buffer (os Y 243 buffer fosfato salino y H.
%, (a) branquia. (0 franquia, (b) giéndula d

oncentracien de pr




Los resultados obtemdos sugieren que los tejidos de ostiones tienen cierto grado
de resistencia per se a los agentes oxidantes, ya que el H;0; a una concentracion
del 3% na indujo incremento en la oxidacion de las biomoléculas. Sin embargo,
para evaluar el grado de resistencia es necesario realizar estudios comparativos
con otros agentes oxidantes, otras especies de moluscos asi como con diferentes
concentraciones de H;0;

La diferencia en el grado de oxidacion detectado en lipidos y proteinas de tejidos
expuestos a H;O; al 9%, estd relacionado a fa estructura de los dos tipos de
moléculas, ya que los dobles enlaces presentes en las estructuras lipidicas
confieren a éstas mayor susceptibiidad a la oxidacion. en contraste con las
proteinas que son moléculas mas estables, ademas existen algunos mecanismos
de reparacion de proteinas, como la reparacién de puentes disulfuro en cisteinas y

1a formacién de sulféxidos en metioninas (Hermes-Lima 2005, Diaz-Acosta 2006)

6.2. Efecto de naftaleno sobre la concentracion de proteinas

En lo que respecta a la concentracién de proteinas evaluada en los cstiones
expuestos a naftaleno, no se encontraron diferencias significativas con respecto al
grupo contral, lo que indica que el naftaleno en las condiciones evaluadas, no
afecta la de estas La promedio de

proteinas en branquia, para todos los grupos fue de 3.07 + 1.02 mg/L (Figura 7).
mientras que en glandula digestiva fue de 3.96 = 1.32 mg/mt. (Figura 8)
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6.3. Efecto de naftaleno sobre la concentracién de hidroperoxidos lipidicos

Por otra parte, Iras la exposicion de los ostiones a naftaleno (1y 20 g/L, durante
24 y 72 h), no se detecto diferencia significativa en la concentracion de
hidroperoxidos lipidicos presentes en branquia (Figura 9) y glandula digestiva

(Figura 10) con respecto al grupo control
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Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con lo reportado en el ostion
Crassostrea brasiliana al ser expuesto a diesel (2.5, 5, 10 y 20%) durante 96 h,
donde no se encontraran cambios significativos en ia oxidacien de lipidos.
presentes en branquia y glandula digestiva (Lichmann et at, 2011). Por su parte
Pichaud et al. (2008;, seportaron resultados similares al expaner bivalvo Mya
arenaria a una mezcla de PAHs nafialeno,

fenantreno, anraceno, pirena, benzofalpireno, pireno y fluoranteno) a una
concentracién de 47.6 ng/L aplicada a través del consumo de fitoplanctan durante
9 dias

Contaria a lo descrito en el parrafo anterior, se ha reportada que la exposician de
Mytilus galioprovincialis a benzolalpirenc durante 7 dias, provocs un aumento en
la peroxidacion lipidica en branquia (Maria y Bebianno, 2011). Mientras que la
exposicion del molusco Pecten maximus a concentiaciones subletales de
fenantreno (50, 100 y 200 ug/l) provocd un aumento de los niveles de
peroxidacién lipidica en hemolinfa (Hannam et al., 2010). Ansaldo et al. (2005)
después de exponer al molusco Nacella concinna a diesel (0. 0.05 y 0.1%) durante
24, 48y 168 h, detectaron un aumento significativo en fa concentracion de lipidos
oxidados con diesel en ambas concentraciones después de 168 h de exposicion

Ademss del potencial efecto pro-oxidante que pueden tener los PAHs sobre los
moluscos, existen factores arrbientales que pueden modular el dano oxidativo En
experimentos realizados con C gigas expuesto a diesel {0.01, 0.1y 10 mUL), en
diferentes condiciones de salinidad (35, 25, 15 y & ups), se observaron diferencias
significativas entre Ias diferentes condiciones, excepta para la salinidad de 25 ups.
(Zanette ei af., 2011). En el presente trabajo, la salinidad establecida para la
realizacion de los bioensayos fue de 28 ups, factor que pudo haber influido en el

potencial oxidativo de naftaleno



6.4. Efecto de naftaleno sobre la concentracion de proteinas oxidadas

En lo que respecta a la concentracion de proteinas oxidadas en branquias y
glandula digestiva, en el presente trabajo no se observaron cambios significativos
entre los ostiones expuestos a naftaleno (1 y 20 ygiL) respecto a los grupos
control, en ninguno de los dos tiempos de exposicion probados (Figura 11y 12)
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Por su parte Ansaldo et al. (2005) detectaron un aumento significativo de proteinas
oxidadas al exponer a N. concinna a diesel al 0 05% durante 168 h

