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RESUMEN

El proceso de urbanizacion en Ensenada de La Paz B.C.S, México ha aumentado en
gran medida los aportes antropicos en la zona costera originando asi un aumento en
los niveles de xenobidticos que junto con los cambios climaticos, constituyen un
riesgo para el estado de salud de la ostra perlera P. sterna (en cultivo), la cual es de
gran importancia econémica en la zona. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto de los contaminantes originados por actividad antrépica en el estado de salud
de P. sterna en condiciones de cultivo en Ensenada de La Paz. Para lo cual, se
establecieron dos cultivos de P. sterna en dos localidades en Ensenada de la Paz: el
sitio control con poca actividad antropica frente a la Isla Gaviota y el sitio
experimental La Marina con influencia antrépica directa. Se colectaron 20
organismos de cada sitio en dos épocas: verano € invierno de 2015-2016. Se evalué
el indice de crecimiento (IC), indice de rendimiento (R) y tasa de crecimiento (TC)
mediante relacion de medidas morfométricas. En branquia se determiné el grado de
lipoperoxidacion (TBARS), actividad de glutation peroxidasa (GPx), superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y presencia de micronucleos (MN). Se evalué la
actividad de acetilcolinesterasa (AChE) en tejido del pie. Los resultados en la época
de verano fueron los siguientes: el crecimiento e indice de rendimiento en las ostras
control fue mayor. La actividad CAT fue mayor en el cultivo experimental. En
lipoperoxidacioén, actividad de GPx y SOD no se encontraron diferencias significativas
entre las ostras de ambos sitios a pesar de que los bivalvos del cultivo experimental

de La Marina tuvieron mayor grado de lipoperoxidacion y mayor actividad de GPx y
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SOD. La actividad de AChE fue menor en el cultivo experimental en comparacion con
el control y la frecuencia de MN fue mayor en el cultivo experimental. En la época de
invierno el IC, R, CAT y MN no mostraron diferencia significativa entre cultivos. Las
ostras control presentaron mayor crecimiento e indice de rendimiento. La actividad
CAT fue mayor en las ostras control en comparacion con las experimentales. Asi la
presencia de MN fue mayor en las ostras control. La actividad AChE y el grado de
lipoperoxidacion en las ostras control fueron mayores que en las experimentales
mostrando diferencia significativa. La actividad SOD fue menor en las ostras control.
En cuanto a la tasa de crecimiento de los bivalvos de Isla Gaviota esta fue mayor que
los de La Marina en las dos épocas del aino. Los datos obtenidos de la evaluacion de
los biomarcadores indica que los organismos expuestos a niveles mas altos de
contaminantes como los reportados en La Marina de La Paz provocan un efecto
deletéreo sobre P. sterna afectando su estado de salud en la época de verano e
invierno. Mientras, que el estado de salud de P. sterna en época de invierno en el
cultivo de Isla Gaviota fue afectado por el incremento de la temperatura del agua del

sitio a causa del fendmeno meteorolégico de “El Nifio”, registrado en 2015-2016.
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ABSTRACT

The urbanization process of Ensenada de La Paz Baja California Sur, México has
increased the anthropic activities in the coastal, which together with climate change,
is causing an increase of xenobiotic levels. This represents a health threat to pearl
oyster P. sterna (farmed), which is economically significant for this region. The aim of
this project was to determine the effects of pollution caused by anthropic activities on
pearl oysters health (P. sterna) in farming conditions in Ensenada de la Paz. We
established two pearl oyster cultures in two different locations: The control site with
little anthropic activity in front of Gaviota Island and the experimental site La Marina
with direct anthropic activity. We collected twenty organisms from each site (control
and experimental site) at two different times: summer and winter of the year 2015-
2016. We evaluated the growth index (IR), the performance rate (R) and growth rate
(GR) by means of morphometric measurements. Lipoperoxidation levels (TBARS),
glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT)
activity, the presence of micronuclei (MN), and the activity of acetylcholinesterase
(AChE) in foot tissue were also evaluated. The summer results were the following:
growth and performance index in control oysters were higher in comparison to the
experimental group. The activity of CAT was higher in the experimental group. We did
not find any difference in the lipoperoxidation activity of GPx and SOD between the
control and experimental groups, in spite of the experimental oyster’s culture of La
Marina having high levels of lipoperoxidation and more activity of GPx and SOD. The

activity of AChE was lower in the experimental group in comparison with the control



group; frequency of MN was higher in experimental group. In summer the IC, R, CAT
and MN did not show any changes between the control and experimental groups. The
control group showed more growth and performance index. The activity of CAT was
higher in the control group in comparison with experimental group. Thereby the
presence of MN was higher in control group. The activity of AChE and the
lipoperoxidation level in control group was higher showing a statistically significant
difference. The activity of SOD was lower in control group. In respect to bivalve
growth rates in both summer and winter Gaviota Island was higher than La Marina.
The data obtained by the evaluation of biomarkers indicates that exposure to higher
levels of pollution such as those reported at La Marina provokes a deleterious effect
on P. sterna, disrupting its state of health during summer and winter. Whereas, the
health of P. sterna in winter in Gaviota's culture was affected by the increment of
water temperature because of the E Nifilo meteorological phenomenon, recorded in

2015-2016.
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1. INTRODUCCION

El acelerado proceso de industrializacion ocurrido en nuestro pais en las ultimas
cinco décadas ha incrementado los problemas de contaminacion en los ecosistemas
acuaticos debido a la emision de contaminantes antropicos (compuestos o agentes
generados por la actividad del hombre), siendo la zona costera una de las mas
vulnerables al aporte de xenobidticos (sustancias o compuestos cuya estructura
quimica en la naturaleza es poco frecuente o inexistente que suelen producir efectos
téxicos en los seres vivos)"). Los aportes antrépicos originan un aumento en los
niveles de metales y compuestos organicos persistentes (COPs), hecho que
constituye un riesgo para actividades como las pesquerias y el cultivo de organismos
(acuacultura), ambas realizadas en la zona costera!’).

La Ensenada de La Paz se encuentra localizada al sureste de la Peninsula de Baja
California Sur, México. Esta region ocupa el cuarto lugar en la produccion de bivalvos
en América Latina después de Chile, Brasil y Peru, la cual se lleva acabo casi
exclusivamente en el Golfo y costas de Baja California. Las especies producidas por
su importancia econdmica son: Crassostrea gigas, Crassostrea corteziensis, Mytilus
galloprovincialis, Argopecten ventricosus y Pteria sterna, ésta ultima conocida como
concha nacar u ostra perlera®.

Pteria sterna es un molusco bivalvo que presenta valvas convexas irregulares
relativamente delgadas siendo su superficie externa rugosa cuando no esta

desgastada, las valvas estan cubierta de densas espinas o escamas radiales



aplanadas, las cuales son mas largas e imbricadas cerca del borde ventral de la
concha, cuya forma es ovalada y posee una extension en forma de ala, el color de la
concha es café obscuro presentando ligeras variaciones, la capa de nacar es de
color rosaceo a purpura (Figura1). La talla promedio de los organismos adultos es
aproximadamente de 10 cm de longitud y 8.5 cm de altura, con una talla maxima de
12 cm. Cuenta con organizacion funcional compuesto por sistema nervioso, sistema
digestivo, sistema respiratorio y sistema circulatorio (Figura 2). Su sistema nervioso
es de tipo ganglionar (cumulo de cuerpos neuronales compuestos de una capsula de
tejido conectivo, fibras reticulares y colagenas) al igual que los moluscos bivalvos en
general; formado por tres pares de ganglios nerviosos principales: ganglio cerebro-
pleural (transmite estimulos nerviosos al musculo aductor posterior y palpos labiales),
visceral (controla el sistema digestivo) y pedal (controla los musculos de los sifones,

el musculo anterior y el pie), asi como un par de cordones nerviosos (Figura 3)*°).

Figura 1 — Morfologia externa de Pteria sterna®. El exterior de las conchas
es de color café obscuro y esta cubierto de espinas y escamas concéntricas
caracteristicas del proceso de crecimiento (tomado de Puig, 2012).
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sistema circulatorio (tomado y modificado de Puig, 2012).

Musculo aductor Musculo aductor
anterior e o sty posterior
=

/.

Ganglio visceral

. Ganglio
Ganglio pedal .o opropleural

Figura 3 — Anatomia interna del sistema nervioso de
bivalvos®), De manera general el sistema nervioso de
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visceral y pedal (tomado y modificado de Brusca, 2003).



La ostra P. sterna (Gould 1851) u ostra perlera, produce perlas de alta calidad las
cuales son muy apreciadas en el mercado internacional debido a su forma y color. El
musculo aductor de estos organismos se utiliza para consumo humano y el nacar
producido por su manto se usa como uno de los ingredientes principales para
elaborar productos cosméticos y farmacéuticos. Entre los que incluyen, cremas para
la cicatrizacion de la piel y acné, ademas de que la concha se utiliza para la
elaboracion de artesanias y joyeria®. Cabe destacar que el nacar tiene un gran
potencial en la industria biomédica, algunos estudios han demostrado su capacidad
de promover regeneracién y aceleracién en la soldadura en huesos rotos®”.

La pesca de las ostras perleras se realiza en la Bahia y Ensenada de la Paz desde la
época precolombina, pero durante el siglo pasado la explotacion de este recurso se
efectud de manera intensiva, lo que ocasiond que las especies estuvieran en peligro
de extincion. En 1940 se decretd su veda total, posteriormente P. sterna fue elevada
a la categoria de “Proteccién Especial” (Diario Oficial de la Federacion, 1994)®). En la
actualidad P. sterna ya no se encuentra en caracter de proteccion especial (Diario
Oficial de la Nacién, 2002) a reserva de que las poblaciones naturales no se han
recuperado del todo debido a que continua la explotacion furtiva de los bancos
naturales. Asimismo el incremento de la contaminaciéon y la alteracion de la zona
costera, debido al desarrollo de los asentamientos humanos y las actividades
turisticas, llevd a la declinacion de numerosas poblaciones que se localizaban en la
Bahia y Ensenada de La Paz®®.

