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La oslricultura es una actividad econ6mica importante en Mexico y una de las

especies de ostiones mas cultivadas en el Pacifico mexicano es Grassos/rea

corteziensis. Las sustancias conlaminantes como 105 hidrocarburos aromalicos

policiclicos,puedenocasionarestresoxidalivoenlosostiones,loqueafectala

salud de estos organismos y conlleva a una reducci6n en la produclividad

oslricola.Elobjetivodelpresentetrabajofueevaluareleslresoxidativoentejido

(branquia y glandula digestiva), asicomo laestabilidad de lamembranacelularde

hemocilos de ostiones (G. corteziensis) expuestos a naftaleno. Los ostiones

(n=20) se expusieron a concentraciones de 1 y 20 ~g/L de naftaleno durante 24 y

72 h, posleriormenlesedeterminaron paramelrosde eslresoxidativo (nivelesde

oxidaci6n en Iipidosyproleinas,yaclividaddeenzimasantioxidantes), asicomo

estabilidad de la membrana celular de hemocilos. Los resultados obtenidos

sugierenque,bajolascondicionesexperimentalesevaluadas,naftaleno no induce

estres oxidativo, sin embargo la estabilidad de la membrana celular se redujo

significativamente en ostiones expuestos a naftaleno durante 72 h a 20 ~g/L.

Debidoaque noexisten reportesdelefectodenaftalenosobre G. corteziensis, 105

resultados obtenidos en el presente estudio pueden representar una primera

aproximaci6n al efecto de este xenobi6tico sobre esta especie de osti6n con

importanciaecon6micayecol6gica.



Oyster farming is an important economic activity in Mexico, and Crassos/rea

corteziensisspecies is one of the most cultivated oysters in the Mexican Pacific.

Pollutants substances, such as polycyclic aromatic hydrocarbons may cause

oxidative stress in oysters, which affects the health of these organismsand leads

to the productivity reduction of this activity. The aim of this study was to evaluate

oxidative stress in tissues (gills and digestive gland) and membrane stability in

hemocytes of oyster (C. corteziensis) exposed to naphthalene. Oysters (n=20)

were exposed to naphthalene (1 and 20 ~g/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

condition, does not induced oxidative stress, conversely the membrane stability

was reduced significantly in oysters exposed during 72 h at 20 ~g/L of

naphthalene. Since there are no reports about the effect of naphthalene on C.

corteziensis,theresultsobtainedinthepresentstudycouldrepresent a first

scientific approximation of the effect of this xenobiotic on this oysterspecies, with

economic and ecological importance.



1. INTRODUCCION

1.1. Importanciaecon6micayecol6gicadel osti6n

Existenalrededorde100especiesdeostiones, lascualespertenecenalafamilia

Os/reidae y dentro de ella hay tres gemeros principales: Pycnodon/a, Os/rea y

Grassos/rea (Polanco e/al., 2002), este ultimo, puedeexistiren medio marinoy

tambiemenestuariosdondelacargadesedimentosesaltaylasalinidadvariable

Las especies mas cultivadas de este genero a nivei mundial son Grassos/rea

gigas, G. angula/a y G. virginica (Quayle, 1981); sin embargo, en el Pacifico

mexicano, principalmente en los estados de Nayarit, Sinaloa y Sonora, tambien se

cultiva y explota de manera comercial G. corteziensis (CONAPESCA, 2011), la

cual, es una especie nativa con importancia econ6mica y ecol6gica (Stuardo y

Martinez, 1974).

Mexicose encuentra entre los 10 primerosproductoresdeostionesanivelmundial

(FAO,2007). Anivel nacional, laostricultura, porsu producci6n en volumen, ocupa

el sexto lugar dentro de todas las actividades pesqueras y el decimo sexto en

cuanto a los productos acuicolas de exportaci6n, rubro en el que Estados Unidos

es el principaldestino. Laproducci6n promedioen ladecada comprendida entre

2002 y 2011 fue de 47,725 ton (Tabla 1) (CONAPESCA, 2011). S610 en el ana

2012, la producci6n de osti6n gener6 ganancias por $200,604,540.30 M.N

(CONAPESCA,2014).

Ademas de su importancia econ6mica, los ostiones tienen una importancia

ecoI6gica,yaquealfiitrarelaguadesuentorno,contribuyenenladepuraci6n,

estabilizaci6ndel pHyen el incremento de la transparenciade la misma, 10 que

favorece la penetraci6n de la luz en la columna de agua y por 10 tanto la

productividad primaria en su ecosistema. Por otra parte, debido a sus

caracteristicas, comoel hechode sersesiles, alimentarse a base de filtraci6n y

tenerampliadistribuci6n, losostiones pueden ser utilizados como indicadoresde



contaminacionensistemasacwlticoscomobahias,lagunasyesteros (Farrington,

1983; Avila yZarazua, 1993; Belchevaetal., 2011)

Tabla 1. Seriehist6ricadela producci6n de osti6n en Mexico (Peso vivo en toneladas

2002-2011).

24,877 21,653 24,382 21,383 24,198 21,759
19,600 17,173

1,085
1,031 2,047 1,154

l,on
1,865

1,157

OTHAS' 585 486

CONAPESCA, 2011

1.2. Anatomfa, fisiologfay cicio biol6gicodel osti6n

1.2.1. Anatomiayfisiologia

Los osliones cuenlan con dos valvasdesiguales (Figura 1),cada una compuesla

de Ires capas; unainlernaqueesdelgada,duraybrillanle (nacar); otraexterior

lambieln delgada y membranosa, y una capa intermedia que es mas gruesa. Las

conchasbrindan alostion proleccionconlradepredadoresyfactoresambienlales

(Quayle, 1981).

Losostionestienendislintosorganosytejidos (Figura 2), cUbiertosporunmanlo

dondeseformalaconcha,debajodeesleseestanlocalizadoslospalposlabiales

Ademas,lienen dos pares de branquiasde forma laminar, a lraves de las cuales

sealimentanalcrearcorrienlesmedianteciJios;deestamaneraelagua lIega a las

branquiasqueseparanparticulassolidas, nutrientesy caplan eloxigeno.EI

alimenlo captado porlas branquias, se separa de acuerdo a su tamalio, asi las

particulas mas pequeliasson transportadas a los palposyllevadasa Iabocayala

glandula digestiva, donde se encuenlra el estilo crislalinoque contiene enzimas

queayudan a la digestion del alimento (Quayle, 1989).



EI sistema circulatorio de los ostiones esta constituido por hemolinfa, que lIeva

oxfgeno y nutrientes a todos los 6rganos del organismo, en este fluido se

encuentran los hemocitos que tienen funciones diversas, tales como, el

intercambio de gases, osmorregulaci6n, digesti6n y distribuci6n de nutrientes,

excreci6n y reparaci6n de heridas, adicional a esto, estas celulas estan

encargadasde las funcionesesenciales de defensa inmune innata (Bado-Nilles et

al., 2008; Hannametal,,2010).

Vista externa de las valvas

r-------I
Ancho Vi/sta interna de las valvas

....-IIII1!la---- Umbo---~~

Figura 1. Anatomfa externa del osti6n C. corteziensis (tornado de Castillo y Garcia, 1984).



Figura 2. Anatomla interna delosti6n (tomadadeThomson, 1954)

1.2.1. Cicio biol6gico

organismos pertenecientes al genero Crassos/rea presentan sexos

separados, lIevan a cabo una fertilizaci6n ex1erna, arrojan sus gametos al agua

donde son fecundados para generar unas larvas planct6nicasquedesarrollandos

pequerias conchas y 6rganos basicos. Hacia el final del periodo larval, el osti6n

cuenta con dos musculos abductores, un sistema digestivo, varios filamentos

branquiales, un pie con el cual puede arrastrarse, un 6rgano natatorioyun velum

(Quayle, 1989). AI alcanzar un terciode milimetro, el osti6n busca un sitio donde

adherirse,posteriormente una glandula localizada enel pie, segrega una sustancia

cementante que se endurece rapidamente y la ostra se fija de por vida a un

sustratos6lidodondecrecerahastaaicanzarsutamarioadulto(Quayle,1981).