6.5. Efecto de naftaleno sobre la estabilidad membranal

En lo que respecta a la estabilidad membranal en hemocitos de C. corteziensis
expuestos a 1 ug/L de naftaleno durante 24 y 72 h, no se observé alteracion en
este parametro (Figura 13). Sin embargo, a 20 pg/L por 72 h, se observo una
disminucion significativa en la estabilidad de |a membrana de los hemocitos,
(Figura 14 b)
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Estos resullados concuerdan con los obtenidos por Hannam ef al. (2010) a
exponer a vieiras de la especie P maximus & concentraciones subletales de
fenantreno (50, 100 y 200 pg/L], quienes reportan una reduccion de la estabilidad
de la membrana celular Por su parte, Anton en 2011, también reporto

en de hemacitos de Pinctada imbricata,

posterior a la exposicion (durante 7 dias) a fracciones solubles de lubricantes

usados de vehiculos a una concantracion del 20%,

Uno de los posibles mecanismos a través de los cuales el nafaleno puede alterar
la estructura de la bicapa lipidica y proteinas membranales, es a aves de la
induccion de ROS, moléculas que pueden alterar las funciones biologicas de la
membrana y ocasionar dafa celular (Bagehi et al., 1998; de la Haba et al,, 2013).

6.6. Efecto de naftaleno sobre la actividad de enzimas antioxidantes.

En lo que respecta al efecto de naffaleno sobre la actividad de enzimas
antioxidantes, en el presente estudio, los ostiones expuestos al hidrocarburo no
mostraron diferencias significativas en la actividad de CAT en ninguno de los dos
tefidos con respecto a las grupos contral (Figuras 15 y 16).
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Resultados similares se han reportado en ofras especies del génera Crassostrea
En un estudio publicado por Zanatte et al. (2011). se observo que al exponer a C
gigas a diesel (0.01,01y 1 mLiL) no se alterd 1a actividad de CAT. Por su parte
Lischmann et al. (2011), reportaran esultados similares en la especie C. brasilana
expuesta a diesel al 25, 5, 10 y 20 % durante 96 h. Sin embargo, en olras
especies de moluscos bivalyos. como 1 gallaprovincialis se ha reportado que la
exposicion a benzo[alpireno, durante 48 h, induce un incremento en fa actividad de
CAT (Banni et 2l 2010), lo que padria estar relacionada con el potencial oxidante

de cada PAHs, asi como de la resisiencia individual de las especies de molusco

Otros estudios realizados en aimejas de Ia especie M. arenana, expuestas a una

1 naftaleno

mezcla de PAHs (476 ngf
fenantreno, antracena, pitene, benzofalpireno. pirena y fluarantenc). aplicada a
través del consurno de fitoplancion durante @ dias. indicaron que la actividad de
esta enzima no se alterd significativamente (Pichaud et af,, 2008) Sin embargo, la
exposicion directa (15 dias) de la mezcla de hidrocarburos sobre este molusco
provaco alteraciones significativas en 1a actividad de CAT en almejas macho,
mieniras que en hembras. no se alterd Ia actividad de esta enzima, o que sugiere

que la actvidad de enzimas antioxidantes estd influenciada por factores
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flonmonales de estos moluscos. Particulammente, se ha reportado que la
praduccion de testosterona y fa etapa reproductiva de este tipo de organismos
influye en la sensibilidad de los organismas al dafio oxidativo provocado por fos

contaminantes (Frouin et al., 2007)

En Io que respacta a la actividad de SOD. no se allers sigrnificativamente en los
ostiones expuestos a naftaleno, en ninguno de los dos lejidos con respecto al

grupo control (Figura 17 y 18}
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Figura 17. Actvdad de SOD en branquia C
corteziensis 3) naftaleno 1.0 pgiL.b) naftalero
= Conteol, agua de mar firada, A=
Control, agua de mar filrada + acetona,
Naftaleno (KLEE) p» 0.0
Estos resultados son similaies a los reportados por Lichmann et al (2011),
quienes al evaluar Ia actividad de SOD en branquia de C brasiliana expuesto a
diese! durante 96 h, no observaron cambios significativos en este paramelro, sin
embargo, en glandula digestiva detectaron un aumento significativo en fa actividad
de esta enzima al exponer a diesel al 10 y 20%. En oto estudio realizado por
Ansaldo ef o/ (2005), detectaron un aumento significativo en SOD en glandula