El desarrollo econdmico, urbano vy turistico en la Bahia y Ensenada de la Paz, esta

generando residuos que contienen sustancias toxicas persistentes y bioacumulables



(STPBs), como metales pesados, entre los que se encuentran el Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Hierro (Fe), Magnesio (Mg), Manganeso (Mn),
Niquel (Ni), Plomo (Pb), Vanadio (V) y Zinc (Zn), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) y posiblemente plaguicidas; los cuales son transportados y
depositados en la bahia a través del drenaje, de manera directa o por arrastre
pluvial®®,

La parte sur de la Bahia de La Paz, resulta de interés debido a que esta zona recibe
los aportes de materiales continentales originados de la erosion de la formacién
geoldgica Monterrey, el funcionamiento de la termoeléctrica de Punta Prieta, ademas
de los desechos originados por los asentamientos humanos costeros, los astilleros,
la actividad minera (que se realiza en la parte norte de la Bahia por la empresa
ROFOMEX y que llega a la parte sur por las corrientes marinas) y las descargas de
aguas residuales provenientes de la Ciudad de La Paz, B.C.S.%?.

Hasta la fecha no se han realizados estudios de manera integral para detectar el
efecto de los contaminantes presentes en los sitios de cultivo de la ostra perlera, a

pesar de que sean detectado niveles de éstos que podrian causar efectos adversos

en los organismos.

1.1. Mecanismos de toxicidad por xenobioticos

1.1.1. Estrés oxidativo

El incremento de aportes de xenobidticos a los ecosistemas acuaticos ha promovido

el interés de estudiar su relacion con el estrés oxidativo reportado en diversos



organismos como peces Yy bivalvos. Se sabe que en los ambientes acuaticos los
diversos contaminantes quimicos pueden acumularse en el sedimento, distribuirse en
la columna de agua o ser acumulados y/o metabolizados en los organismos, o bien
ser excretados por ellos. Una vez que los contaminantes quimicos estan en el interior
del organismo estos pueden producir un efecto toxico de manera directa o indirecta
tras la biotransformacion de los contaminantes®.

La toxicidad que generan los contaminantes quimicos se debe a su capacidad para
incrementar la generacién de moléculas toxicas, como los radicales libres (moléculas
que tienen uno o varios electrones desapareados en su ultimo orbital, lo que les
confiere una alta reactividad quimica), los cuales generan un desequilibrio en la
produccion de agentes prooxidantes y mecanismos de defensa antioxidante, a lo que
se conoce como estrés oxidativo, el cual conduce al dano de macromoléculas
(proteinas, carbohidratos, lipidos y ADN), de componentes celulares y de tejidos,
favoreciendo la aparicion de diversos procesos patolégicos. A pesar de que estas
moléculas prooxidantes se generan de forma natural durante el metabolismo basal,
la exposicion y acumulacién de contaminantes quimicos puede incrementar su
concentracion y por consiguiente los efectos negativos derivados de su presencia.
Las principales moléculas prooxidantes son los propios contaminantes y sus
metabolitos generados por el proceso de biotransformacion, los radicales libres y las
especies reactivas de oxigeno (EROs)®®.

Las EROs pueden ser radicales libres, como los radicales perdxido (ROO), hidroxilo
(OH) y superéxido (O2); y especies no radicales, como el peroxido de hidrégeno

(H20) y el oxigeno singlete (O;). Las EROs se producen enddégenamente en las



mitocondrias durante la respiracion celular, debido a la reduccion tetravalente del
oxigeno molecular a agua, en las que se forman distintos radicales de oxigeno
parcialmente reducidos y altamente inestables®, mediante las siguientes cuatro

reacciones:

O, + e - 0O, Anién superdéxido
0,” + e — 2H" + H,0 — H,0, Perdxido de hidrogeno
H,0, + e + H — OH Radical hidroxilo

OH + e + H — H,O Agua

Por otra parte la generacion de EROs también se puede incrementar de manera
exogena por compuestos organicos y metalicos. Los compuestos organicos pueden
incrementan la generacion de EROs durante su proceso de detoxificacion. Asi
también los metales de transicion como el Hierro (Fe®*), Cobre (Cu®*), Cromo (Cr?*) y
Vanadio (V?*) promueven la generacion de EROs en presencia de O, y H,0,
favoreciendo la oxidacion de estas moléculas en radical OH por medio de la reaccion

de Fenton y de Haber y Weiss®®.

Reaccién de Fenton

H,0, + L-M"™ — OH + OH + L-M™"



Reaccion de Haber y Weiss

L-M™ + 057 — L-M™ + O,

H202 + 02_ — OH + OH- + 02

donde:

L-M™ = Metal de transicion.

Existen diferentes mecanismos celulares de defensa enzimaticos y no enzimaticos
en contra de factores pro-oxidantes encargados de evitar la formacion de radicales
libres, capturar los que ya se han formado y remover o reparar las biomoléculas ya
dafadas.

El mecanismo de defensa antioxidante no enzimatico impide la formacién de
radicales libres a partir de otras moléculas, convirtiéndolas en moléculas menos
dafiinas para el organismo. Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentran los
carotenoides, vitaminas A, C y E, y el glutation.

Mientras que el mecanismo antioxidante enzimatico confiere a las moléculas que
donan sus electrones a los radicales libres, neutralizando y evitando reacciones en
cadena. Entre los mecanismos antioxidantes enzimaticos que facilitan la eliminacion
de radicales libres y EROs se encuentran las enzimas: superoxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation-s-

tranferasa (GST)®?.



Por lo anterior el proceso de estrés oxidativo se ha considerado un mecanismo de
toxicidad significativo sobre los organismos a los que afecta y se ha permitido su uso
como herramienta de diagndstico, con capacidad predictiva de evidenciar el impacto
de los contaminantes sobre la salud de los organismos acuaticos. Asi, la
cuantificacion de los mecanismos antioxidantes y de los dafios provocados por la
condicion de estrés oxidativo en sistemas bioldgicos se emplea como bioindicador
para evaluar efectos toxicos inducidos por diferentes clases de contaminantes

ambientales.

1.2. Biomarcadores

En la actualidad existen una variedad de herramientas de analisis quimicos
ambientales que tienen como objetivo dar a conocer los niveles de contaminantes
quimicos en los medios acuaticos, pero que no permiten conocer si estos niveles de
contaminantes presentes en el medio marino provocan efectos deletéreos sobre los
organismos y/o suponen una amenaza para los ecosistemas.

Lo anterior ha llevado a que se desarrollen una serie de metodologias que permitan
evaluar la respuesta biolégica asociada a la contaminacién y/o presencia de
xenobidticos. Entre estas metodologias se encuentran los biomarcadores o
biosensores, los cuales permiten evaluar la respuesta a nivel celular y/o molecular de
las especies marinas que habitan en areas impactadas de manera antrépica o de
especimenes de laboratorio expuestos a algun contaminante para detectar,

cuantificar y comprender el impacto o repercusion de la exposicion a los quimicos



presentes en el ambiente, que podrian desencadenar efectos deletéreos sobre la
fisiologia de los organismos®.

Un biomarcador son sefales identificables (evaluacién de cambios a nivel molecular,
bioquimico, celular, estructural y/o tejidos en un organismo vivo) que proporcionan
advertencias tempranas del dafio provocado por los contaminantes!”). El uso de
biomarcadores se basa en el hecho de que la primera interaccién entre un agente
xenobidtico y el organismo ocurre a nivel molecular-celular®. El estudio de estas
interacciones permite establecer las reacciones causa-efecto determinando los
mecanismos de accidn de los contaminantes sobre el organismo y en muchos casos
predecir con anticipacion los dafnos sobre éste. Por lo que, los biomarcadores se
consideran un sistema de alarma temprana que indican que un organismo estuvo o
esta expuesto a algun agente contaminante antes de que éste presente alteraciones
que representen un riesgo de muerte!”?.

Por lo anterior, los biomarcadores son herramientas importantes para revelar los
efectos biolégicos de los contaminantes en los organismos marinos; en este caso, los
bivalvos son comunmente utilizados para la determinacion de biomarcadores en
ambientes acuaticos, debido a que son organismos filtradores, con habitos sésiles,
amplia distribucion, facil trasplante en el sitio de estudio, facil mantenimiento en el
laboratorio y lo mas importante su capacidad para acumular altas concentraciones de
una amplia gama de contaminantes en sus tejidos, incluyendo metales pesados y
HAPs(®),

Bajo este contexto es importante determinar el estado de salud en el que se

encuentran las ostras perleras de los bancos de cultivo, a través de la evaluacion de
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biomarcadores bioquimicos, genéticos e indices biométricos; definiendo asi estado
de salud como el 6ptimo desarrollo (progresion de estados vitales desde la
fecundacion hasta la senescencia) y crecimiento fisico de P. sterna, asi como la

ausencia de mortalidad de los organismos en etapas tempranas.

1.2.1. Indices Biométricos

Los indices biométricos son sensores que determinan efectos adversos en el
crecimiento, reproducciéon y desarrollo de los organismos causados por algun
contaminante, factores fisicos y/o quimicos del ambiente acuatico. Algunos de estos
indices son el indices de Condicién (IC) e indice de Rendimiento (R). El indice de
Condicién es un porcentaje que establece el estado de fortaleza fisica del organismo
aportando informacion acerca de su capacidad de crecimiento a través de una
relacién entre el peso de carne fresca (Pcf) y el peso de las valvas (Pv)®?),

Mientras que el indice de Rendimiento se refiere al porcentaje de carne fresca (Pcf)
del organismo por su peso total (Pt)®®. EI IC y R aportan informacion del crecimiento
y desarrollo del organismo con lo que se puede llegar a establecen si las condiciones

ambientales son déptimas, indicando alguin problema en el espécimen!'®°®).

1.2.2. Biomarcadores bioquimicos y genéticos

Los analisis de actividad y niveles in vivo y/o in vitro de enzimas, son las técnicas
mas utilizadas como biomarcadores. Ejemplos de éstas, son el aumento o

disminucién en la actividad de enzimas antioxidantes, como glutation peroxidasa (EC
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1.11.1.9: oxido-reductasa de glutation reducido, GPx), superodxido dismutasa (EC
1.15.1.1: dismutasa de superdxido, SOD) y catalasa (EC 1.11.1.6: oxidoreductasa de
peréxido de hidrégeno, CAT), la inhibicidn en la actividad de acetilcolinesterasa
(E.C.3.1.1.7: acetil-hidrolasa, AChE) y el aumento de subproductos de
lipoperoxidaciéon inducidos por la formacion de oxiradicales en las células, como
respuesta originada a exposicion de diferentes xenobidticos. Por ejemplo; los
metales, los hidrocarburos, los plaguicidas y los detergentes. La interaccion entre el
xenobidtico y el organismo puede provocar dafos a nivel celular y molecular; a su
vez los contaminantes genotoxicos causan efectos adversos en el ADN alterando su
estructura o su reparto entre las células hijas"".

