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RESUMEN de la Tesis de  Ana Gabriela Flores Lépez

Presentada como requisito parcial para la obtencidn de la Licenciatura en Biologia.
Ensenada, Baja California, México. 16 de Febrero 2012

Evaluacion del dispersante de petroleo NOKOMIS 3-F4 como
disruptor endocrino en Mytilus californianus.

Se evalué el efecto del dispersante NOKOMIS 3-F4 (NOK) como disruptor endécrino en el
mejillén Mytilus californianus, mediante la estimacion de la induccidn de proteinas tipo
VTG (vitelogeninas, vitelinas) en tres tejidos: gonada, hepatopancreas y hemolinfa. Para
ello, se realizaron dos pruebas de toxicidad aguda y una de toxicidad crénica. Grupos de
organismos M. californianus se expusieron a varios agentes, incluyendo el dispersante y
un xenoestrégeno caracterizado, el 4-Nonilfenol (NP), que se utiliz6 como control positivo;
ademas, en todos los ensayos se usé un control negativo consistente en un grupo de
organismos en agua de mar. La prueba aguda preliminar duré 96 h y se manejaron 3
concentraciones de dispersante (50 ppm, 150 ppm, 300 ppm) ademas del control positivo
(NP), el control negativo (agua de mar) y otro grupo control negativo, expuesto al
disolvente. La exposicidon aguda definitiva duré 96 h, tres concentraciones de NOK (5 ppm,
10 ppm, 30 ppm), un grupo con NP y otro expuesto a solvente. La exposicidén crénica tuvo
una duracién de 240 h, con dos grupos de exposicion al dispersante (5 ppm y 10 ppm), un
grupo de exposicién a NP y un grupo control. Se analizaron los tejidos para determinar
proteinas VTG en gonada, hepatopancreas y hemolinfa por medio del ensayo de fosfatos
labiles alcali (ALP). Se obtuvo en valor de 76.75 mg/L para CLso de 96 h, lo cual sugiere que
M. californianus es mas sensible a NOK que Menidia sp. pero mas resistente que
Mysidopsis sp. Se observé un aumento en proteinas VTG en machos expuestos durante los
estadios tempranos de la gametogénesis y en hembras expuestas durante los estadios
medios de la gametogénesis. Los organismos expuestos durante los estadios tardios no
mostraron induccién de la vitelogénesis. Para hemolinfa, los valores obtenidos mostraron
gue ésta no es un tejido apropiado para la deteccidn de proteinas tipo (VTG) debido a la
baja concentracién encontrada. Los resultados sugieren una susceptibilidad de M.
californianus a NOK como disruptor enddcrino a ciertos estadios de la gametogénesis.

Palabras clave: Mytilus californianus, disrupcidn enddcrina, vitelogeninas, 4-Nonilfenol, NOKOMIS
3-F4.
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ABSTRACT of the thesis presented by Ana Gabriela Flores Lopez

As a partial requirement to obtain the Bachelor degree in Biology. Ensenada, Baja
California, México.  February 16" 2012 .

Evaluation of the oil spill dispersant NOKOMIS 3-F4 as an
endocrine disruptor in Mytilus californianus

The effect of the oil spill dispersant NOKOMIS 3-F4 (NOK) as an endocrine disruptor on
Mytilus californianus was elucidated with the quantification of VTG like proteins (vitellins,
vitellogenins) on three types of sample: gonad, digestive gland and hemolymph. Three
exposure bioassays on M. californianus to the commercial oil spill dispersant were made.
For the acute preliminary assay, organisms were exposed for 96 hours to 3 concentrations
(50 ppm, 150 ppm, 300 ppm), a group was exposed to 4-nonylphenol (NP), a known
xenoestrogen, another group was exposed to the equivalent solvent concentration used
to dissolve NP, for each assay a control group was used. The acute definitive exposure
assay was made with three NOK concentrations (5 ppm, 10 ppm, 30 ppm) and lasted for
96 hours, a group was exposed to NP and another to the equivalent solvent concentration.
The chronic exposure lasted 240 hours and two concentrations of the dispersant were
used (5 ppm, 10 ppm), a group was exposed to NP, and another group to equivalent
acetonitrile concentration. Tissue and samples from female and male organisms were
analyzed separately to determine VTG levels by the Alkaline-Labile Phosphate assay (ALP).
The dispersant’s LCso value was calculated for 96 hours as 76.75 mg/L, compared to
Menidia sp., M. californianus is slightly more sensible to NOKOMIS 3-F4 but more resistant
than Mysidopsis sp. Levels of VTG- like proteins were significantly higher in male
organisms exposed on the first stages of gametogenesis. Females exposed during the peak
stages of gametogenesis had significantly higher levels of VTG like proteins. Organisms
exposed at the end of gametogenesis were not shown to have higher levels of VTG like
proteins. Hemolymph was not suitable for ALP analysis, given the low levels of VTG that
were found in this kind of sample. Data suggests a susceptibility of M. californianus to
endocrine disruption by exposure to NOKOMIS 3-F4 at certain stages of gametogenesis.