digestiva de N concinna después de su exposicion a diesel al 0.05
El realizar estudios i vivo bajo condiciones contioladas de un laboratorio permite
descartar el efecto de otos contaminantes presentes en el ambiente sobre las

variables de estudio. asi como también se elimina el efecto de fluctuaciones en tos
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factores abidticos. En este sentido, se puede mencionar como ejemplo, el efecto
de Ia variacion estacional sobre la actividad de GAT y SOD en la especie M
galloprovincialis y Crassostrea sp. ya que se ha observado que estas enzimas
tienen una mayor actividad en verano en comparacion can la temporada inveral,
lo cual indica Ia sensibilidad de estos parametros a las variaciones del clima, lo
que afecta en ocasiones en mayor medida que los niveles de contaminacion
(Orbea et al, 2002). Adicional a esto, existe evidencia que incluso factores
geograficos como la latitud pueden generar diferentes respuestas de
biomarcadores en ostiones de fa misma especie (Zanaite ef af. 2006)

Ademas de la influencia de los factores ambientales, organismos de diferentes
especies, aun del mismo género, pueden generar distintas reacciones al ser
expuestos a contaminantes en condiciones idénticas Por ejemplo, en la
exposician in sitv de C. gigas y C. rhizophorae a descargas domesticas, se han
observado diferentes respuestas en enzimas antioxidantes. siendo C. rhizophorae
la especie que mostrd mayores cambios en la actividad de CAT, o que sugiere
que esta especie puede ser un mejor organismo_ bioindicador (Zanette et al
2008)

Asimismo, se ha relacionado a los PAHs presentes en los ecosistemas con el
estrés oxidativo de los moluscos. Un monitareo realizado en e estuario Hooghly.
India, demostré que en ostiones Saccostrea cuculiata. la concentracion de PAHs
en el agua, liene una estrecha correlacion con I actividad de CAT y SOD, ya que
se observé un aumento significalivo respecto a un sifio de referencia no
contaminado (Niyogi ot at., 2001). Sin embarga, dada la complejidad debida al

numero de vanables presentes en un ecasistema, no siempre es posible encontrar

entre presentes en los y
Por ejemplo. en un estudio realizado en el estera Baca de Camichin se detectaron
niveles de PAHs en ef area de la zona de cultivo def ostién, no abstante, no se
observé correlacién entre el nivel de estos contaminantss y fas aieraciones en los



parametros de estrés oxidativo de osfiones de Ia especie C. corteziensis (Ibarra-
Guzman, 2012)

Por otra parte, en lo que respecta a la actividad de GST evaluada en el presente
estudio, los ostiones expuestos 2 naftaleno na mostraron diferencias significativas

en la actividad de la enzima, con respecto a Is grupos control (Figura 19 y 20)

= w | » Pkl Ll

£, i

H g

20 £

H 3

8" g,

B0 2

¥ i

H H

. f
CAN CAN CAN CAN CAN CAN CAN CAN
P Tl TRl Fral Tl Tl T
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Ansaldo et &), {2005) reportaron resultados similares al exponer al molusco A,
cancinna a diesel a 0.05 y 0 1%. durante 162 h de exposicion sin detectar cambios
significativos en la actividad de esla enzima

En contraste con estos resultados, Lichmann ef al. (2011), al exponer a C
brasiliana a diesel al 10 y 20 % por 96 h detectaron alteraciones en la actividad de
GST en glandula digestiva. Por otro lado, al exponer a C. gigas a diesel (0.01, 0.1
y 1 mUL). en diferentes condiciones de salinidad (35. 25, 15 y 9 ups). se
observaron cambios en la actividad de GST en ostiones expuestos a 0.1 y 1 mL/L

de esta sustancia a una salinidad de 25 ups (Zanette ot al. 2011)

La enzima GST presenta respuestas variables. de esta forma al monitorear la
actividad de esta enzima, en M galloprovincialis abtenidos de ties sitios con

37



diferentes grados de contaminacion por PAHs (alto, moderado y bajo), no se
encontraron diferencias significaivas en Ia actwidad enzimatica entre los moluscos
de los sitios muestreados, no obstante que la concentracion de PAHs en lejida de
los organismos en cada punto de muesireo fue de 56.05. 32.72 y 14.05 ngfg
respectivamente (Trisciani et af , 2012).