Algunos biomarcadores como la actividad de las enzimas AChE, GPx y el grado de
lipoperoxidacién, se relacionan a parametros fisioldgicos relevantes como cambios
en la tasa de respiracidn, alimentacién, crecimiento y excrecion, ademas de cambios

en la conducta de los moluscos, que determinan los efectos subletales de toxicos!'?

14)

1.2.2.1 Enzimas antioxidantes

Otros biomarcadores que reflejan la toxicidad de contaminantes o sus derivados
sobre el balance entre las EROs y los antioxidantes son la actividad de las enzimas
GPx, SOD y CAT"" que en la célula son consideradas como las principales enzimas

de defensa contra el estrés oxidativo, debido a que son antioxidantes intracelulares
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enzimaticos implicados en diferentes sistemas de defensa contra los radicales

generados por los contaminantes ambientales''?.

1.2.2.1.1. Glutation peroxidasa
La enzima glutation peroxidasa, participa en las transformaciones de especies
reactivas de oxigeno, catalizando la reduccion de peréxido de hidrégeno (H20O;) en
agua y de hidroperoéxidos lipidicos (ROOH) a su correspondiente alcohol, para lo cual
utiliza como agente reductor al glutation reducido (GSH) utilizando NADPH como
donante de electrones. Esta enzima desempefa un importante papel en la defensa
antioxidante por su localizacion en todos los 6rganos y tejidos, como parte del

sistema antioxidante del glutation®?.

1.2.2.1.2. Superodxido dismutasa
La enzima superdxido dismutasa esta presente en las membranas celulares,
encargada de catalizar la reaccion de degradacién de los radicales superéxido (O2™)
mediante su transformacién a peréxido de hidrogeno (H2O-) con el fin de generar un
radical menos dafino. La SOD juega un papel antioxidante fundamental, puesto que
el radical superoéxido es la ERO mas abundante que se genera en multiples procesos
metabdlicos como la oxidacion de moléculas endoégenas y en el metabolismo de

xenobioticos como bifenilos y metales de transicion®®%®).
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1.2.2.1.3. Catalasa
En organismos aerodbicos, la enzima CAT es la principal via de catalisis para el
peréxido de hidrogeno (H>O;) formado por parte de la enzima SOD. Asi la CAT se
encarga de la transformacion del H,O, en oxigeno y agua (compuestos no téxico).
Esta enzima antioxidante es fundamental, debido a que el perdxido de hidrogeno es
una ERO muy peligrosa dada su toxicidad directa e indirecta como precursor del

radical hidroxilo, la especie mas reactiva del oxigeno®%2®),

1.3. Danos generados por xenobiéticos

1.3.1. Lipoperoxidacion

La estabilidad de las membranas plasmaticas es esencial para las funciones vitales
de la célula, debido a que contienen receptores, agentes reguladores del liquido
extra celular, enzimas, canales y antigenos implicados en la interaccion con otras
células.

La estructura basica de las membranas celulares es una doble capa lipidica rica en
acidos grasos saturados y poli-insaturados, que las hace especialmente vulnerables
al ataque de radicales libres. Dentro de las principales lesiones en los organismos
expuestos a contaminantes, se encuentra la oxidacion de las membranas lipidicas
que es extremadamente compleja y no solo se puede producir a nivel de lipidos poli-
insaturados, sino que también puede dafar a las biomoléculas asociadas a las
membranas afectando su dinamica lateral (fluidez) y organelos celulares, llegando

incluso a provocar la muerte celular®.
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La lipoperoxidacion ha sido sugerida como uno de los mecanismos moleculares
involucrados en la toxicidad inducida por plaguicidas y por la presencia de radicales
libres generados por metales pesados como: Cu'?, Cd? Cr**®, Fe?® Co?3 Pb**
entre otros. Los radicales libres llevan a cabo un proceso de oxidacién sobre los
acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares capturando electrones de
los lipidos de las membranas, dando como consecuencia su destruccion paulatina.
La alteracion de la estructura de la membrana genera una variedad de compuestos
(alcoholes, cetonas, aldehidos vy ésteres) entre los que se destaca el
malondealdehido (MAD). En las células, la concentracién de los productos de
lipoperoxidacion se relacionan directamente con el nivel peroxidante en las células.
Una vez que se formé el MAD se difunde desde el sitio de origen atacando moléculas
blancos para oxidarlas actuando como un mensajero toxico, por lo que la

concentracion de MAD da informacién del nivel de estrés oxidativo!'®,

1.3.2. Micronucleos
El dafno genotoxico representa un dafo producido sobre el ADN. Este dafo al ADN
puede ser producido de manera enddgena por las especies reactivas de oxigeno y
radicales libres generados como metabolitos en los procesos metabdlicos o bien de
manera exogena por exposicidon a compuestos quimicos. En este ultimo el dafo
generado al ADN puede producirse por accion directa de los xenobidticos o
indirectamente por un incremento en la generacion de metabolitos toxicos y especies

reactivas de oxigeno o la inhibicién de la sintesis y reparacion del ADN®®).
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La capacidad que tienen algunos contaminantes presentes en ecosistemas marinos
para causar efectos deletéreos en el material genético de su biota ha llevado a
fomentar el desarrollo de técnicas para evaluar el grado de efecto en el ADN, una de
estas técnicas es la evaluaciéon de Micronucleos (MN).

Los MN son fragmentos acéntricos de cromosomas o cromosomas completos que no
consiguen migrar durante la anafase a alguno de los dos nucleos de las células hijas
y permanecen en el citosol tras el proceso de mitosis. Los MN pueden ser de origen
clastogénico o aneugénico. Los MN de origen clastogénico son generados por
compuestos clastégenos que inducen la ruptura de la doble hélice del ADN, lo que
conduce a la formacion de fragmentos acéntricos de cromosomas, que son
incapaces de adherirse a las fibras del cinetocoro en el centromero del cromosoma e
integrarse en los nucleos de las células hijas. Mientras que los MN de origen
aneugénico son generados por compuestos aneunogenos, los cuales, evitan la
formacion del huso acromatico, con lo que las cromatidas completas se quedan fuera
del nticleo®.

La prueba citogenética de MN se basa en la identificacion de células que contienen
masa de cromatina fuera del nucleo, producida por la fragmentacion del ADN debido
a los efectos de compuestos genotdxicos®. La presencia de MN también ha sido
asociada a efectos producidos por radicales libres originados por los iones de
metales pesados en organismos acuaticos como los bivalvos!'?.

La evaluacion de los biomarcadores de estrés oxidante y dafo genético han sido

evaluados en la branquia de los bivalvos debido a que el tejido esta mas expuesto a

los contaminantes del medio ambiente, aunado con su funciéon de filtracion y
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constante division celular, por lo que la branquia es un 6rgano blanco para llevar

acabo la evaluacion de distintos biomarcadores®*.

1.3.3. Neurotoxicidad - Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa es una enzima hidrolasa que pertenece al grupo de las
colinesterasas (ChEs) responsable de la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina
(ACh), la cual es liberada en las sinapsis colinérgicas. La AChE es una enzima
imprescindible para el control normal de la transmision de los impulsos nerviosos,
que van desde las fibras nerviosas hasta las células musculares, glandulares y de los
ganglios auténomos, asi como también hacia el sistema nervioso central (SNC)!"®).
En todos los casos de intoxicacion aguda causada por plaguicidas y metales

pesados se ha determinado una inhibicién de la actividad AChE®*

. Por lo que, el
nivel de la actividad enzimatica es uno de los mejores indicadores biologicos del
efecto de la exposicion aguda o cronica a los plaguicidas organofosforados y
carbamicos inhibidores de la AChE. Se ha observado que una disminucién de un
25% de la actividad de esta enzima reduce la esperanza de vida de los
organismos''®'") debido a que al no haber actividad de la AChE se origina una alta
concentracion de ACh en las uniones colinérgicas del musculo esquelético
provocando una hiperexcitacion y causando espasmos musculares. En el SNC las
altas concentraciones de ACh provocan alteraciones sensoriales de comportamiento,
incoordinacion, depresion de las funciones motoras y depresion respiratoria!’®).

La evaluacion de la actividad AChE en bivalvos se ha realizado en el musculo del

pie, debido a que es el 6rgano en donde se presenta actividad colinérgica por la
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presencia del ganglio pedal, lo que lo hace un buen 6rgano blanco para la evaluacion
de la enzima®?,

Como se menciond antes, no se han realizados estudios de manera integral para
detectar los efectos de los contaminantes en la ostra perlera, que estan presentes en
los sitios donde se cultiva y habita de manera natural éste organismo. Bajo este

contexto es importante determinar el estado de salud en el que se encuentran los

organismos de la especie P. sterna utilizando una bateria de biomarcadores.

2. ANTECEDENTES

En sedimentos de la Ensenada de La Paz Baja California Sur, se ha registrado la
presencia de agentes toxicos y genotoxicos relacionado a los aportes de las
surgencias y de las aguas residuales provenientes de los muelles, marinas y zonas
turisticas.

“La Marina de la Paz” es uno de los sitios de muestreo del presente trabajo. En esta
localidad se report6 la presencia de metales, como: Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Ni,
Pb, V, Zn y HAPs®®. Las concentraciones de estos xenobidticos (Tabla 1) fueron las
siguientes: Cd 3.5 ug'g™”, Co 42 ug'g”’, Cr 15 ugg™’, Cu 73 ugg”, Fe 64.43 ugg”’', Mg
0.87 ugg’, Mn 31 pugg™”, Ni 14 ugg™”, Pb 19 pygg™, V 45 ug'g™’, Zn 81 ugg™”'. También
se encontré en este sitio contaminantes organicos, como hidrocarburos aromaticos

policiclicos en una concentracién de 0.83 ug'g™ de HAPs®®).
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De acuerdo con las tablas de referencia para metales en sedimentos marinos
SQUIRTS (Screening Quick Reference Tables) emitidas por la NOAA (National
Oceanic and Atmospheric Administration), las concentraciones de Cd (3.5 pug'g™'), Co
(42 ugg") y Cu (73 pgg™’) registradas en los sedimentos de La Marina La Paz, se
encuentran entre las concentraciones que causan un efecto deletéreo en los
organismos.