Keywords: Mytilus californianus, endocrine disruption, vitellogenin, 4-nonylphenol, NOKOMIS 3-
F4.
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I. INTRODUCCION

La sociedad en la que vivimos actualmente basa la mayoria de sus actividades en el
uso de hidrocarburos, especialmente en el petrdleo. En consecuencia, resulta necesario
extraer petréleo, almacenarlo y transportarlo, usualmente en grandes cantidades. Con
frecuencia estas acciones y la negligencia suelen conducir a los derrames de hidrocarburos
al medio ambiente, que representan una amenaza para los recursos naturales, la
biodiversidad y la salud humana.

Los dispersantes de hidrocarburos son utilizados en medios acuaticos como una
estrategia de remediacion para neutralizar y combatir los derrames de petréleo. En tales
casos, el detergente (compuesto activo de los dispersantes) favorece la formacién de
micro micelas de las fracciones hidrofdbicas del petrdleo, lo que ocasiona una disminucién
de la tension de fases entre el petrdleo y el agua. Esto permite la biodisponibilidad del
hidrocarburo para la biodegradacién bacteriana (biorremediacién) y el asentamiento del
petrdleo.

Los agentes dispersantes de hidrocarburos son de suma importancia en la
proteccion de las aves marinas al evitar que el petrdleo se adhiera a sus plumas. Ademas,

los detergentes protegen a los mamiferos marinos que suben constantemente a la



superficie a respirar y estan en contacto directo con las capas flotantes del petréleo. Los
agentes dispersantes también protegen ecosistemas como los humedales, playas y costas,
gue ademas de ser sitios turisticos y zonas donde las poblaciones humanas realizan
actividades diarias, son espacios de filtracién de agua y barreras de proteccién contra
huracanes.

Sin embargo, a pesar de los beneficios que presenta el producto, cuenta con
desventajas: al ocurrir el hundimiento del petréleo, se afectan a ecosistemas del fondo
marino como los arrecifes de coral, los cuales son de gran importancia para la industria
pesquera, siendo este tipo de habitat donde muchas de las especies de importancia
comercial se desarrollan. Al ser convertidos en micelas, los hidrocarburos se vuelven mas
biodisponibles para la fauna bentdnica y los organismos que habitan la columna de agua,
los ecosistemas bentdnicos suelen tener metabolismos mas lentos, por lo que podrian
tardar mads en recuperarse del impacto por la exposicién a hidrocarburos. A lo largo de los
anos, los grupos ambientalistas perciben estos productos como una salida facil para las
companias petroleras; los dispersantes son vistos como una sustancia quimica que hunde
y dispersa el derrame, de manera que el problema se vuelve menos visible, el ecosistema
protegido es el mangle pero el perjudicado son los arrecifes de coral y el bentos.

Durante el derrame de petréleo de 2010 en el Golfo de México, por la plataforma
Deep Water Horizon, las ventajas y desventajas de la aplicacion de dispersantes a la
mancha fueron ampliamente discutidas por ambientalistas, cientificos, funcionarios de

gobierno y demads personas involucradas, ya que la decisién de aplicar dispersantes en



este caso, se realizé con la intencidén de preservar los humedales que se encuentran en las
costas, las dreas turisticas, y ademads, proteger a las aves y mamiferos marinos (Lovett,
2010).

La introduccion de productos quimicos que actian como agentes dispersantes al
medio ambiente se debe llevar a cabo con suma precaucién, especialmente si se trata de
compuestos cuyos efectos en organismos centinelas no se han investigado. La evaluacion
del uso de estos productos comienza con la determinaciéon de su toxicidad bajo
condiciones estandarizadas (Singer et al., 1995). Una forma de determinar el efecto que
tiene un agente sobre un organismo es el monitoreo de biomarcadores. Los
biomarcadores son respuestas de los organismos, ya sea a nivel molecular, bioquimico o
celular, en poblaciones silvestres en habitats contaminados o en condiciones de
laboratorio que indican si el organismo ha estado expuesto a un agente exdgeno,
denominado xenobidtico (McCarthy y Shugart, 1990).

La medicion de biomarcadores es un tipo de herramienta que resulta de utilidad
en el estudio del potencial toxico de un producto comercial, por medio de analisis de
biomarcadores en modelos experimentales. El uso de biomarcadares como indicadores de
un impacto ambiental o toxicidad son de gran valor para la evaluacién de riesgos, resulta
pertinente evaluar la toxicidad, con biomarcadores de toxicidad, para cualquier producto

gue se aplicara al medio ambiente, antes de su uso.



Los agentes tdxicos se clasifican con base en el efecto que ejercen en un
organismo. De acuerdo con Goksgyr (2006), un disruptor enddcrino puede actuar a través
de tres posibles mecanismos:

* Imitando a alguna hormona (funcionando como agonista o antagonista)
* Como disruptor de la produccion, metabolismo o transporte de alguna hormona.
* Comodisruptor en la produccién o la sintesis de algun receptor hormonal.