Al igual que con el resto de las enzimas evaluadas en esle estudio, un
comportamiento similar se observa en G, ya que al exponer a C. corteziensis a
naftaleno en las diferentes condiciones evaluadas, o se regisiraron cambios
significativos en su actividad con respecto al grupo control (Figura 21 y 22) en

ninguna de los dos te]‘dns evaluados.
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Resultados similares a los oblenidos en este estudio fueron reportados por
Lischmann et al. (2011), al exponer a C. brasiliana a diesel (2.5, 5, 10 y 20 %)
durante 96 h, ya que no detectaron cambios significativos en la actividad de GPx
presente en glandula digestiva y branquia de este molusco. Contrario a esto
Ansaldo ef al, (2008) encontraron aumentos significativos en la actividad de esta
enzima en branquia de . conuinna al expol ot a diesel al 0.1%, durante 163 h



Con el objetiva de representar el efecto de naftaleno sobre todos Ios paramelros y
condiciones evaluadas, se analizo una Respuesta de Biomarcadores Integrada
(RBI) Los resultados mostraron tendencias similares para ambos tejidos en cada
una de las concentraciones y tiempos de exposicion. Ademas, como se muestra,
no se observo una sespuesta significativa diferente en los parametios entre los
grupos de ostiones expuestos al hidrocarburo cespecto a 10s grupos contral (Figura
23.24,25y 26)

2 b)

oo Proteinas. Proteinas
o » dates - idsdas
w
st xn ost
so0
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Los resultados obtenidos en el presente traoajo indican que bajo las condiciones.
evaluadas, el naftaleno no induce esirés oxidativo sobre C. corteziensis. Sin
embargo, esta resistencia al esrés oxidativo pudo ser influenciada por algunos
factores, entre ellos las concentraciones probadas de naftaleno, los tiempas
establecidos para los bioensayos ylo la resistencia de Ia especie de ostion de
interés empleada en los bicensayos

De los parametros evaluados en el presente trabajo, la estabilidad membranal,
parece ser un biomarcader mas sensible al efecto de este tipo de contarninantes,
va que este pardmelro se alterd significatvamente en hemacitos de ostiones
expuestos 2 20 pglL de naffaleno durante 72 h, mientras que el resto de los
parémetros no se alteraron de manera significativa en los astiones expuestos al

hidrocarburo respecto a los ostiones control

Hasta el momento, no existen estudios publicados acerca del efecto de naftaleno
sobre la respuesta oxidante en el género Crassostrea. Este es el primer rabajo de
investigacion acerca del efecto de este hidrocarburo sobre Ia especie de ostion C.
corteziensis. De esta manera, los resutados oblenidos constiuyer una primera
aproximacion acerca dal efecto del naftaleno sobre esta especie endémica de
astion, los resultados sugieren que el naflaleno en comparacion con atros
hidrocarburos, tiene un bajo patencial de daio sobre parametros oxidatives. 1o que

concuerda can lo reportado en la bibliografia

Por otra parte, para conocer el grado de resistencia de esta especie al efecto de
contaminantes, es necesario realizar estudios comparativos enlre especies de
ostiones, lo que permitiria conacer la susceplibiidad de cada una a un xenobictica

en particular



7. CONGLUSIONES

Los niveles de proteinas en branquia y glandula digestiva del cstion Crassostrea
corteziensis no son afectados por la exposicion a naftaleno bajo las condicionas
evaluadas.

La exposicion a naftalena a las concentraciones y tiempos probados no induce
dafio oxidativo a nivel de lipidos y proteinas, tanta en branquia camo glandula

digestiva de C. corteziensis.

La exposicién a naftaleno 3 200 g/l durante 72 h provoca pérdide de la

estabilidad membranal en C. cortezignsis.

El naftaleno en la condiciones probadas no altera la actividad de las enzimas

antioxidantes evaluadas (CAT. SOD, GPx y GST) en el ostién C. corteziensis.



8. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, y no obstante que no se
observo induccién de estrés oxidativo en los moluscos expuestos a naftaleno, se
sugiere aumentar el rango de concentraciones del hidrocarburo y tiempos de los
bioensayos

Por otra parte, se recomienda realizar bioensayos con distintos PAHs que han sido
detectados en las zonas de culivo de ostion, sobre Ia respuesta antioxidante y
dafio oxidativo en C. corteziensis

Ademas, serla importante realizar estudios comparativos de estrés oxidativo
diferentes especies de ostion, para determinar asi la diferencia en el grado de
resistencia a este tipo de contaminantes



Alves.
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