En la zona de Isla Gaviota, los niveles de metales fueron mas bajos, si se comparan
con los registrados en La Marina de La Paz. No se encontraron concentraciones de
metales que causen efectos adversos en los organismos, esta Isla se considera
como un sitio de referencia debido a que no tiene influencia de actividades antrépicas
(Tabla 1).

En cuanto a las concentraciones reportadas para los HAPs en las dos localidades,
estas no presentaron niveles que puedan causar dano a los organismos de acuerdo
con las SQUIRTS®),

Cabe senalar que las tablas de referencia SQUIRTS emitidas por la NOAA de los
Estados Unidos de Norteamérica se utilizan como referencia en México, debido a
que en nuestro pais aun no existen éste tipo de instrumentos de referencia en cuanto
a la calidad de sedimentos.

Por otra parte solo se han realizado algunos estudios en moluscos bivalvos

presentes en la Bahia de La Paz como: Megapitaria squalida®**%

y Argopecten
ventricosus'"™ en los cuales se reportan alteraciones en el factor de condicién y
biomarcadores bioquimicos y genéticos; como la disminucién en la actividad AChE

en el érgano del pie de los organismos y en el tejido de las branquias un aumento en
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niveles de MAD, aumento de enzimas antioxidantes: GPx, SOD y CAT, asi como
presencia de MN debido al dafio genético. Lo anterior como resultado a la exposicion
a agentes toxicos como metales pesados principalmente y HAPs introducidos a la
zona costera por actividades antropicas.

Los biomarcadores anteriormente mencionados se han empleado en el analisis

ecotoxicolégico en diferentes bivalvos, como en las almejas Tapes philippinarum™"

Anodonta cygnea®", Scrobicularia plana®®, Ruditapes decussatus“®487°82)
Ruditapes philippinarum'™, Chlamys islandica®", Pecten jacobaeus'® y Anadara
trapezia®; en mejillones Mytilus galloprovincialis ('*%7818) " Mytilus  edulis

chilensis®, Mytilus edulis®>?", Mytilus californianus®®, Perna perna®" y en el ostion

Crassostrea corteziensis®® y Crassostrea gigas®®.
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Tabla 1. Concentraciéon de metales pesados y HAPs en sedimentos de La Marina e
Isla Gaviota, La Paz B.C.S 2015 ©°.

Metales pesados y HAPs La Marina (ug.g™) Isla Gaviota (ug'g™)
Cd 3.5% 1.1
Co 42.0* 9.0
Cu 73.0* 16.0
Cr 15.0 7.0
Fe 64.4 27.8
Mg 0.8 1.3
Mn 31.0 23.0
Ni 14.0 8.0
Pb 19.0 6.5
\ 45.0 32.0
Zn 81.0 23.0

HAPs 0.8 0.3

*

= concentraciones que causan efectos negativos en organismos de acuerdo a los
criterios establecidos por la NOAA en las SQUIRTs para sedimentos marinos (Screening
Quick Reference Tables).

Efectos bioldgicos ERL (Effects Range Low) Fe: nr, Mg: nr, Cd: 1.2, Co: nr, Cr: 81 pugg”,

Cu: 34 pgg”, Mn: nr, Ni: 20.9 pgg™’, Pb: 46.7 pgig™, V: nr, Zn: 150 pgg”'y HAPs: 4.02
-

HIg .

Efectos bioldgicos considerados letales AET (Apparent Effects threshold) Co: 10 pgg™,

Mn: 260 ugg™”, V: 57 ugg™.

nr: no registrado
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3. JUSTIFICACION

Teniendo en cuenta que hasta la fecha no se han realizados estudios de manera
integral para establecer el efecto de los contaminantes presentes en los sitios de
cultivo de la ostra perlera P. sterna y que esta especie es de gran importancia
econdmica para la Bahia de La Paz. Es fundamental que se lleve acabo el analisis
de su estado de salud a través de indices biométricos (indice de condicion y
rendimiento), biomarcadores bioquimicos (actividad de acetilcolinesterasa, glutation
peroxidasa, superoxido dismutasa y catalasa, y el grado de lipoperoxidacion) y
biomarcador genético (micronucleos). De esta manera sera importante determinar
por medio de los biomarcadores si las condiciones de los lugares donde se
encuentran los cultivos de este organismo son las adecuadas para su crecimiento y
desarrollo; y si la variacion estacional de algunos parametros tales como la
temperatura y el aporte de xenobiéticos, influyen en el estado de salud de las ostras.
Asimismo la informacién generada en este estudio permitira proponer una bateria de
biosensores para la realizacion de estudios de monitoreo de las poblaciones de P.

sterna para su conservacion.
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4. HIPOTESIS

El nivel de contaminacién de Ensenada de La Paz donde se encuentran los cultivos
de P. sterna provocara cambios en los biomarcadores bioquimicos y genéticos que

indicaran el estado de salud del organismo.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los contaminantes originados por actividad antréopica en el

estado de salud de P. sterna en condiciones de cultivo en Ensenada de La Paz.

5.1. Objetivos Particulares
I. Determinar la respuesta morfofisioldgica del organismo cultivado en una zona
de alta actividad antrépica, a través de indices biométricos, para establecer si

las condiciones de crecimiento de los organismos son éptimas.

II. Evaluar la respuesta de los organismos cultivados en una zona de alta
actividad antropica por medio de la determinacién de biomarcadores (actividad

de acetilcolinesterasa, lipoperoxidacion, estrés oxidante y dafo genético).

[ll. Integrar la informacion obtenida en la evaluacion de biomarcadores en P.

sterna cultivada en una zona de alta actividad antrépica, para establecer el

estado de salud de los organismos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Area de estudio

El estudio se realizd en dos localidades de Ensenada de la Paz B.C.S., la primera (A)
frente a la “Isla Gaviota” (24°17°21.75” N y 110°20°26.9” O) lugar donde se encuentra
actualmente la linea de cultivo de la empresa “Perlas del Cortez”, la segunda
localidad (B) en “La Marina de La Paz” (24°09°09.77” N y 110°19°25.75” O) (Figura

4).
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Figura 4. Ubicacion de los cultivos de P. sterna. El
cultivo control se encontrara en la zona de la ‘“Isla
Gaviota” marcada con la letra (A) y el cultivo experimental
en “La Marina de la Paz” marcada con la letra (B).
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6.2. Trabajo de campo

Para la realizacion de este estudio se utilizaron organismos juveniles de P. sterna
procedentes de la Empresa “Perlas del Cortez”; ya que en esta etapa de crecimiento,
los organismos son mas susceptibles a los dafos generados por contaminantes.

Se establecieron dos cultivos en dos sitios con diferente grado de contaminacién. El
cultivo control fue ubicado en las instalaciones de la empresa Perlas del Cortez en
Isla Gaviota en una jaula de cultivo tipo “triangulo” con medidas de 30 cm de alto, 45
cm de ancho y un metro de largo, con luz de malla de 16 mm. Para el cuidado de los
organismos se aplicaron las rutinas de mantenimiento de la empresa. El sitio (A) se
definié como la zona de referencia (control), por no presentar actividades antrépicas.
Para el cultivo experimental se realizé una resiembra de P. sterna en el sitio (B) “La
Marina de la Paz” (sitio que presenta una actividad antropica alta) en una jaula con
las mismas caracteristicas que las del grupo experimental situado en La Marina.

Se colectaron 20 ejemplares por cada cultivo a principios del mes de noviembre de
2015 (época de verano). Las condiciones de temperatura y salinidad que se
registraron durante la colecta correspondieron a las registradas durante el verano
(Temperatura > 30 °C. Salinidad > 35 UPS). Para la época de invierno fueron
colectados 20 ejemplares por cada cultivo a principios del mes de abril del 2016. Las
condiciones de temperatura y salinidad que se registraron durante la colecta no
correspondieron a las registradas durante el invierno (Temperatura > 23 °C.

Salinidad > 33 UPS), debido a la presencia del Fendmeno de El Nifio durante el afio
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2015 y parte del 2016, el cual se hizo mas notable en la época de invierno del 2015-

2016 al registrarse de 2 a 3°C por arriba del promedio en aguas del Océano Pacifico.
6.3. Trabajo de laboratorio

Los organismos colectados se trasladaron en una hielera con agua marina del sitio
donde fueron colectados a las instalaciones de la Universidad Autonoma de Baja
California Sur (UABCS), donde se realizo la evaluacion de parametros morfométricos
y se tomaron muestras de los tejidos de branquia y pie de los moluscos, los cuales
se homogenizaron.

Los bivalvos fueron lavados con agua marina del mismo sitio y con un cepillo se
retird la fauna epibionte, con la finalidad de que esta no interfiriera con el peso y talla
de los organismos.

Posteriormente las ostras fueron medidas con un vernier + 0.01 de precision (Figura

5) y balanza analitica + 0.001 g de precision. Los datos obtenidos se utilizaron para

el calculo del indice de condicién (IC), rendimiento (R) y tasa de crecimiento (TC)®?.

» EI IC se determiné mediante la siguiente formula:

Pcf
IC = ( ) 100
P %k

v

Donde:
Pcf: peso de carne fresca.

Pv: peso de las valvas.
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» EI R se calculd mediante la formula:

Pcf
R = 100
( Pt ) *

Donde:
Pcf: peso de carne fresca.