1.3.Contaminantesydesarrollodelosti6n

Debido a que los ostiones son organismos sesiles y su alimento 10 obtienen al

filtrarelaguadesu mediocircundante, son vulnerables a recibir danopordiversos

contaminantes como pueden ser plaguicidas. metales pesados e hidrocarburos

aromaticos policiclicos (PAHs). Los bivalvos en general tienen como una primer

respuestade protecci6n ante contaminantes quimicos presentes en el medio, el

cierre hermetico de sus valvas, 10 que los aisla durantevarias horas (Baqueiro­

Cardenaseta/., 2007). Noobstante,siestassustanciasingresanalorganismo, se

incorporan a ciclos metab6licos, 10 que puede ocasionar danos fisiol6gicos y

morfol6gicos, como son: alteraciones histopatol6gicas, oxidaci6n celular, dana al

sistemainmune,afectarlamaduraci6nsexualylacapacidadreproductiva(Auffret,

2005; Rodriguez eta/., 2005;; Baqueiro-Cardenaseta/., 2007; CoJlin eta/., 2010).

1.4. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs)

Los PAHs son moleculas de dos 0 mas anillos aromaticos fusionados, poseen

gran estabilidad molecular y son hidrof6bicos (Kanaly y Harayama, 2000). Se

encuentran distribuidos en diversas matrices ambientales como aire, suelo y en

cuerposdeagua (Eduoketa/., 2010).

Actualmente existen mas de 100 diferentes PAHs, sin embargo, en 1995 la

Agencia para Sustancias T6xicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) emiti6

unalistaqueconsidera 17 PAHs, como peligrosospara lasaludylosecosistemas

(Tabla 2), debido a queestos poseen propiedadesmutagenicasycarcinogenicas

(ATSDR, 1995, Diaz et a/., 2001; Armendariz et a/., 2006), ademas, tienden a ser

bioacumulables, 10 que hace que estos compuestos sean persistentes en

organismos y aumenten los riesgos a la saIud de los mismos (Borabe et a/., 2003;

Pichaud,2008).



Los PAHs se generan principalmente por la quema de combustibles f6siles y

materialorganicoypuedenserintroducidosalambienteporvianatural 0 debido a

las actividades antropogenicas (Ramdine eta/., 2012). Entre lasfuentes naturales

destacan la transformaci6n de algunos compuestos organicos, biosintesis,

incendiosforestales, fugas naturales de petr61eoyerupcionesvolcanicas; en 10

que respecta a las fuentes antropogenicas se encuentran el trafico de

embarcaciones y otros vehiculos de motor, industrias, plantas generadoras de

energia, incineradoras de residuos, combusti6n domeslica, 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

enelaguadondetiene unamayorbiodisponibilidad, lacualasuvezdependede

la hidrofobicidad del compuesto, el tipo de sedimento y las caracteristicas

biol6gicas del organismo (D'Adamo et a/., 1997; Soriano, 2009).

*Lista emitida poria Agencla para5ustanciasT6xicasyei Registrode Enfermedades en 1995

La presencia de PAHs en sistemas acuaticos alrededor del mundo ha side

ampliamente descrita, estos contaminantes se han detectado en rios, estuarios,

zonas costeras y lagos, ya sea en el agua, materia suspendidayen sedimentos,

asicomo en Josorganismos que habitanenestosecosislemas. Esta claro que la

concentraci6n de PAHs en ecosistemas acuaticos, se encuentra relacionada con

las actividades antropogenicas de cada zona en particular (Baumard eta/., 1998;

Ngabe et a/., 2000; Boonyatumanond et a/., 2006; Guo et a/., 2007; Maskaoui y Hu,

2009; Guo et a/., 2010; Ramdine et a/., 2012) (Tabla 3). En Mexico, se ha

reportado la presencia de PAHsen diversos cuerpos deagua, tanto del Golfo de

Mexico como del Oceano Pacifico. Existen evidencias que han seiiaJado que los



nivelesdecontaminaci6n porPAHs enestaszonas han provocadodisminuci6nen

la producci6nacuicola (BotelloyCalva, 1998; Botelloela/., 2001)

Tabla 3. Concentracionesdehidrocarburosaromaticos policiclicosreportadasencuerpos

de a~~~~e Mexico y otras partes d~o~~enn~~ci6n

China
• RloOaliao

China
• Costa de

Shantou

~:U;:5,
10,11,12,
13,14,15

Francia
• Isla Guadeloupe 1

~;';dineatal.,

Sonora
• Yavaros

Sinaloa
• Rio Cullac~n <a)
• Mazatl~n (b)
• Navachlste(c)

Oaxaca
• Golfo de

Tehuantepec

Oaxaca
• Salina Cruz

2,3,5,6,7,
8,10,11,
~~' 13, 15,

(a) 63.8ng/g
(b)47nglg
(c)61nglg

409 t 208 2 ~gI L"
255 t 13 6 ~g/L"

113t03ug/L"

Plazzaelal
2008

Piazza etal.,
2008

Glr6n-Perez et
al2013

~~~':' at ai,

Salazar-Canast
al2010

Veracruz 2,3,5,6,7,
• Laguna Verde 8,10,11,

~~' 13, 15,

veracru~~~~~~~~e!~) (a) 6

1

:°
3

: ~. ;1~51. ~1265.
Tampamachoco
lc)

(a) 1479uglg
(b)2391ug/g
(c) 1792uglg

~6:"a at ai,

~~~~IO Y Calva



Lagunas de Veracruz 2,3,4,7,9,
• Salada (a) 8,11,12,
• Uano(b) 13,15,16
• Mancha (c)
• Mandlnga(d)

(a)1.111.6uglg· Botelloelal..
(b) 0.6-12.4 uglg· 2001
(c)3.8-11-3uglg·
(d) 3.2-18.2 uglg'

Norerta-Barroso
elal.1999

Cludadde Mblco 2.3,5,6,7,
• rexcoco(a) 8,10,11,: ~=~~~ ~~ los ~~' 13, 15,

Llrioslcl

(a) 95 nglg
(b) 90.7 ng/g
(c) 122nglg

~~,:a et ai,

*Rangodeconcentraaonesdetectadas
C6dlgodenumeros Naftaleno(1).acenaftlleno(2),acenafteno(3),fenantreno(4).antraceno(5),f1uoranteno
(6)pireno(7).cnseno(8).benzo[a]antraceno(9).benzo(kjfluoranteno(10),benzo(bjfluoranleno(11),
benzo(a]plreno(12).lndeno(1.23.-cd)prreno(13).dlbenzo(ah)antracen0(14).benzo(g.h.l)penleno(15),
fluoreno(16).b<fenllo(17)benzole)plreno(18).penleno(19)

Uno de los PAHs, detectado comunmente en ecosistemas acuaticos es el

naftaleno.Estecompuestosehadetectadoenagua, materiaorganicasuspendida

y sedimentos, asi como en tejidos de moluscos, particularmente el ostian (Tabla

4)

Tabla4.Concentracionesdenaftalenoreportadasencuerposdeagua de Mexico yotras
partesdelmundo

China
• RJoOaliao

China
• Costa de Shantou

Francia
• Isla Guadeloupe

Oa.xaca,Mexlco
San Pedro (a)
Estero Piedra (b)

Matenaparticulada
suspendida

(a) 36 ug/g
(b) 125 ug/g

~;;dineela/..

Salazar-Conaetal
2007



Edo.deMexico
• LagoTecomulco

Tejidodeosti~

42.5-60 ~gJkg' ~~~"t"r-Coriaetel.,

Nore~a-Barrosoet
eJ.,1999

~g;,;o-G6mezetal ..

Debido a que los PAHs son altamente hidrof6bicos tienden a acumularse en los

organismos, principalmente en los tejidos que contienen mas grasa. Para su

eliminaci6n requieren de una biotransformaci6n con la finalidad de aumentarsu

polaridadytransformarlosasienmetabolitosmashidrosolublesyporlotantomas

faciles de excretar, sin embargo, durante la biotransformaci6n de estes

compuestos, se pueden generar metabolitos mas t6xicos que el compuesto

original (KanalyyHarayama, 2000; KJassenyWatkins, 2001).