Pv: peso total del organismo.
» La tasa de crecimiento se obtuvo mediante el siguiente calculo:

Altura de la concha
TC

" N°de dias de cultivo de las ostras

Altura

Figura 5. Alto de la concha de P. sterna
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6.3.1. Obtencion de muestras
Una vez tomadas las medidas morfométricas se realizé la extraccién de las
branquias y tejido muscular del pie de cada uno de los organismos con ayuda de
pinzas y tijeras.
Las branquias y el tejido muscular del pie se homogeneizaron con un triturador de
tejidos de cuchillas de acero inoxidable (Ultra-Turrax T8) en una solucion buffer
amortiguadora de fosfato a pH 7.2, el homogeneizado se mantuvo en ultracongelador
para el posterior analisis de biomarcadores bioquimicos.
Se tomd una fraccion de las branquias de cada organismo para la evaluacion de
micronucleos. Las fracciones, fueron colocadas en tubos de ensayo y fijjadas con
solucion de etanol absoluto y acido acético en relacion 3:1 (V/V); de esta manera las
muestras se trasladaron a la UAM-I para su posterior analisis.
Del homogenizado total de las de las muestras de branquia se separdé 1 mL para la
evaluacion de lipoperoxidacion (analisis que se realizd en las instalaciones del
laboratorio de moluscos de la UABCS), el resto de los homogeneizados (branquia y
pies), obtenidos de cada organismo, se guardaron en tubos de ensayo y se
mantuvieron en un ultracongelador hasta su traslado a las instalaciones de la UAM-I.
Para el traslado de las muestras a la Ciudad de México, éstas se colocaron en una
hielera en frio con bolsas de gel congeladas, una vez que las muestras se

encontraron en la UAM-I fueron colocadas nuevamente en un ultracongelador.
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6.3.2. Evaluacion de actividad acetilcolinesterasa

La actividad de la enzima AChE se evalu6 en el musculo del pie de los bivalvos por
medio de un microensayo (Ellman et al. 1961)®%. El método de Ellman se basa en el
empleo del tioanalogo de la acetilcolina, que al ser hidrolizado genera acetato y
tiocolina, ésta ultima ataca al acido ditio-benzoico (generando un conjugado incoloro)
y al tiobenzoato (cromoforo) cuya  produccion se  puede  seguir
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 405 nm.

Se tomo una alicuota de 1mL del homogeneizado de la muestra y se centrifugd
(Science Med D1008) a 5, 000 x g durante 10 min. Posteriormente se recuperé el
sobrenadante para determinar la actividad AChE. Se colocaron 50 uL de muestra en
los pozos de una microplaca junto con un blanco (amortiguador fosfato, pH 7.2). Se
afnadieron 250 uL de mezcla de reaccion (DTNB - 5,5 ditiobis (2 acido nitrobenzoico)
10 mM - amortiguador fosfato, pH 7.2 - acetiltiocolina 0.075 M. Posteriormente se
procedié a leer la absorbancia a 405 nm de longitud de onda (Multiskan Spectrum,
USA) y se registré la absorbancia cada minuto durante 5 minutos. Se evalud la
cantidad de proteina en cada una de las muestras por el método de Bradford (1976).
La actividad especifica de la enzima se expresdé como la cantidad de enzima que

cataliza la hidrdlisis de 1nmol de acetiltiocolina por minuto por mg de proteina.
6.3.3. Evaluacion de lipoperoxidacion

El analisis de lipoperoxidacién se realizé mediante el método espectrofotométrico de

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS, por sus siglas en inglés)

29



desarrollada por Buege y Aust (1978)°?, el cual se fundamenta en la reaccion del
acido tiobarbiturico (TBA) con los subproductos de la peroxidacion lipidica, como el
malondealdehido (MDA), que es la principal sustancia reactiva al TBA®®. Para ello
se tomd 1 mL de cada muestra de homogenizado total de branquia y se coloc6 en un
tubo de ensayo, posteriormente se le agregaron 2 mL de la mezcla de reactivos para
lipoperoxidacion (TCA-TBA-HCL: Acido Tricloroacético 15% w/v, Acido Tiobarbiturico
0.375% y Acido Clorhidrico 0.25 N). Las muestras se incubaron a 90°C en bafio
maria durante 15 minutos, después de la incubacion se colocaron en un recipiente
con agua fria por unos minutos y posteriormente, se transfirieron a tubos Eppendorf
de 3 mL y se centrifugaron (Science Med D1008, USA) a 5,000 x g durante 5 min. Se
colectd el sobrenadante y se leydo a 535 nm en un espectrofotometro (Thermo
Spectronic Helios Alpha, USA), usando como blanco la mezcla de reactivos para
lipoperoxidacion. Se evalud la cantidad de proteina en cada una de las muestras por
el método de Bradford (1976). Los resultados se expresaron en nmol de TBARS por

mg de proteina™.

6.3.4. Evaluacion de actividad glutation peroxidasa
La actividad de Ila enzima glutation peroxidasa se  determiné
espectrofotométricamente en tejido de branquia de las ostras mediante el método
modificado de Lawrence y Burk (1976)"® basado en la actividad catalitica de GPx en
la reaccion del perdxido de hidrogeno con glutation reducido, mediante el principio

del decremento u oxidacién continua de NADPH por glutation reductasa.
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Los homogenizados del tejido de la branquia fueron centrifugados (Science Med
D1008, USA) a 5,000 x g durante 10 min, posteriormente se recuperd el
sobrenadante y se transfirio a tubos Eppendorf, que fueron colocados en frio. En
tubos de ensayo se preparo la mezcla de reaccion (200 ul) la cual contenia 50 ulL de
Tris-EDTA (acido etilendiaminotetraacético), 70 uL de azida de sodio (NaNOs 10
mM), 14 uL peréxido de hidrégeno (H2O, 10 mM) 43.5 uL de agua deionizada, 17.5
uL de glutation reducido (GSH 10 mM) y 5 ulL de glutatiéon reductasa (todos los
reactivos fueron preparados con agua deionizada). A la mezcla de reaccién se le
agregaron 500 uL del homogenizado de la muestra de branquia dejando incubar
durante 2 minutos a 37 °C en bafio maria. Posteriormente, se le agregaron 42 uL de
NADPH y se homogenizé rapidamente, siendo transferida la mezcla a una cubeta de
cuarzo para leer la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm en el
espectrofotometro (Thermo Spectronic Helios Alpha, USA) usando como blanco el
amortiguador fosfato (pH 7.2) con el que se realizé el homogenizado de la muestra.
Se realizaron dos lecturas en el espectofotdmetro una inicial y otra después de un
minuto. Los resultados se expresaron en pmol NADPH por minuto por mg de

proteina.

6.3.5. Evaluacion de actividad superoxido dismutasa total
La actividad de superoxido dismutasa total se determind por el método modificado
para microplaca de Winterbourn et al. (1975). Esta técnica se basa en la capacidad

de la enzima para inhibir la reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por el radical
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superoxido generado por la reacciéon de foto-reduccion de la riboflavina (vitamina B1y)
y el oxigeno®?.

La actividad de SOD se evalué en homogenizados de tejido de branquia. El
homogeneizado se centrifugd a 16,000 x g durante 20 min a 4 °C. Posteriormente se
recupero el sobrenadante y se separé en tubos Eppendorf, que fueron colocados en
hielo.

En una placa de microtitulacion de 96 pozos se anadieron las muestras en diferentes
volumenes: 0, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 uL (por duplicado), a cada muestra se afiadio
amortiguador fosfato 0.1 M (pH 7.8) con el fin de que cada pozo tuviera un volumen
final de 230 uL (muestra mas amortiguador). Posteriormente a cada pozo se
afadieron 30 uL de mezcla de reaccion compuesta EDTA 0.1M vy nitroazul de
tetrazolio (NBT 1.5 mM), se incubdé durante 10 min., en exposicién a iluminacion
intensa (1000 Lux). Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se afadieron 10 ulL
de vitamina B1, y se incub6 durante 20 min en exposicion a luz intensa (1000 Lux).
Transcurrido el tiempo de incubacion, se evalud la absorbancia de las muestras a
una longitud de onda de 560 nm. La cantidad de proteina en cada una de las
muestras se determind por el método de Bradford (1976). La actividad de SOD se
reportd en unidades por mg de proteina”. Cada unidad de actividad de SOD se
define como la cantidad de enzima necesaria para inhibir en un 50 % la reaccién del

NBT.
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6.3.6. Evaluacion de actividad catalasa
La actividad de catalasa se determiné por el método de Beutler (1975) basada en la

7 La actividad de catalasa se determino

utilizacion de peroxido de hidrogeno (H20»)
en homogeneizados de tejido de branquia, que se centrifugd a 3,000 x g durante 5
min y el sobrenadante se recupero para la evaluaciéon de la enzima. De cada muestra
se utilizaron 40 uL que se depositaron en una celda de cuarzo y se les afiadieron
1,260 uL de amortiguador de fosfato de potasio (20 mM pH 6.5), posteriormente se le
agrego 700 uL de H20, (30 mM) dando un volumen final de 2 mL. La muestra se
mezclé perfectamente y se midié la absorbancia de cada muestra a 240 nm de
longitud de onda en un espectrofotometro UV/VIS, inmediatamente al inicio de la
reaccion y después de 1 min. La cantidad de proteina en cada una de las muestras
se midié con el método de Bradford (1976). Los resultados se expresaron en umol

por min por mg de proteina™”. Cada unidad de CAT se define como la cantidad de

enzima necesaria para degradar un umol de H,O, en un minuto.

6.3.7. Estimacion del contenido total de proteina
La determinacion de proteinas en cada una de las muestras utilizadas para la
evaluacion de los biomarcadores bioquimicos se realizé por el método de Bradford
(1976). El cual se basa en la capacidad del azul de Coomassie para unirse a los

residuos de aminoacidos basicos®"

. Se elabor6é una curva patrén usando como
proteina estandar la albumina sérica bovina, en un intervalo de 0-1 ug/mL. La

absorbancia se leyé a 630 nm de longitud de onda (Multiskan Spectrum, USA). A
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partir de los valores de proteina se procedié a estimar los valores resultantes de cada
muestra para la evaluacién de los biomarcadores: AChE, lipoperoxidacion, GPX,

SOD y CAT.

6.3.8. Determinacion de frecuencia de micronucleos

La frecuencia de micronucleos se estimé de acuerdo a la técnica modificada de
Marquez (1993)°°). De las muestras de branquia fijadas con etanol absoluto y acido
aceético 3:1 (V/V) se obtuvo una fraccion y se lavo con soluciéon salina de NaCl 0.9%
(P/V), posteriormente el tejido se dejé en la solucion salina durante 20 min. Una vez
que transcurrié el tiempo, el tejido se disgregd a través de una malla de nylon de 40
um de diametro de poro en NaCl 0.9% (P/V). Se tomd6 una muestra del disgregado
con una pipeta Pasteur y se dejo caer la muestra sobre un portaobjetos. Las
preparaciones fueron fijadas con etanol absoluto y se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 24 h. Una vez secas, estas fueron tefiidas en Giemsa al 2% en
amortiguador buffer a pH7.0 (V/V) durante 5 min y se lavaron con agua corriente,
dejandolas secar a temperatura ambiente.