La biotransformaci6n de estes compuestos requiere de enzimas, tales como

ep6xidohidrolasa,cuyainducci6nestaaltamenterelacionadaconladelcitocromo

P-450 (CYP 450), seguido de la glutati6n s-transferasa (GST), la cual da como

resultadolaformaci6ndeacidomercapturico, los que son excretados pororina 0

forman conjugados que pueden sereliminados porbilis (Timbrell, 1985;KJasseny

Watkins, 2001; Mastandreaeta/., 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 sesil, acumulan mayores niveles de

hidrocarburosensustejidos,loscualesseincorporanatravesdedifusi6npasivae

ingesta de particulas en suspensi6n (Iniesta y Blanco, 2005). Los PAHs se

bioacumulan en las zonas con mayor concentraci6n de Iipidos, como glandula

digestiva, intestine y g6nadas (Widdows at al., 1983; Frouin et al., 2007). La

eliminaci6n de este tipo de compuestos depende del tiempo de exposici6n,

concentraci6ndel hidrocarburo, metabolismodel organismoydel peso molecular

del compuesto, un ejemplo de esto ultimo, es la tasa de eliminaci6n del

benzo[a]pireno,lacualesmaslentaencomparaci6nconladenaflaleno(lniestay

Blanco, 2005). La vida media de naflaleno esta en funcion deltejido donde se

encuentradepositado;porejemploenbranquiade Mytilusedulis,estecompuesto

tiene una vida media de 2.2 dias, mientras que en glandula digestiva se ha

reportado una vida media de 5.1 dias (Widdowsetal, 1983).

EI naflalenoestaformado poria fusi6n dedos anillosde benceno (Tabla 5), esun

componentenaturaldealquitrandehullaydelpetr6leo,dedondederivalamayor

parte de su presencia en el ambiente. Otrafuente importante son los incendios

forestalesyla combusti6n de madera. EI naflalenoes utilizado como intermediario

enlaproducci6ndeplastificantes,resinaseinsecticidas,loqueconllevaasu

presencia en efluentes industriales (IARC, 2002). De esta manera, el naflaleno ha

sido identificado por la Agencia de Protecci6n Ambiental de los Estados Unidos

(EPA) y la ATSDR como una sustancia comunmente encontrada en silios de

desechos peligrosos e incluido en la Usta de Prioridades Nacionales (NPL) en

Estados Unidos (IARC, 2002).



La mayor parte del naftalenoqueseincorpora alambientesedescargaenelaire

(resultado principalmente de la combusti6n) de dondeingresa al sueloyaguapor

deposici6n humedaoseca. AI poseers61odosanillosaromaticosy un bajo peso

molecular, el naftaleno comparado con otros PAHs tiene una mayor solubilidad en

agua (log Kow 3.30), por 10 que tiene una mayor biodisponibilidad para los

organismos de este medio (Iniesta yBlanco, 2005). Unavezenel agua puedeser

degradadoporfot6lisis;algunosestudiosreportanqueenaguasuperficialeste

fen6meno tarda 71 h, mientras que a profundidades mayores de 500 m, puede

tardar cerca de dos afios; este compuesto tambiem puede ser degradado por

procesos biol6gicos en suelos en un periodo aproximado de 3 meses y medio

(IARC, 2002).

TablaS.Caracterlsticas, propiedadesyclasificaci6ndelnaftaleno

C"H,

128.11 ­
"--~~---"3-'".:.30

. Puntodefusi6n ao.zoc
D~~slda~ - ~~ (16~g/cm3

Solubilidaden agua 31-34mg/LaZSOC

ClaSfffcaci6ii IARC .~ i<28

Agenciainternacionalparainvestigaci6n del cancer,ZOOZ

Unavezdentrode losorganismos, el naftaleno, puedeserbiotransformadoenun

ep6xidodurante las reacciones defase 1 poracci6n de un CYP450, esteep6xido

se conjuga con glutati6n por acci6n de la G5T, seguido de esto, pierde el acido

glutamico,reacci6nllevadaacaboporgamaglutamil-transpeptidasa,despues,por

acci6n de la cistinil glicinasa, se elimina la glicina y queda unicamente un

conjugadocon cisteina que al final poria n-acetil transferasa, se acetilaydacomo

resultadounderivadodeacidomercaptiJricoqueseraexcretadopororina (Figura

3) (Timbrell, 1985).



r:SH-GLUTAnON

~REA~[~. ~O-
0v~~--~

natlaleno epoxido REACCIONIOEFASEI

())
S-CH2t~OOH GUCINIL GLUTAMIL wS-GLUTAnON

7" I OH 1'- '- 7" I OH

~ ~

};:

CETIL-GoAIH+

S-CH2fH-eOOH

OO":NH-e-eH3
2 H20 I II

~ 0

addonaftalen-mercaptUrico

Figura 3. Biotransformaci6ndenaftalenoenmamfferos(Timbrell, 1985).

1.5. Estresoxidativoydaiiocelular

Elterminoestres oxidativo hacereferencia a un desequilibrio entre la producci6n

de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Tabla 6) y los sistemas antioxidantes de

un organismo para eliminar 0 neulralizar estas moleculas, 10 que impide un

potencial daiio oxidativo en la celula (Regoli eta/., 2002).

Tabla 6. Especies reaclivasdeoxlgeno



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

como sUbproductos del metabolismo de xenobi6ticos 0 generados por celulas

fagocfticas,aslcomoproductodereaccionesenzimaticasyradi6Iisis(Livingstone,

2001; Manduzio, 2005; Valavanidis eta/., 2006; RegoliyGiuliani,2013).

AI incrementar la producci6n de ROS 0 exislir deficiencias en el sistema de

defensa antioxidante, estas moleculas pueden reaccionar con componenles

celulares,loquepuedeprovocarestresoxidalivoyposleriormentecausardaiioa

macromoleculas, incluidos lipidos, protelnas y ADN (Valavanidis et a/., 2006; Alves

eta/., 2007;)

En lascelulas existen antioxidanlesdelipoenzimalicoynoenzimalico (Tabla 7),

enlre los cuales deslacan vilaminas, como la vilamina E (0 -locoferol), la cual

actuaen lasmembranascelulares al reaccionarcon eleclronesdesapareadosde

las ROS, 10 que previne la propagaci6n de la peroxidaci6n lipidica. Denlro de los

anlioxidanles no enzimalicos, deslaca lambien el glutali6n reducido (GSH),

molecula abundanle en el cilosol y capaz de neulralizar direclamente a ROS, 10

que genera glulali6n oxidado (GSSH) (Hermes-Lima, 2005; Mayor-Oxilia, 2010;

RegoliyGiuliani,2013).

La defensa antioxidanle lIevada a cabo medianleenzimas,es mas especificaque

larealizada pormecanismos no enzimaticos, ya que eslas ultimaspuedenactuar



sobre varios ROS, mientras que las enzimas 10 hacen sobre sustratos especificos

(RegoliyGiuliani,2013),dentro de las principales enzimas antioxidantesdestacan

lasuperoxidodismutasa, catalasayglutation peroxidasa.

1.5.1.1. Super6xido dismutasa (SOD)

La enzima superoxido 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 estres oxidativo es comun detectar

incrementos en la actividad de esta enzima (Hermes-Lima, 2005). La reaccion

lIevada a cabo por SOD es la eliminacion del anion superoxido (02--), 10 que

protegedesunocivoefectoygeneracomoresultadolaformaciondeperoxidode

hidrogeno (H20 2), una molecula altamente reactiva y nociva dentro del entorno

celular (Figura 4) (RegoliyGiuliani,2013).

1.5.1.2.Catalasa(CAT)

La enzima catalasa (EC 1.11.1.6), esuna de lasenzimas mas abundantesen la

naturaleza, se encuentra presente en la mayorla de los organismos, su

distribucion dentro de ellos varia de acuerdo al tipo de tejido. Dentro de las

celulas, la CAT se encuentra localizada principalmente en los peroxisomas y en

menor medida en mitocondrias. Esta enzima posee una alta capacidad de

reacci6n, su funci6n principal es la descomposicion de H20 2 en oxigeno molecular

yagua(Figura4)(Cespedesetal.,1996;RegoliyGiuliani,2013).

La CAT es tan eficiente que no puede ser saturada por H20 2 en cualquier

concentracion (L1edias et al., 1998). Se ha sugerido que esta enzima es mas

efectiva cuando las concentraciones de H20 2 son altamente elevadas (Hermes­

Lima, 2005). Ademas de su funcion como antioxidante, CAT esta relacionada con



la respuesta inmune, ya que participa en procesos inflamatorios (Zhang et al.,

2011).