La frecuencia de MN se evaludé en cada organismo observando 1000 células con
citoplasma completo y con morfologia definida, en un microscopio 6ptico Motic a
1000X. Para el analisis se consideraron los parametros propuestos por Wrisberg et
al. (1992), Venier et al. (1997) y Sotil et al. (2007)°"*%%% donde se considera que un
MN debe mostrar un tamafio igual o menor a un tercio del nucleo principal (Tabla 2).

La frecuencia de MN fue expresada en porcentaje.
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Tabla 2. Criterios de seleccién para el conteo de células y micronticleos %747

Criterios para identificacion de células

Criterios para Micronucleos

El citoplasma debe distinguirse
claramente.

Membrana citoplasmatica y nuclear
intactas.

Nucleos con similar grado de
condensacion de la cromatina.

Células solas o juntas pero no

traslapadas.

Diametro igual o no mayor a 1/3 del
nucleo.

Intensidad de tincién similar al nucleo
principal.

No conectados con el nucleo principal.

6.4. Analisis estadistico

Para la inferencia estadistica de los resultados obtenidos en los biomarcadores

evaluados en los dos sitios de muestreo y por temporada, se realizé una prueba de

normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk con el fin de verificar si los datos

cumplian con una distribucion normal.

Dado que los datos cumplieron con la normalidad se aplicé una prueba paramétrica t-

Student para su analisis con un nivel de significancia de *p < 0.05. El analisis

estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism version 7a.
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7. RESULTADOS

7.1 EPOCA DE VERANO

7.1.1. Indice de condicién, rendimiento y tasa de crecimiento

Los indices biométricos de Condicion y Rendimiento fueron evaluados en 40
organismos de P. sterna. Estas variables morfométricas dan una primera
aproximacion del estado de salud en el que se encuentra el organismo en relacion a
su crecimiento y desarrollo. Los resultados obtenidos en el IC en los dos cultivos en
la época de verano fueron los siguientes: los cultivos control y experimental
mostraron diferencia estadistica (p < 0.05). Teniendo una mayor biomasa los
organismos controles de Isla Gaviota (77.913 = 35.71 %) en comparacién con los
experimentales de La Marina (41.264 + 7.681 %) (Figura 6). El indice de rendimiento
en los organismos control mostré un mayor porcentaje (41.77 + 10.79 %) que en los
organismos experimentales (29.02 =+ 3.703 %) encontrando diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los dos grupos (Figura 7). De acuerdo
con el patron de crecimiento se observo que los organismos de La Marina mostraron
un crecimiento menor que los de Isla Gaviota.

El valor de la tasa de crecimiento de los bivalvos de la Isla Gaviota fue de 0.552
mm/dia” y en las ostras de la Marina de 0.467 mm/dia™' esta tasa es menor a la que

presentaron los organismos de la isla Gaviota (Figura 8).
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Figura 6. indice de condicién en P. sterna en la época de
verano. Los valores representan la media y la
desviacion estandar de 20 organismos en cada grupo.
Se encontrdé diferencia significativa *p<0.05 (control vs
experimental).
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Figura 7. indice de rendimiento en P. sterna durante la
época de verano. Los valores representan la media y la
desviacion estandar de 20 organismos en cada grupo.
Se encontré diferencia significativa *p<0.05 (control vs
experimental).
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Figura 8. Comparacion del patron de crecimiento de P. sterna en las dos épocas
verano/invierno en las estaciones La Gaviota (Control) y La Marina (Experimental).
Cada uno de los periodos de tiempo considerado representa en promedio de 40 ostras

y su respectiva desviacion estandar.

7.1.2. Actividad de acetilcolinesterasa
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad especifica de
acetilcolinesterasa, mostraron que los bivalvos colectados en La Marina tuvieron una
actividad menor (3.243 = 1.271 nmol/min/mg de proteina™) en comparacién con la
actividad obtenida de las ostras de Isla Gaviota (4.214 + 1.122 nmol/min/mg de
proteina™), El andlisis estadistico mostré una diferencia significativa (p < 0.05) entre

los cultivos (Figura 9).

El porcentaje de inhibicidon de la actividad de AChE en las ostras perleras obtenidas

en La Marina fue de 27.951 %.
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Figura 9. Figura 6. Actividad especifica de AChE en
extracto de pie de P. sterna en época de verano. Los
valores representan la media y la desviacion estandar
de 20 organismos en cada grupo. Se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

7.1.3. Grado de lipoperoxidacion
El posible efecto de los radicales libres sobre el tejido de la branquia se obtuvo por
medio de la evaluacion del grado de lipoperoxidacion, expresada como TBARs
(sustancias reactivas al acido tiobarbiturico). Los valores obtenidos de TBARs no
mostraron diferencia significativa (p < 0.05) entre los dos cultivos. Aunque el cultivo
experimental de La Marina (1.745 = 0.730 nmol TBARS/mg de proteina™) mostré
mayor grado de lipoperoxidacidon en comparacion con el cultivo control de lIsla la

Gaviota (1.372 = 0.471 nmol TBARS mg/ de proteina™) (Figura 10).
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Figura 10. Lipoperoxidacion en extracto de branquia de
P. sterna en la época de verano. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. No se encontro diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

7.1.4. Actividad de glutation peroxidasa
La actividad de GPx que presentaron las ostras de los cultivos de Isla Gaviota y La
Marina en época de verano no presentaron diferencia significativa estadisticamente
(p < 0.05); a pesar de que las ostras del cultivo experimental de La Marina tuvieron
mayor actividad de GPx (12.097 + 5.465 umol NADPH/min/mg de proteina™) en
comparacion con la actividad registrada en las ostras del cultivo control de Isla
Gaviota (11.450 + 7.807 umol NADPH/min/mg de proteina™) como se observa en la

Figura 11.
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Figura 11. Actividad de GPx en extracto de branquia de
P. sterna en la época de verano. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. No se encontro diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

7.1.5. Actividad de superoxido dismutasa total
Los resultados que se obtuvieron en la evaluacion de la actividad SOD de los
bivalvos obtenidos en la Isla Gaviota y La Marina no mostraron diferencia significativa
(p < 0.05), a pesar de que se observé un aumento en la actividad de la enzima en el

cultivo experimental de La Marina (5.120 = 1.635 U/mg de proteina™’) en comparacion
con los del cultivo control de Isla Gaviota (4.701 = 1.486 U/mg de proteina™) (Figura

12).
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Figura 12. Actividad de SOD en extractos de branquia de
P. sterna en la época de verano. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. No se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

7.1.6. Actividad de catalasa
La evaluacion de la actividad de CAT entre los dos cultivos mostrd diferencia
significativa entre éstos. La actividad mas alta de esta enzima se registré en las
ostras del cultivo experimental de La Marina (27.53 = 10.439 umol/min/mg de
proteina™) en comparacién con el cultivo control de Isla Gaviota (22.80 = 18.40

umol/min/mg de proteina™) (Figura 13).
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Figura 13. Actividad CAT en extractos de branquia de P.
sterna en la época de verano. Los valores representan la
media y la desviacion estandar de 20 organismos en
cada grupo. Se encontré diferencia significativa *p<0.05
(control vs experimental).

7.1.7. Frecuencia de micronucleos
La frecuencia de micronucleos entre los dos cultivos fue estadisticamente diferente.
La frecuencia de MN en el cultivo experimental de La Marina (1.114 + 0.399 %) fue

mayor que en el cultivo control de Isla Gaviota (0.166 + 0.123%) (Figura 14 y 23).
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Figura 14. Frecuencia de microntcleos en branquia de
P. sterna en la época de verano. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. Se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

7.2. EPOCA DE INVIERNO

7.2.1. Indice de condicién, rendimiento y tasa de crecimiento
En el caso de los organismos colectados en la época de invierno el IC de los bivalvos
del grupo control de Isla Gaviota (41.990 + 6.118 %) y experimental de La Marina
(41.380 + 6.934 %) no mostré diferencia significativa (p < 0.05) (Figura 15), de la
misma manera comparando los resultados del indice de rendimiento de los
organismos del cultivo control (29.450 + 2.982 %) y del experimental (29.110 = 3.507
%) no se observo diferencia significativa (p < 0.05) entre ellos (Figura 16). El valor de
la tasa de crecimiento de las ostras de Isla Gaviota fue de 0.260 mm dia™ y en las de
La Marina de 0.238 mm dia™ siendo esta tasa menor a la que presentaron los

organismos de la Isla Gaviota (Figura 8).
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Figura 15. indice de condicién en P. sterna en la época
de invierno. Los valores representan la media y la
desviacion estandar de 20 organismos en cada grupo
No se encontré diferencia significativa *p<0.05 (control vs
experimental).
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Figura 16. indice de rendimiento en P. sterna en la época
de invierno. Los valores representan la media y la
desviacion estandar de 20 organismos en cada grupo.
No se encontraron diferencias significativas *p<0.05 (control
vs experimental).
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7.2.2. Actividad de acetilcolinesterasa
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad especifica de AChE en los
dos cultivos en la época de invierno mostraron que los organismos del cultivo
experimental tuvieron una actividad menor de AChE (7.961 = 2.226 nmol/min/mg de
proteina™) en comparacion con la actividad obtenida de las ostras del cultivo control
(10.240 = 4.296 nmol/min/mg de proteina™), mostrando una diferencia significativa (p
< 0.05) (Figura 17). El porcentaje de inhibicién de la actividad de AChE en los

cultivos experimentales de La Marina fue de 24.374 %.
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Figura 17. Actividad especifica de AChE en extracto de
pie de P. sterna en época de invierno. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos por grupo. Cada determinacion se realizo por
cuadruplicado. Se encontré diferencia significativa *p<0.05
(control vs experimental).
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7.2.3. Grado de lipoperoxidacion
El grado de lipoperoxidacion en el cultivo control de invierno fue mayor (1.120 =
0.389 TBARS/mg de proteina™”) que en los organismos del cultivo experimental
(0.704 + 0.225 TBARS/mg de proteina™) mostrando una diferencia significativa (p <

0.05) entre los dos cultivos (Figura 18).
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Figura 18. Lipoperoxidacion en extracto de branquia
de P. sterna en la época de invierno. Los valores
representan la media y la desviacidon estandar de 20
organismos en cada grupo. Se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).
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7.2.4. Actividad de glutation peroxidasa
La evaluacion de la actividad de GPx entre los dos cultivos mostrd diferencia
significativa (p < 0.05) en época de invierno. La actividad de GPx fue mayor en el
cultivo control de Isla Gaviota (15.306 + 32.779 pmol NADPH/min/mg de proteina™)
en comparacion con el cultivo experimental de La Marina (4.908 = 3.796 umol

NADPH/min/mg de proteina™), como se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Actividad de GPx en extracto de branquia de
P. sterna en la época de invierno. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. Se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).