1.5.1.3. Glutati6n peroxidasa (GPx)

Glutati6n peroxidasa (E.C. 1.11.1.9) es una enzima selenio dependiente con

cuatrodiferentesformasconfuncionesmuysimilares. Elsustratode estaenzima

es H20 2, molecula que es neutralizada a traves de la oxidaci6n de GSH a GSSH

Se ha sugerido que cuando los incrementos de H202 son mas pequefios, GPx

funciona mejor que CAT; cataliza, ademas la descomposici6n de algunos

hidroper6xidos organicos como LOOH con la oxidaci6n de GSH a GSSH (Figura

4) (Hermes,Lima, 2005; Regoli y Giuliani, 2013)

Fe(lIl)+OH'+·OH_OxldativeDamage

1

Detoxification of
manysuhstances

Fe(II)(FentonReactionl rHP+02

HP2~

~e~~:'tion t C2GSHJ CNADPH+J G6POH

GSSG NAOP
. • 0; H20

02!+ NO H;02

, Fe(II}!(Haber.weissreaction>

ONOO O
2
+ OH'+·OH _ Oxidative Damage

Figura 4. Sistema enzimatico de defensa antioxidante (Hermes-Lima, 2005). SOD

(Super6xido dismutasa), CAT (Catalasa). GPx (GlutaliOn peroxidasa). GST (Glutatl6n s-transferasa), GR

(Glutati6nreduclasal,G6PDH(Glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa)



EI desbalance entre producci6n de ROS y la capacidad del sistema de defensa

antioxidante puede ocasionar dane a macromoh~culas celulares como Ifpidos,

proteinas y ADN (Valavanidis et a/., 2006; Alves et a/., 2007).

1.5.1. Peroxidaci6nlipidica

EI proceso de peroxidaci6n lipidica se Ileva a cabo en las membranas de las

estructurascelulares, setrata de una reacci6n en cadena lIevada a cabo por

oxidantesfuertes,catalizadapormetaiesdetransici6n,loqueprovoca una ruptura

sobre los fosfolfpidos membranales. EI proceso consta de tres etapas (Hermes­

Lima, 2005; Alves etal., 2007):

1. Iniciacion: EI primer pasoes la abstracci6nde unatomo de hidr6genodel

grupo metilo de un acido graso poliinsaturado (PUFA), dando como

resultadolaformaci6ndeunradicallipidico(L·)quereaccionarapidamente

con oxigeno molecular (02) debido a su inestabilidad, formando un Ifpido

peroxilo radical (LOO·).

2. Propagacion: LOO· remueve un hidrogenodeotrolfpido, 10 que genera un

hidroper6xido lipidico (LOOH·)y un nuevo L·, el cual puede reaccionarcon

O2 y forma nuevamente LOO· y asi, una reaccion en cadena.

3. Terminacion: EI proceso de peroxidaci6n lipidica finaliza cuando L· 0 LOO·

esinterceptadoporunantioxidanteoconlareacci6ndedosradicales

Iipidicosparaformarunaespecienoradical.

EI procesode peroxidaci6n Iipidicaesconsiderado el mayorcausantededafioy

muertecelular(Hermes-Lima, 2005).



1.5.2. Oxidaci6n de proteinas

La disminucion en los sistemas de delensa antioxidante y el aumento en la

produccion de ROS pueden causar la oxidacion proteica. Las proteinas pueden

sulrir varios grados de modificacion al exponerse ante agentes oxidantes. La

oxidacion de proteinaspuede serreversible 0 irreversible, esta ultima seda por

cuatro mecanismos: carbonilacion, ruptura de enlaces peptidicos, nitracion y

lormacion de enlaces proteina-proteina, provocadasporla reaccion de proteinas

con ROS. Los daiios a las proteinas pueden ocasionar inhibicion de enzimas,

desnaturalizacion y la degradacion de proteinas (Diaz-Acosta y Membrillo­

Hernandez,2006). Existenpocosmecanismosparalaprotecciondelasproteinas

contra laoxidacion 0 reparacion del daiio. Lasproteinasdaiiadassondegradadas

por proteasas, 10 que previene de la acumulacion de proteinas con mal

luncionamiento, los aminoacidos no oxidados, entonces, son reutilizados para la

biosintesisde nuevasproteinas (Hermes-Lima, 2005).

1.5.3. Daiioala membranacelular

La membrana celular es una estructura que define los Iimites de la celula, su

luncion mas importante es la de mantener un equilibrio entre el medio intra y

extracelular, su caracteristica principal es su permeabilidad selectiva, 10 que Ie

permiteseleccionarlasmoleculasqueentranysalendesuinterior. Esta lormada

principalmente por Iipidos (foslolipidos, glicolipidos y esteroles) y proteinas

(integrales, perifericasyancladas a Iipidos) (Beckeretaf.,2007). Laoxidacionde

las moleculas que componen la membrana celular (principalmente lipidos y

proteinas) puedenocasionarnivelesdedaiioquevandesdela reduccionde la

fluidez de la membrana, hasta la perdida completa de la estabilidad membranal

(Hermes-Lima, 2005).



1.6. Exposici6n PAHs y estres oxidativo en moluscos

Los niveles de contaminantesen el ambiente acuatico han aumentado debido a

las actividadesantropogenicas,de esta manera, los organismos acuaticos, como

losmoluscosbivalvospuedenserafectadosporsustanciasderivadasdeestetipo

de actividades, que sumadas a fluctuaciones naturales de variables ambientales

comosalinidad, disponibilidad dealimento, oxigeno yexposici6n a la luz, pueden

provocarestresoxidativo (Valavanidisetal., 2006; Belchevaetal., 2011).

Producto de esta contaminaci6n, existen diversos estudios que evidencian la

presencia de PAHs en moluscos. Para el osti6n C. corteziensis, se report6 una

concentraci6nde 13.19 IJg/g de hidrocarburos (Botello etal., 2002), mientrasque

para C. virginicael rango de PAHsencontradofuede 2470-42,500ng/g (Norena­

Barrosoetal., 1999)yparalaespecieC.rhizophoraesehadetectadoenunrango

que va de 3.2 a 12.5 ng/g (Ramdine et al., 2012). Existe una estrecha relaci6n

entre las condiciones ambientales y la generaci6n de ROS en los organismos. Se

ha reportado que la exposici6n a PAHs puede inducir un aumento en la tasa de

ROS en las celulas, 10 que puede provocar estres y dane oxidativo a

macromoleculasde tejidos (Livingstone etal., 1992; Manduzio, 2005; Pichaud et

a/., 2008).



2. JUSTIFICACION

ElcultivodeostionesesunaactividadacuicolaimportanteenMexicoylaespecie

Crassos/rea corteziensises una de las mas cultivadas en el Pacifico mexicano.

Sin embargo, existen diversos contaminantes, como los PAHs, que pueden

acumularseenlostejidosdelorganismo,loquepuedeprovocarriesgosalasalud

delmolusco,afectareldesarrollodelosti6n,reducirlaproducci6nyde esta forma

generarperdidasecon6micas.

Uno de los PAHs mas abundantes en ecosistemas acuaticos es el naftaleno, sin

embargo,hastael momento, noexistenestudiosdondeseevalueeI efectode este

compuesto sobre parametrosfisiol6gicos del osti6n C. corteziensis, por 10 que en

elpresentetrabajoseevalu6elefectodelaexposici6na naftalenosobreelestres

oXidativodeestaespecie, una especie endemica del Pacificotropical oriental.



3. HIPOTESIS

Laexposici6nde Crassostreacorteziensis a naftalenoprovoca unadesregulaci6n

en laactividaddeenzimasdedefensaantioxidanteeinducedafiooxidativoenlos

tejidosestemolusco.



Objetivogeneral

Evaluarel estres oxidativo en branquias y glandula digestiva del osti6n

Crassoslreacorteziensisexpuestodeformasubagudaanaftaleno.

Objetivosparticulares

Cuantificar en branquias y glandula digestiva de C. corteziensis la concentraci6n

total deproteinas membranaltras la exposici6n a concentracionessubletalesde

naftaleno.

Determinaren branquias yglandula digestiva de C. corteziensis la concentraci6n

dehidroper6xidoslipfdicosylaoxidaci6nde protefnas, provocadasporla

exposici6n a concentraciones subletales de naftaleno.

Determinar en hemocitos de osti6n C. corteziensis la estabilidad membranal tras la

exposici6n a concentraciones subletalesde naftaleno

Determinaren branquiasyglanduladigestiva de C. corleziensislaactividadde las

enzimas catalasa, super6xido dismutasa, glutati6n peroxidasa y glutati6n-s­

transferasa,traslaexposici6na concentracionessublelalesdenaftaleno.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Tratamientodeanimales

Se instal6 un sistema de recirculaci6n de agua en ellaboratorioconformado por

tanques de plastico interconectados, para mantener un volumen de50Ldeagua

con f1ujocontinuo de 150mUmin. En estesistema,secolocaronostiones (n=10)

delaespecieC.corteziensiscontaliaypesopromediode7.5±0.9cmlargo,5.3±

1.4cmanchoy59±7.4g, respectivamente, estos organismosfueron comprados

en un establecimientocomercialel mismo dia de su colecta en la zona estuarina

de Boca de Camichin. Los especimenes se colocaron dentro del sistema de

recirculaci6ndurante30dias, con elobjetivode seraclimatados a las condiciones

de laboratorio y favorecerladepuraci6n de sustancias contenidas en los

organismos.

Los ostiones se mantuvieron en agua de mar filtrada, diluida con agua dulce

purificadahastaobtenerunasalinidadde28unidadespracticasdesalinidad(ups),

el pH durante el experimento se mantuvo en un rango de 7.5 - 8.5 Y la

temperatura promedio fue de 27"C. Los ostiones se conservaron a temperatura

ambienteysealimentarondiariamenteconalgaespirulinacomercialenpolvo(0.1

9 por cada 10 organismos), ademas de esto, se realizaron recambios de una

tercera parte del volumen total del agua cada tercer dia, para favorecer la

depuraci6ndesustanciasadquiridasensuentornonatural.

5.2. Exposici6na naftaleno

Previo a la exposici6n a naftaleno, los ostiones se extrajeron del sistema de

recirculaci6nysecolocaronenpecerasdevidrioconunvolunnendeaguade5L

(salinidad de 28 ups y pH 7.5 -8.5). Bajo estas condiciones, los ostiones (n=20),

fueronexpuestosdeformasubaguda(24y72 h) a naffaleno (1 y201l9/L) (Sigma­

Aldrich ~99% de pureza)disueltoen acetona (Fermont,grado reactiv099.7% de



pureza),1:20w/v. Enelcasodelosostionesexpuestosdurante72hserealizaron

recambios totales de agua cada 24 h, Y se agrego nuevamente la misma

concentraciondelhidrocarburo.

5.3.Preparaci6nyobtenci6ndemuestras

Pasadoeltiempodeexposicion al hidrocarburo,losostionessedesconcharony

seobtuvodecadaostion,O.4gdecadatejidoaanalizar(branquiasyglandula

digestiva). Las muestras de tejido se depositaron en 1 mLde buffer fosfato salino

(PBS) para su homogenizacion mecanicamente durante 1 min a 20,000 rpm

Para realizar las pruebas de actividad enzimatica y concentracion de proteinas

oxidadas,unfragmentodel homogeneizadosecentrifugoa9,OOOrpmdurante20

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

homogenizo eltejidocon metanolfrio (1:9w/v) ysecentrifugo a 1,000 xg (3600

rpm) durante 15 min a4·C. Porotraparte, para la determinacion delaestabilidad

membranal, se realizo fa extraccion de hemolinfa de fa region posterior del

musculoaductordecadaostion.

5.4. Grupocontrol

Adicionalalosostionesexpuestosanaftaleno,secontocondosgruposcontrol,el

primero (C), formado por ostiones que se mantuvieron en agua de mar filtrada, yel

segundo (A), por ostiones mantenidos en agua de marfiltrada a los cuales se

agrego ademas acetona (ef mismo volumen utilizado para disolver el

hidrocarburo).

5.5. Control positivodeoxidaci6n

Como control positivode daiiooxidativo, muestrasdetejido (branquiayglandula

digestiva), se expusieron a H20 2 (3 Y 9%) durante 24 h. Posteriormente, se



determin6 en cada muestra la concentraci6n de proteinas e hidroper6xidos

Iipidicos.

5.6. Determinaci6ndelaconcentraci6n deproteinas

Paradeterminarlaconcentraci6ndeproteinasenlostejidos,setomaron10IJLde

lamuestra homogeneizada, volumen que se coloc6 en un pozo de una microplaca

yseagreg6190lJLdelreactivodeBradford.Lamezclaseincub6durante15min

yse determin61a absorbancia a 545 nm (Bradford, 1976). Los resultadosfueron

interpoladosenunacurvaestimdardealbuminasericabovina (BSA) (Anexo 1).

5.7. Concentraci6n de hidroper6xidos Iipidicos

Este pan3metro se determin6 mediante la tecnica descrita por Zanelte et al.,

(2006) y Monserrat etal. (2003) con modificaciones. Se prepar6 una mezcla de

reactivos (400 IJL de FeSO. a 0.25 mM, 400 IJL de H2SO. a 25 mM, y 100 mL de

xilenolorangeaO.1 mM)yseincub6durante30min.Posteriormenteseagregaron

100 IJLdel sobrenadantedela muestra homogenizada. La mezcla resultante, se

incub6atemperaturaambientedurante18henlaoscuridad.Trascurridoeltiempo

deincubaci6n sedetermin6su absorbancia a 550 nm contra una curvaestandar

de hidroper6xidode cumeno (Anexo2).

5.8. Oxidaci6n deproteinas

Paradeterminaresteparametrosetomaron 100 IJLdeiafracci6n centrifugada,la

cual se precipit6 con 200 IJLde acido tricloroacetico (TCA) a130% con agitaci6n

lenta ysecentrifug6 a 3000 rpm durante 5 min, el sobrenadantesedesech6.Ala

fracci6n precipitada se agreg6 500 IJL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (20 mM en

etanol).Lamezclaseincub6enoscuridaddurante1 h, conagilaci6ncada10min.

Transcurrido el tiempo de incubaci6n, se precipit6 con 200 IJL de TCA al 30% y se

centrifug6 nuevamente a 3000 rpm durante 5 min. Posterior a estose realizaron

treslavadosconetanol-etilacetato(1:1 vlv)ysecentrifug6a 3000 rpmentrecada

lavado, finalmente sedesech6elsobrenadanteyelprecipitadofuedisueltocon



1000 IJL de urea 6 mM e incubado durante 1 h a 37'C en bane maria. La

concentraci6ndeproteinasoxidadassedetermin6a366nmysecalcu16 mediante

el coeficiente de extinci6n molar (22 mM/cM) (Reznick y Packer, 1994). La

concentraci6ndeprotelnasoxidadasfue ajustada de acuerdo a la concentraci6n

total de proteinas de la muestra.

La determinaci6n de la estabilidad membranal de 105 hemocitos se realiz6

mediante la medici6nderetenci6ndelrojoneutro (Cantyetal., 2007; Hannamet

al., 2009). Se incubaron 50 IJL de hemolinfa en un micropozo durante 45 min a

4°C y se realiz6 un lavado con soluci6n salina para eliminar las celulas no

adheridas, posteriormente se agregaron 200 IJL de rojo neutro (0.004%) y se

incub6durante 3 h a temperatura ambiente. Pasado eltiempode incubaci6n se

lav6con200 IJLde soluci6nsalina yseagregaron200 IJLdeetanolacidificado

(1% acido acetico y 20% etanol), se agit6 durante 10 min y se determin6 su

absorbancia a 545 nm. Se determin6 la concentracion de proteinas y 105

resultadossepresentancomodensidad6pticapormgdeproteina.

5.10. Actividad de catalasa (CAT)

La medici6n de la actividad de CAT se realiz6 de acuerdo a Radi et al. (1991). Se

mezclaron 20 IJL del centrifugado con 1000 IJL buffer (0.3 M sacarosa, 1 mM

HEPES y 5 mM KH2PO.) y 200 IJL de H20 2 en una celda de cuarzo. Se determin6

laabsorbanciaa240nmcada30sdurante120s,posteriormentesedetermin61a

diferenciadeabsorbanciaentrelostiempos (Anex03). Laactividadenzimaticase

calcul6 de acuerdo al coeficiente de extinci6n molar 0.0093 mM/cm. Los

resultadossecorrigieronconsiderandolaconcentraci6ndeproteinasencada



5.11. Actividad de super6xido dismutasa (SOD)

Para determinar la actividad de SOD se tomaron 20 I-lL del centrifugado y se

mezciaron con 800 I-lL de buffer (50 mM de NaHC03 y 0.1 mM de EDTA).