48



7.2.5. Actividad de superoxido dismutasa total
Los resultados que se obtuvieron en la estimacién de la actividad SOD total en las
ostras colectadas en invierno, mostraron diferencia significativa (p < 0.05). Los
organismos del cultivo experimental (0.806 + 0.399 U/mg de proteina™) tuvieron
mayor grado de actividad de SOD en comparacion con los organismos del cultivo

control (0.535 = 0.311 U/mg de proteina™) (Figura 20).
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Figura 20. Actividad de SOD en extractos de branquia de
P. sterna en la época de invierno. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. Se encontré diferencia
significativa *p<0.05 (control vs experimental).
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7.2.6. Actividad de catalasa
La evaluacion de la actividad de CAT no mostré diferencia significativa (p < 0.05)
entre los dos cultivos a pesar de que la actividad de la enzima fue mayor en el cultivo
control (17.720 = 9.217 umol/min/mg de proteina™) en comparacién con el cultivo

experimental (15.800 = 2.947 umol/min/mg de proteina™) (Figura 21).
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Figura 21. Actividad CAT en extractos de branquia de P.
sterna en la época de invierno. Los valores representan
la media y la desviacion estandar de 20 organismos en
cada grupo. No mostré diferencia significativa *p<0.05
(control vs experimental).
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7.2.7. Frecuencia de micronucleos
La frecuencia de micronucleos en los dos cultivos de la época de invierno no fue
diferente estadisticamente (p < 0.05), no obstante la frecuencia de MN en el cultivo
control (0.405 + 0.256 %) fue mayor que en el cultivo experimental (0.330 + 0.271 %)

(Figura 22 y 23).
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Figura 22. Frecuencia de microntcleos en branquia de
P. sterna en la época de invierno. Los valores
representan la media y la desviacion estandar de 20
organismos en cada grupo. No mostré diferencia
significativa. *p<0.05 (control vs experimental).
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Figura 23. Células observadas en tejido de branquia de P. sterna en época de
verano e invierno. (a) y (b) células mononucleadas (sin dafio), (¢), (d), (e) y (f)
células con micronucleo.

7.3. Comportamiento de actividad acetilcolinesterasa en época de verano

e invierno

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion de los biomarcadores en
los organismos de P. sterna en época de verano € invierno, el unico biosensor que
presentd diferencias significativas en las dos estaciones del afo fue la actividad
especifica de AChE. La actividad de esta enzima en las ostras de los cultivos

experimentales colocados en La Marina fue menor en la época de verano (3.243 +

1.271 nmol/min/mg de proteina™) e invierno (7.961 = 2.226 nmol/min/mg de proteina™
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'Y en comparacion con la registrada en las ostras del cultivo control de la Isla Gaviota
en verano (4.214 = 1.122 nmol/min/mg de proteina™) e invierno (10.240 + 4.296
nmol/min/mg de proteina™).

Asimismo el porcentaje de inhibicion de la actividad de AChE de los organismos
obtenidos en los cultivos experimentales de La Marina de las dos épocas presentan
un porcentaje similar, siendo 27.951 = 22.451 % de inhibicién para el cultivo
experimental en verano y de 24.374 + 18.050 % para el cultivo experimental en

invierno, los cuales no mostraron diferencia significativa (p<0.05) entre ellos (Figura

24),

40 A

30 4

20 4

10 4

% De Inhibicion AChE

CULTIVOS

LA MARINA VERANO

LA MARINA INVIERNO
Figura 24. Porcentaje de inhibicion en la actividad
especifica de AChE en los cultivos experimentales (La

Marina) en época de verano e invierno. No mostré
diferencia significativa * P<0.05 (control vs experimental).
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8. DISCUSION

La Bahia de La Paz desde hace algunos afos se ha caracterizado por un aumento
en la actividad antropogénica proveniente de asentamientos humanos, actividades
turisticas, descargas de aguas residuales, actividades de mineria, y por erosion
geoldgica que se da de manera natural. Estas actividades han aumentado el aporte
de xenobidticos a la zona costera como: metales pesados (Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg,
Mn, Ni, Pb, V y Zn), HAPs y posiblemente plaguicidas, los cuales se caracterizan por
ser sustancias toxicas y bioacumulables®?3®).

Existen distintos biomarcadores bioquimicos y morfofisioldgicos (variables
morfométricas) que sirven como herramientas importantes para detectar los efectos
biolégicos de los contaminantes y/o xenobibticos sobre la biota presente en el
ambiente marino. En este caso distintas especies de bivalvos son comunmente
utilizados como bioindicadores para la determinacién de distintos biomarcadores, los
cuales sirven para la evaluacion del estado de los organismos acuaticos, asi como el
biomonitoreo de la calidad del agua del ecosistema®.

Se han hecho grandes progresos en la identificacion de biomarcadores bioquimicos
en los bivalvos marinos que se utilizan para evaluar su estado de salud. Los
biomarcadores mas analizados en los bivalvos son los relacionados con estrés
oxidante, como: el grado lipoperoxidacion (TBARS), la actividad de las enzimas GPx,
SOD y CAT, y la inhibicion de la AChE para determinar efecto neurotdxico. Los

anteriores biomarcadores bioquimicos han sido evaluados para determinar los

efectos que causan los metales como el Cd, Co, Cr, Cu, Pb, entre otros, sobre los
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moluscos en tejido de pie, branquia y glandula digestiva en relacién con el estrés
oxidante causado por los radicales libres®*4?. Se sabe que los metales constituyen
una fuente importante de estrés oxidante que da como resultado el aumento en el
grado de lipoperoxidacion, un incremento en la actividad antioxidante de las enzimas
GPx, SOD y CAT, y una modificacion en la actividad de AChE“?.

Los datos obtenidos en este estudio en la evaluacion de lipoperoxidacion, actividad
de GPx, SOD, CAT y AChE en las ostras de P. sterna del cultivo experimental de La
Marina en la época de verano e invierno probablemente podrian estar relacionados
con las concentraciones de Cd y Co del sitio, las cuales se encuentran en niveles
superiores que causan efectos negativos en los organismos y con los niveles Cu que
causan efecto letal. Lo anterior de acuerdo con los niveles establecidos en las tablas
de referencia SQUIRTS emitidas por la NOAA®® (Tabla 1).

El aumento en la lipoperoxidacién en el tejido de la branquia de los organismos
experimentales, respecto al tejido de los organismos control en la época de verano
refleja un deterioro en la integridad de la membrana celular indicado un dafo
oxidante en las células causado probablemente por especies reactivas de oxigeno.
El aumento en la alteracion de los fosfolipidos de membrana a través de la
peroxidaciéon de acidos grasos se considera uno de los eventos clave del dafo
oxidante. Varios estudios han evidenciado que la peroxidacion de lipidos aumenta en
los tejidos de diferentes especies de organismos acuaticos, como resultado de la

(41)

exposicion a contaminantes ambientales™’, en este caso posiblemente por la

presencia de metales.
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En trabajos anteriores en bioensayos y re-siembra de organismos en zonas
contaminadas se ha observado que en concentraciones altas de cobre en
sedimentos aumenta significativamente el dafo lipidico, mientras que a
concentraciones menores la lipoperoxidacion disminuye'*?.

La disminucion en la actividad de AChE en el pie de los organismos del cultivo
experimental en verano e invierno respecto a los organismos control, implica un dafo
en la transmisibn neuromuscular y nerviosa, estableciendo asi neurotoxicidad
causada probablemente por metales pesados. En diferentes trabajos se ha
establecido que uno de los efectos de los metales: Cd, Cu, Co, Cr, Hg, Pb y Zn, es
provocar una inhibicién en la enzima AChE similar a lo que ocurre con plaguicidas
organofosforados, carbamatos e HAPs®*3%43-4%)

El porcentaje de inhibicion que presenté la actividad de AChE en P. sterna en el
cultivo La Marina, tanto en verano (27.951 = 22.451 %) como en invierno (24.374 +
18.050 %) probablemente es un indicio de peligro para la salud de las ostras, ya que
si se hace una extrapolacion de los resultados de inhibicion de la enzima en los
bivalvos a los valores establecidos en individuos expuestos a contaminantes
(pesticidas, metales e HAPSs), se considera que a partir de un 25% de inhibicién en la
actividad de AChE, la salud del individuo se encuentra en peligro y se recomienda
que los organismos no estén expuestos a los contaminantes mencionados®*7%"").

En cuanto a la actividad de GPx en tejido de la branquia, en la época de verano, no

mostro diferencia significativa estadisticamente entre los dos cultivos a pesar de que

la actividad de esta enzima fue mayor en las ostras de La Marina en comparacion
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con las de Isla Gaviota. En contraste en la época de invierno la actividad de GPx fue
mas alta en las ostras de Isla Gaviota mostrando diferencia estadisticamente
significativa. Los resultados que se obtuvieron en la actividad de GPx en las
muestras obtenidas en La Marina en la época de verano podrian estar relacionados
con la presencia de diferentes xenobioticos (metales e HAPs) en el sitio, ya que se
ha reportado en diferentes trabajos que la presencia de estos contaminantes en los
ambientes acuaticos y su interaccién con bivalvos causan estrés oxidante a estos
organismos, activando asi, mecanismos de defensa antioxidante como la actividad
de GPX(48’80-83).

Por otra parte el incremento en la actividad de GPx que se registré en las ostras de
Isla Gaviota en época de invierno podria estar relacionada con el aumento de
temperatura en las aguas de este sitio (2 a 3 °C mayor que la habitual en época de
invierno) debido al Fenbmeno meteoroldgico de El Nifio.

Varios investigadores han reportado que el aumento en la actividad de GPx en la
branquia de bivalvos no expuestos a contaminantes, esta correlacionada
positivamente con la temperatura elevada del agua, en comparacion con los bivalvos
expuestos a temperaturas normales e incluso menores (esto dependiendo de la
especie). Siendo una evidencia de la influencia de éste parametro ambiental sobre la
respuesta antioxidante. Debido a que la diferencia en la temperatura del agua puede
estimular un aumento en la respiracion, en la tasa metabdlica y en el consumo de
oxigeno aumentando la generacion de especies reactivas de oxigeno y la defensa
antioxidante"®®%. También, es importante tomar en cuenta que la relaciéon detectada

entre la temperatura del agua y la respuesta antioxidante en las branquias
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probablemente esté relacionada con el hecho de que este tejido esta en contacto
directo con el agua, siendo mas sensible a fluctuaciones en parametros ambientales
y mas propenso a estrés oxidativo que otros tejidos®.

La actividad de SOD en el tejido de branquias de las ostras de La Marina en verano
no mostrdé una diferencia significativa estadisticamente respecto a la actividad de
SOD en las ostras de Isla Gaviota. Sin embargo, si se observo que la actividad de
SOD en P. sterna del cultivo de La Marina en invierno fue mayor en relacién con la
actividad de la enzima en el cultivo control de Isla Gaviota teniendo una diferencia
significativa.

SOD es una enzima antioxidante clave que se encarga de catalizar la dismutacion
del radical superoxido (O27) en perdxido de hidrégeno (H20.) y oxigeno O2 y se ha
observado un aumento en su actividad en los bivalvos que han sido expuestos a
diferentes contaminantes, incluidos metales, como es el caso de los cultivos de P.
sterna en La Marina en las dos épocas de muestreo (verano e invierno)“®.

El aumento en la actividad CAT en el tejido de la branquia de los organismos
experimentales en la época de verano en comparacion con los organismos control de
Isla Gaviota probablemente se deba a su funcidbn como enzima antioxidante contra
los radicales libres generados por los metales presentes en el sitio experimental.
Debido a que la CAT se encarga de la transformacion del H,O, en H,O y O,
(compuestos no toxicos). De esta manera el aumento en la actividad de CAT en los
organismos expuestos a contaminantes es un indicio de dafio oxidante por metales,

asi como se ha reportado con anterioridad“”.
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Funcionalmente, SOD y CAT estan relacionadas con el estrés oxidante, funcionando
como enzimas antioxidantes, las cuales acoplan su funcion dando como resultado la
dismutacion o transformacién del radical O, hasta H,O y O, neutralizando asi los
dafios causados por los radicales libres. Sin embargo, en varios casos, el
acoplamiento de estas dos enzimas no se expresa de manera equilibrada, sino
pueden realizar su actividad de forma independiente®®). Lo anterior podria explicar el
comportamiento de la actividad de SOD en el tejido de la branquia de los organismos
experimentales del sitio La Marina.

El dafio genético evaluado como la frecuencia de micronucleos en época de verano
en las células de branquia, fue significativamente mayor en las ostras de La Marina
(1.114 £ 0.399 %) en comparacion con el dafio detectado en los organismos de Isla
Gaviota (0.166 + 0.123%) en verano. La mayor frecuencia de MN en los organismos
de La Marina probablemente podria relacionarse con la presencia de xenobidticos
con efecto genotdxico presentes en el sitio. Se han realizado distintos trabajos de
toxicidad en bivalvos expuestos a contaminantes en bioensayos y resiembras de
organismos en sitios con diferente grado de contaminacion acuatica dando como
resultado una mayor frecuencia de MN en los organismos expuestos a los
contaminantes que en los no expuestos(®>°%7°),

El cobre y el cadmio son agentes que causan dafio genotoxico en las células de
branquia a diferentes concentraciones, induciendo la formacion de MN, siendo mayor
la frecuencia de MN en los organismos expuestos que en los organismos

64,66,69

controles! ). En la zona de La Marina se han reportado concentraciones de Cu y
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Cd consideradas que causan dafio en los organismos®®), esto podria relacionarse de
acuerdo con la literatura con la presencia de MN en el cultivo de P. sterna en La
Marina.

Por otro lado, los datos que se registraron de lipoperoxidacion, GPx, CAT vy
frecuencia de MN en el cultivo control de Isla Gaviota en la época de invierno fueron
distintos a los resultados de la época de verano obteniendo mayor grado de
lipoperoxidacion, mayor actividad de GPx y CAT, y mayor frecuencia de MN en los
cultivos control en comparacion con los cultivos experimentales de La Marina. A
pesar de que los organismos control permanecieron en un ambiente con baja o
escasa influencia de contaminantes ambientales. Lo anterior podria relacionarse con
un aumento en la temperatura del agua del sitio de referencia (Isla Gaviota) en la
época de invierno, la cual fue de 23 °C, dos a tres grados mas que la temperatura
habitual para esta época del ano. Distintos trabajos en donde se han realizado
cultivos de bivalvos en sitios naturales de referencia con cambios en la temperatura
del agua han reportado presencia de estrés oxidante en los organismos, dando como
resultado un aumento en el grado de lipoperoxidacion, aumento en la actividad de
enzimas antioxidantes y presencia de dafio genético®*'°¢"%%_Asi el incremento en la
temperatura del agua ha demostrado tener efecto directo en el dafo del ADN y por
consiguiente en la formacion de MN®37479),

Se ha observado que la actividad CAT varia de acuerdo a la época de muestreo y
especie de bivalvo estudiado. Por lo que esta enzima ha sido considerada como un
biomarcador muy variable mostrado una reduccion en el nivel de la actividad de CAT

en bivalvos expuestos a altas concentraciones de contaminantes en el medio
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acuatico (como metales y pesticidas) en comparacion con los organismos control,
indicando asi una saturacion de las defensas enzimaticas y de estrés oxidativo.
Finalmente, se ha encontrado que la actividad de CAT en bivalvos expuestos a
contaminantes puede no presentar ningun cambio respecto a los que no han sido
expuestos 396280,

De acuerdo con los datos que se obtuvieron de los biomarcadores bioquimicos y las
caracteristicas que poseen los metales presentes en el sitio La Marina se podria
relacionar el estrés oxidante causado por metales (Cd, Co y Cu) con el menor
crecimiento (indice de condicién) y rendimiento que presentaron los organismos de
P. sterna de La Marina en contraste con los organismos de Isla Gaviota en la época
de verano e invierno. En otros estudios se ha reportado que el estrés oxidante que
causa el Cd en distintos bivalvos incluso a concentraciones bajas, tiene un fuerte
efecto inhibidor sobre funciones bioenergéticas en la mitocondria por su
bioacumulacion, originando alteraciones en el metabolismo energético dando lugar al
deterioro en el crecimiento del organismo, reproduccion y baja supervivencia de los

bivalvos*9-%?)

. ElI Cd también provoca necrosis en el epitelio branquial alterando la
permeabilidad en sus membranas disminuyendo asi la filtracion del alimento
causando una disminucion en la disponibilidad de energia para su metabolismo®*.
Asimismo, el Cd al no ser un metal esencial y que no esta involucrado en la mayoria
de los procesos enzimaticos u otras actividades biologicas puede ejercer diversos
efectos tdxicos en casi todos los procesos fisioldgicos de los bivalvos®®.

En el caso del Cu, es un micronutriente esencial para el crecimiento de los

organismos, pero es requerido solo en cantidades traza, debido a que en altas
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concentraciones resulta toxico para las células, al inducir una alteraciéon en las
funciones de las proteinas y consecuentemente la actividad enzimatica, y si se
encuentra como i6n libre, puede generar estrés oxidante y dafos en
macromoléculas®® alterando al igual que el Cd las funciones fisioldgicas.

De manera general se ha observado que los metales provocan un deterioro en el
tejido de las branquias dando como resultado un disminucién en la filtracion y por lo
tanto, una menor obtencion de oxigeno y alimento, disminucion en la tasa de
respiracion, aumento en la tasa de excrecion y disminucién en el ritmo cardiaco. Lo
anterior, da como resultado una alteracion y disminucion en el crecimiento de los
bivalvos y deterioro en la salud de los organismos®“® >4,

Respecto a lo descrito previamente, el patron de crecimiento en el periodo verano-
invierno de P. sterna fue mayor en los organismos cultivados en el sitio con baja
influencia antrépica Isla Gaviota y menor en el ambiente con alta influencia antrépica
La Marina (Figura 6).

Lo anterior, se relacionaria con el dafio en distintas biomoléculas y ADN en P. sterna,
relacionado muy probablemente con la exposicion a distintos xenobibticos, debido a
que la zona de La Marina donde se realizé el cultivo considerado como expuesto,
recibe los aportes de distintos xenobidticos procedentes de asentamientos humanos
e industria de la Ciudad de La Paz, B.C.S.??,

Los resultados del patrén de crecimiento, indices biométricos, biomarcadores
bioquimicos y genéticos han demostrado que la contaminacion afecta la produccién

de P. sterna en cultivo.
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1)

2)

3)

4)

9. CONCLUSION

Los datos obtenidos en la evaluacion de los indices biométricos, biomarcadores
bioquimicos y determinacidon de dafno genético indican claramente que las
ostras expuestas a niveles mas altos de contaminantes como los reportados en
La Marina de La Paz provocan un efecto deletéreo en P. sterna afectando su

estado de salud en la época de verano e invierno.

El estado de salud de P. sterna en época de invierno en el cultivo de Isla
Gaviota fue afectado por el incremento en la temperatura del agua del sitio

provocado por el fendmeno meteorolégico de El Nifio.

Los biomarcadores que aportaron mayor informacion para establecer el estado
de salud de P. sterna en cultivo son: actividad de AChE, actividad de GPx,
lipoperoxidacion y presencia de MN, aunados con los indices biométricos, los
cuales aportan informacion sobre la respuesta de los organismos a diferentes

grados de contaminacion.

Con los resultados obtenidos de los distintos biomarcadores evaluados en el
tejido de branquia y pie de P. sterna se demuestra su utilidad como herramienta
para evaluar la calidad ambiental que es determinante para el cultivo exitoso de

esta especie.
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5)

Por lo anterior la evaluaciéon de indices biométricos, actividad de AChE,
actividad de GPx, lipoperoxidacion y presencia de MN se podria establecer
como parte de los protocolos de monitoreo y localizacion de sitios mas

adecuados para el cultivo 6ptimo de la ostra perlera P. sterna.
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