Posteriormente, se agregaron 10 I-lL de NADH 0.03 M. Se determin6 la

absorbanciaa340nmcada30sdurante 120s(Anexo4)ysecalcuI6Iaactividad

enzimatica mediante el coeficiente de extinci6n molar de 6.22 mM/cm. Los

resultados se corrigieron considerando la concentraci6n de proteinasencada

muestra(MisrayFridovich,1972).

5.12. Actividad deglutati6n peroxidasa (GPx)

LaactividaddeGPxsedetermin6mezciando20l-lLdeisobrenadantecon 800 I-lL

de buffer (50 mM de fosfato de potasio pH 7.0; 2.5 mM de GSH, 1.0 mM de

NaN03), posteriormente se agreg6 1U de glutati6n reductasa (GR) y se

adicionaron 10 I-lL de NADH y 20 I-lL de H20 2 40 mM. Se determin61a absorbancia

a 340 nmcada 30 shasta 120 s (Anexo4), yse calcul61a actividad enzimatica

mediante el coeficiente de extinci6n molar de 6.22 mM/cm. Los resuitados se

corrigieron por la concentraci6n de proteinas en cada muestra (Ansaldo et al.,

2007).

5.13. Actividad de glutati6n-S transferasa (GST)

La determinaci6n de la actividad de GST se realiz6 a partir de 100 I-lL del

homogeneizado, al cual se agregaron 150 I-lL de TRIS-HCI pH 7.4 (0.5 mM), 20 I-lL

de GSH 100 mM y 5 I-lL de diclorometano. La mezcia se incub6 a temperatura

ambiente durante 3 h. Se adicionaron 1651-lL de TCA a120% y se agit6 en vortex.

Se incub6 nuevamente a temperatura ambiente, durante 10 min. Transcurrido ese

tiempo se centrifug6 a 3000 rpm por 5 min. Se tomaron 200 I-lL del sobrenadante y

se Ie agregaron 600 I-lLde agua destilada y200 I-lLdel reactivode Nash (861-lLde

acido acetico, 621-lL de acetilacetona, 4.6 9 de acetato de amenio y 10 mL de



agua). Se incubaron a 60·C durante 30 min, posteriormenteseenfri6en banode

hieloyseregistraronlasabsorbanciasa414nmcada30shasta 120s(Anexo3)

La actividadenzimaticasecalcul6 medianteel coeficientede exlinci6n molar 9.6

mM/cm. Los resultados se corrigieron poria concentraci6n de proteinasen cada

muestra(Warholmetal., 1994)

Pararealizarel analisisestadisticoseutiliz6el programa Sigma Stat 3.5. En cada

serie de datos se determin61a distribuci6n normal. Los datos parametricos se

compararon a traves de ANOVA de una via, mientras que los datos no

parametricos se compararon a traves de Kruskal-Wallis, como subpruebas se

utilizaron las pruebas de Bonferroni y Tukey, respectivamente. Como valor de

significanciasetom6p<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) sobre el estres oxidativo en

diversas especies de moluscos bivalvos; sin embargo, no existen hasta el

momenta estudios publicados donde se evalue el efecto de naftaleno sobre el

estres oxidativo en la especie de osti6n C. corteziensis, una especie nativa del

Pacifico tropical oriental, que ademas de su importancia ecol6gica. es explotada

comercialmente en Mexico, par 10 cual este trabajo constituye una primera

aproximaci6nsobreelefectodeestehidrocarburoenestaespeciedeosti6n.

Los resultados obtenidos en losensayos realizados para evaluarei efectode H20,

sobreeldaiiooxidativoentejidosdeosti6n(controlpositivo),indicanqueenlos

tejidos expuestos a este agente oxidante a una concentraci6n del 9%, en los

lipidos tisulares aument6 significativamente el grado de oxidaci6n (Figura 5),

mientras que la concentraci6n de proteinas oxidadas no aument6

significativamente, aunque si se observ6 una tendencia al incremento de este

parametro (Figura 6). En los tejidos expuestos a una concentraci6n de 3% de

H20 2 • no se observ6 incremento significativo en la oxidaci6n de estas

biomoleculas, comparadascon los grupos control.



Los resultadosobtenidos sugieren que lostejidosdeostionestienenciertogrado

deresistenciapersea los agentes oxidantes, ya que el H20 2 aunaconcentracion

del 3% no indujo incremento en la oxidacion de las biomoleculas. Sin embargo,

para evaluarel grado de resistenciaes necesario realizarestudioscomparativos

conotrosagentesoxidantes,otrasespeciesdemoluscosasicomocondiferentes

concentracionesde H20 2.

Ladiferenciaenelgradodeoxidaciondetectadoenlipidosyproteinasde tejidos

expuestos a H20 2 al 9%, esta relacionado ala estructura de los dos tipos de

moleculas, ya que los dobles enlaces presentes en las estructuras lipidicas

confieren a estas mayor susceptibilidad a la oxidacion, en contraste con las

proteinas que son moleculas mas estables, ademas existen algunos mecanismos

dereparacion de proteinas, como la reparacion de puentesdisulfuroencisteinasy

la formacion de sulfoxidos en metioninas (Hermes-Lima 2005; Diaz-Acosta 2006).

6.2. Efectode naftalenosobrela concentracionde proteinas

Enloquerespectaalaconcentraciondeproteinasevaluadaenlosostiones

expuestosa naftaleno, noseencontrarondiferenciassignificativas con respectoal

grupocontrol,loqueindicaqueel naftalenoen las condiciones evaluadas,no

afecta la concentracion de estas biomoleculas. La concentracion promedio de

proteinasen branquia, paratodoslosgruposfuede3.07±1.02 mg/L(Figura 7),

mientras que en glandula digestiva fuede 3.96 ±1.32 mg/mL (FiguraB).



6.3. Efectode naftalenosobrela concentraci6nde hidroper6xidos lipidicos

Porotraparte,lraslaexposici6ndelosostionesanaftaleno(1y201J9/L,duranle

24y72 h), no sedelecl6diferencia significalivaen la concenlraci6n de

hidroper6xidoslipidicospresentesenbranquia(Figura9)yglanduladigesliva

(Figura 10) con respecloalgrupoconlrol



Losresultadosobtenidosenesteestudioconcuerdanconloreportadoenelosti6n

Crassostreabrasiliana alserexpuesto a diesel (2.5, 5, 10 Y 20%) durante 96 h,

donde no se encontraron cambios significativos en la oxidaci6n de Iipidos

presentesen branquiayglanduladigestiva (LOchmann etal., 2011). Porsuparte

Pichaud et al. (200B), reportaron resultados similares al exponer bivalvo Mya

arenaria a una mezcla de PAHs (metilfenantreno, naftaleno, 2-metilnaftaleno,

fenantreno, antraceno, pireno, benzo[a]pireno, pireno y fluoranteno) a una

concentraci6nde47.6ng/Laplicadaatravesdelconsumodefitoplanctonduranle

9dias.

Contario a 10 descrito en el parrafo anterior, se ha reportadoque la exposici6n de

Mytilusgalloprovincialisabenzo[a]pirenodurante7dias,provoc6 un aumento en

la peroxidaci6n lipidica en branquia (Maria y Bebianno, 2011). Mientras que la

exposici6n del molusco Pecten maximus a concentraciones subletales de

fenantreno (50, 100 Y 200 ~g/L) provoc6 un aumento de los niveles de

peroxidaci6n Iipidica en hemolinfa (Hannam et al., 2010). Ansaldo etal., (2005)

despuesdeexponeral molusco Nacella concinna a diesel (O,O.05y O.l%)duranle

24,48y16Bh,detectaron un aumentosignificativoenlaconcentraci6nde Iipidos

oxidadoseondieselenambasconeentracionesdespuesde16Bhdeexposici6n.

Ademas del potencial efeelo pro-oxidante que pueden tener los PAHs sobre los

moluscos,existenfactoresambientalesquepuedenmodulareldanooxidativo. En

experimenlosrealizadoscon G.gigasexpuestoadiesel(O.Ol,O.l yl.0mUL),en

diferentescondicionesdesalinidad(35,25,15y9ups),seobservarondiferencias

significativasentrelasdiferentescondiciones,exceptoparalasalinidadde25 ups

(Zanette et al., 2011). En el presente trabajo, la salinidad establecida para la

realizaci6n de los bioensayosfuede2B ups, factor que pudo haber influidoen el

potencial oxidativode naftaleno.



6.4. Efectode naftalenosobre laconcentraci6ndeproteinasoxidadas

En 10 que respeclaala concenlraci6ndeproleinasoxidadasen branquiasy

glanduladigesliva,enelpresenlelrabajonoseobservaroncambiossignificativos

entre los ostiones expueslos a naftaleno (1 y20 IJg/L) respecloa Iosgrupos

control,enningunodelosdosliemposdeexposicionprobados(Figura11 y12).

k....L1I l<...A-tl k....L1I k....L1I
24h 72h 24h 72h

PorsuparteAnsaldoetal. (2005)deleclaronun aumentosignificalivode proleinas

oXidadasalexponeraN.concinnaadieselaI0.05%duranle168h

6.5. Efectodenaftalenosobre laestabilidad membranal

En 10 que respecta a la estabilidad membranal en hemocilos de C. corteziensis

expueslosa1lJg/Ldenaftalenoduranle24y72h,noseobservoalteracionen

este paramelro (Figura 13). Sin embargo, a 20 IJg/L por 72 h. se observo una

disminucion significaliva en la eslabilidad de la membrana de los hemocilos

(Figura 14 b).



Figura 13. Eslabilidad membranal a) naftaleno Figura 14. Estabilidad membranal a) naftaleno
1.0 ~g/L, 24 h, b) naftaleno 1.0 ~g/L, 72 h. A= 20.0 ~g/L, 24 h, b) naftaleno 20.0 ~g/L, 72 h. C
control agua de mar filtrada + acetona, N= =Control,aguademarfiltrada,A=conlrolagua
Naftaleno(X±EE).p>0.05. demarfiltrada+acelona,N=Naftaleno(X±EE)

Estos resultados eoneuerdan con los obtenidos por Hannam et al. (2010) al

exponer a vieiras de la especie P. maximus a eoneentraeiones sublelales de

fenantreno (50, 100 Y 200 ~g/L), quienes reportan una redueei6n de la estabilidad

de la membrana eelular. Por su parte, Anton en 2011, lambiem report6

deseslabilizaci6n en membranas lisosomales de hemocilos de Pinctada imbricata,

posterior a laexposici6n (durante 7dias) a fraeeiones solubles delubrieantes

usados de vehieulosa unaeoneenlraei6n del 20%

Unodelosposiblesmeeanismosalravesdeloseualeselnaftaleno puedealterar

la estruetura de la bieapa Iipidica y proteinas membranales, es a lraves de la

indueei6n de ROS, moleeulas que pueden allerar las funciones biol6gieas de la

membranayoeasionardanoeelular(Bagehietal., 1998;dela Haba etal., 2013)

6.6. Efectodenaftalenosobre laactividaddeenzimasantioxidantes

En 10 que respeeta al efeeto de naftaleno sobre la aetividad de enzimas

antioxidantes, en el presenteesludio, los ostiones expuestos alhidroearburono

mostraron diferenciassignificativasen la actividadde GAT en ningunode losdos

tejidoseonrespectoalosgruposeontrol(Figuras15y16).



Resultados similares se han reportado en otrasespeciesdel genero Crassostrea.

En unestudio publicadoporZanette etal. (2011), seobserv6queal exponera C

gigas a diesel (0.01,0.1 Y 1 mULl no se alter61a actividad de CAT. Por su parte,

l(ichmannetal. (2011),reportaronresultadossimilaresenlaespecieG. brasiliana

expuesta a diesel al 2.5, 5,10 Y 20 % durante 96 h. Sin embargo, en otras

especiesde moluscos bivalvos, como M galloprovincialisse ha reportado que la

exposici6nabenzo[a]pireno,durante48h,induceunincrementoen la actividad de

CAT (Banni etal.,2010),loque podriaestarrelacionadoconel potencialoxidante

de cada PAHs, asi como de la resistencia individual de las especies de molusco.

Otrosestudiosrealizadosen almejasdelaespecieM arenana, expuestasa una

mezcla de PAHs (47.6 ng/l) (metilfenantreno, naftaleno, 2-metilnaftaleno,

fenantreno,antraceno, pireno,benzo[a]pireno, pirenoyfluoranteno).aplicadaa

travesdel consumode fitoplancton durante 9dias, indicaron que la actividad de

esta enzima no se alter6 significativamente (Pichaud et al., 2008). Sin embargo, la

exposici6n directa (15 dias) de la mezcla de hidrocarburos sobre este molusco,

provoc6 alteraciones significativas en la actividad de CAT en almejas macho,

mientrasqueen hembras, nosealter61aactividaddeestaenzima, loquesugiere

que la actividad de enzimas antioxidantes esta influenciada por factores



hormonales de estos moluscos. Particularmente, se ha reportado que la

producci6n de testosterona y la etapa reproductiva de este tipo de organismos,

influyeen la sensibilidad de losorganismos al dana oxidativo provocado porlos

contaminantes(Frouin etal., 2007)

En 10 que respecta a la actividad de SOD, no se alter6 significativamente en los

ostionesexpuestosa naftaleno, en ningunodelosdostejidoscon respectoal

grupocontrol(Figura17y18)
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Estos resultados son simi lares a los reportados por LOchmann et al. (2011),

quienes al evaluar la actividad de sao en branquia de C. brasifiana expuesto a

diesel durante 96 h, no observaron cambios significativos en este panimetro, sin

embargo, en glandula digestivadetectaron unaumentosignificativoenlaactividad

de esta enzima al exponera diesel al10 y20%. En otroestudio realizado por

Ansaldo et al. (2005), detectaron un aumento significativo en SOD en glandula

digestiva de N. concinnadespuesdesuexposici6nadiesel al 0.05 %alas48h.

EI realizarestudios in vivobajo condiciones controladas de un laboratorio permite

descartarel efecto de otros contaminantes presentes en el ambiente sobre las

variablesdeestudio,asicomotambienseeliminaelefectodefluctuacionesenlos



factoresabi6ticos. En este sentido, se puede mencionarcomo ejemplo, el efecto

de la variaci6n estacional sobre la actividad de CAT y SOD en la especie M.

gafloprovincialis y Grassostrea sp; ya que se ha observado que estas enzimas

tienen una mayoractividad en verano en comparaci6n con la lemporada invernal,

10 cual indica la sensibilidad deestos parametros a lasvariaciones del c1ima, 10

que afecta en ocasiones en mayor medida que los niveles de conlaminaci6n

(Orbea et al.• 2002). Adicional a esto. existe evidencia que incluso factores

geograficos como la latilud pueden generar diferentes respuestas de

biomarcadoresenostionesdelamismaespecie (Zanelte etal., 2006).

Ademas de la influencia de los factores ambientales, organismos de diferentes

especies, aun del mismo genero, pueden generar dislintas reacciones al ser

expuestos a contaminantes en condiciones identicas. Por ejemplo. en la

exposici6n in situ de G. gigasy C. rhizophorae a descargas domesticas, se han

observadodiferentesrespuestasenenzimasantioxidantes, siendo G. rhizophorae

la especie que mostr6 mayores cambios en la actividad de CAT, 10 que sugiere

que esta especie puede ser un mejor organismo bioindicador (Zanelte et al..

2008).

Asimismo, se ha relacionado a los PAHs presentes en los ecosistemas con el

estres oxidativode losmoluscos. Un monitoreo realizadoen el estuario Hooghly,

India, demostr6 que en ostiones Saccostrea cucuflata, la concentraci6n de PAHs

en el agua, tiene una estrecha correlaci6n con la actividad de CAT y SOD. ya que

se observ6 un aumento significativo respecto a un sitio de referencia no

contaminado (Niyogi et al., 2001). Sin embargo, dada la complejidad debida aJ

numerode variables presentes en unecosistema. nosiempreesposibleencontrar

correlacionesentrecontaminantespresentesenlosecosistemasybiomarcadores.

PorejempJo,en un estudiorealizadoenelestero Boca de Camichin sedetec1aron

niveles de PAHs en el area de la zona de cultivo del osti6n, no obstante, no se

observ6correlaci6nentreelniveldeestoscontaminantesylasalteracionesenlos



parametros de estres oxidativo de ostiones de laespecie C. corteziensis (Ibarra­

Guzman,2012).

Porotra parte, en 10 que respecta a la actividad de GSTevaluada en el presente

estudio,losostionesexpuestosanaftalenonomestrarondiferenciassignificativas

en la actividaddela enzima, con respectoalosgruposcontrol (Figura19y20).
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Figura 19. Actividad de GST en branquia C. Figura 20. Actividad de GST en glandula
corteziensis, a) naftaleno 1.0 ~g/L, b) naftaleno digestiva C. corteziensis, a) naftaleno 1.0 ~g/L,

20.0 ~g/L. C = Control, agua de martiltrada, A= b) naftaleno 20.0 ~g/L. C = Control, agua de
Control, agua de mar tiltrada + acetona, N= marfiltrada,A=Control, aguademarfiltrada+
Naftaleno(XtEE). p>0.05 acetona, N= Naftaleno(XtEE). p>0.05

Ansalde et a/. (2005) reportaron resultados similares al exponer at molusco N

concinnaa diesel a 0.05yO.1%,durante 168 hdeexposici6n sin delectarcambies

significalivosenlaaclividaddeeslaenzima.

En contraste con estos resultados, Llichmann et a/. (2011), al exponer a C

brasilianaadieselal10y20%por96hdelectaronalteracionesenlaactividadde

GST en glandula digestiva. Por etro lado, al exponer a C. gigas a diesel (0.01, 0.1

Y 1 mllL), en diferentes condiciones de salinidad (35, 25,15 Y 9 ups), se

observaron cambios en la actividad de GST en ostienes expuestos a 0.1 y 1 mliL

de esla sustancia a una salinidadde 25 ups (Zanetleeta/., 2011)

La enzima GST presenta respueslas variables, de esta forma at monitorear la

actividad de esta enzima, en M. galloprovincialis obtenidos de Ires silios con



diferentes grados de contaminaci6n por PAHs (alto, moderado y bajo), no se

encontrarondiferenciassignificativasenlaactividadenzimaticaentrelosmoluscos

de los sitios muestreados, no obstante que la concentraci6n de PAHsen tejidode

los organismos en cada punta de muestreo fue de 56.05,32.72 Y 14.05 ng/g,

respectivamente (Triscianietal.,2012)

AI igual que con el resto de las enzimas evaluadas en este estudio, un

comporlamientosimilarseobserv6en GPx,ya quealexponera C. cortez/ensisa

naftaleno en las diferentes condiciones evaluadas, no se registraron cambios

significativosensuactividadconrespectoalgrupocontrol(Figura21 y22) en

ningunodelosdostejidosevaluados

Resultados similares a los obtenidos en este estudio fueron reporlados por

LOchmann etal. (2011), al exponera C. brasil/ana a diesel (2.5, 5,10 Y 20 %)

durante 96 h,yaque nodetectaron cambiossignificativosen la actividaddeGPx

presente en glandula digestiva y branquia de este molusco. Contrario a esto,

Ansaldoetal., (2005) encontraron aumentos significativos en la actividaddeesta

enzimaenbranquiadeN.concinnaalexponeradieselaI0.1%,durante168h.



Con elobjetivo de represenlarelefeclo de naftalenosobretodos losparamelrosy

condiciones evaluadas, se analiz6 una Respuesta de Biomarcadores Inlegrada

(RBI). Los resultados mostraron tendencias similares para ambos tejidos en cada

una de las concentraciones y tiempos de exposici6n. Ademas, como se muestra,

no se observ6 una respuesla significaliva diferente en los parametros entre los

gruposdeostionesexpuestosalhidrocarburorespecloalosgruposconlrol(Figura

23,24,25y26).
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Figura 23. Respuesla de biomarcadores inlegrada, branquia (a) y glandula digesliva (b) de C.

corteziensis,despuesde24hdeexpoSlcI6nanaftaleno(1.0~g/L),conlrolaguademarflltrada­

,conlrolaguademarfillrada+acelona-,naftaleno-.
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Figura 24. Respuesla de biomarcadores inlegrada, branquia (a) y glandula digestlva (b) de C

corteziensis,despuesde72hdeexposjci6nanaftaleno(1.0~gJL).conlrolaguademarfiltrada­

,controlaguademarfillrada+acelona-,naflaleno-.
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Figura 25. Respuesta de biomarcadores integrada, branquia (a) y glandula digestiva (b) de C.
corteziensis, despuesde 24 h de exposici6n a naftaleno (20.0 ~g/L), control agua de marfiltrada

-,controlaguademarfiltrada+acetona-,naftaleno-.
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Figura 26. Respuesta de biomarcadores integrada, branquia (a) yglandula digestiva (b) de C
cortez/ens;s, despues de 72 h de exposici6n a naftaleno (20.0 ~g/L), control agua de mar fillrada

-,controlaguademarfiltrada+acetona-,naftaleno-.



Los resultados obtenidos en el presentetrabajo indican que bajo las condiciones

evaluadas, el naftaleno no induce estres oxidativo sobre C. cortez/ens/so Sin

embargo, esta resistencia al estres oxidativo pudo ser influenciada poralgunos

factores, entre ellos las concentraciones probadas de naftaleno, los tiempos

establecidos para los bioensayosy/ola resistenciadelaespecie de osti6n de

interesempleadaenlosbioensayos.

De los parametros evaluados en el presente trabajo, la estabilidad membranal,

pareceserun biomarcador mas sensible al efecto de estetipo de contaminantes,

ya que este parametro se alter6 significativamente en hemocitos de ostiones

expuestos a 20 ~g/L de naftaleno durante 72 h, mientras que el resto de los

parametros no se alteraron de manera significativa en los ostionesexpuestos al

hidrocarburo respectoa los ostiones control.

Hastael momento, noexisten estudios publicados acerca del efecto de naftaleno

sobrelarespuestaoxidanteenelgeneroCrassoslrea. Esteeselprimertrabajode

investigaci6n acercadel efectode este hidrocarburosobrelaespecie de osti6n C

cortez/ensis. De esta manera, los resultados obtenidos constituyen una primera

aproximaci6n acerca del efecto del naftaleno sobre esta especie endemica de

osti6n, los resultados sugieren que el naftaleno en comparaci6n con otres

hidrocarbures,tiene un bajo potencial de dario sobre parametros oxidativos, 10 que

concuerdaconloreportadoenlabibliografia

Porotraparte,paraconocerelgradoderesistenciadeestaespeciealefectode

contaminantes, es necesario realizar estudios comparativos entre especies de

ostiones,loquepermitirlaconocerlasusceptibilidaddecadaunaaunxenobi6tico

en particular



Los niveles de proteinas en branquia yglandula digestiva del osti6n Grassos/rea

corteziensisnoson afectados poria exposici6n a naftaleno bajolascondiciones

evaluadas.

La exposici6n a naftaleno a las concentraciones y tiempos probados no induce

dane oxidativo a nivel de lipidos y proteinas, tanto en branquia como glandula

digestivade G. corteziensis.

La exposici6n a naftaleno a 20.0 ~g/L durante 72 h provoca perdida de la

estabilidadmembranalenG.corteziensis.

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

antioxidantes evaluadas (CAT, SOD, GPx Y GST) en el osti6n G. corteziensis.



A partir de los resultados obtenidos en este estudio, y no obstante que no se

observ6inducci6ndeestresoxidativoen losmoluscosexpuestosa naftaleno, se

sugiereaumentarel rango de concentracionesdel hidrocarburoytiemposde los

bioensayos.

Porotraparte,serecomiendarealizarbioensayoscondistintosPAHsque han sido

detectadosen las zonas de cultivo de osti6n, sobrela respuesta antioxidantey

daiiooxidativoen C. corteziensis.

Ademas, seria importante realizar estudios comparativos de estres oxidativo

diferentes especies de osti6n, para determinar asi la diferencia en el grade de

resistenciaa estetipodecontaminantes.
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