Los disruptores enddcrinos son compuestos que alteran el balance hormonal de un
organismo. Algunos disruptores enddcrinos pueden tener consecuencias en la viabilidad
reproductiva de una poblaciéon, ya que su efecto puede presentarse incluso a
concentraciones tan bajas como partes por billén 6 partes por trillon (Campbell et al.,
2006) del xenobidtico (Daston et al., 2003).

La presencia de agentes téxicos en el ambiente (xenobidticos) genera respuestas
en los organismos, que pueden manifestarse como muerte en el caso de intoxicaciones
agudas; o bien, expresarse en efectos subletales, causados por intoxicaciones crénicas. Los
efectos agudos, que son evaluados mediante el valor de ClLsg (concentracién del téxico
gue causa la muerte del 50 % de los organismos en una muestra) son de utilidad para
conocer los efectos sobre una poblacién expuesta a altas concentraciones de todxico
durante periodos cortos. Por otra parte, los efectos subletales se evalian mediante
biomarcadores y los organismos se someten a periodos largos de exposicidon. Los efectos

subletales son cambios detectables y cuantificables, que ocurren a nivel molecular, celular



o fisiolégico y que a pesar de no ocasionar la muerte, afectan fisiolégicamente el
desempefio de las especies agredidas (Hutchinson et al., 2006).

La modificacién de los niveles de vitelogenina, o proteinas tipo VTG, es un ejemplo
de un biomarcador para disruptores enddcrinos. Las proteinas tipo VTG son un grupo de
moléculas precursoras del vitelo y los cambios en sus niveles son utilizados como
indicadores de la presencia de xenobidticos que actian como EDC (Disruptores
enddcrinos; del inglés Endocrine Disruptive Compound). Algunos EDC son estrogénicos,
sobre todo en peces macho. En los peces, los machos cuentan con el gen codificante para
VTG, pero no expresan la proteina normalmente, aunque si lo hacen cuando estan
expuestos a xenoestréogenos (disruptores enddcrinos que imitan al estrégeno). Las
vitelogeninas son glico-lipofosfoproteinas. Estas son componentes importantes del vitelo y
son utilizadas por los embriones de molusco como una fuente de energia (Gagné et al.,
2002). En los moluscos la vitelogénesis esta regulada por neuropéptidos en combinacién
con estrégenos (Puinean et al., 2006), por lo que se esperaria una respuesta en la
produccién de vitelo ante un antagonista de estrégenos. Esto permite utilizar los niveles
de vitelogenina en moluscos y crustaceos como indicadores de xenoestrogenos
(Hutchinson et al., 2006).

Algunos surfactantes basan su efectividad en los derivados del 4-nonilfenol (NP), el
cual es usado en la fabricacion de etdxidos de nonilfenol (NPE, por sus siglas en inglés,
nonyl phenol etoxide) que son detergentes no idnicos. Se ha demostrado que ambos

compuestos, tanto NP como NPE, son xenoestrégenos. Estos se unen al receptor del



estréogeno e imitan a la hormona que induce al organismo al desove (Ricciardi et al.,
2008). El NP es una molécula de naturaleza lipofilica, por lo que Ila bioacumulacién del
compuesto o sus metabolitos en tejidos es alta: en particular, el proceso de acumulacion
tiene una tasa mas alta en mejillones que en otras especies (Ricciardi et al., 2008).

Mytilus californianus pertenece a la clase de los bivalvos, los cuales han sido
ampliamente utilizados en estudios de impacto ambiental basados en el monitoreo de
algun biomarcador (Porte et al., 2006; Schiedek et al., 2006; citado por Ricciardi et al.,
2008). Es importante seialar que siendo los mejillones un grupo de gran consumo
humano, su exposicion a los agentes dispersantes confiere un potencial de riesgo para la
salud humana por el proceso de biomagnificacion.

El propdsito del presente trabajo fue el de evaluar el potencial del agente
dispersante de hidrocarburos NOKOMIS 3-F4 como disruptor enddcrino en la especie de
mejillén Mytilus californianus. NOKOMIS 3-F4 es un producto comercial cuyo uso no se ha
generalizado, por lo que se realizé el estudio con el propdsito de conocer el efecto a nivel
laboratorio y establecer las bases para anticipar el efecto que podria tener la aplicacién
de NOKOMIS 3-F4 sobre M. californianus de las costas de Baja California. Hasta el
momento, no se han encontrado estudios de disrupcién enddécrina en esta especie
expuesta a NOKOMIS 3-F4, por lo que resulta pertinente el desarrollo de este tema como

trabajo de tesis.



Il. ANTECEDENTES

Los dispersantes de hidrocarburos surgieron a partir de los detergentes usados en
la limpieza de contenedores de petréleo. El derrame de Torrey Canyon en 1967 liberd
aproximadamente 1 millédn de barriles (1 barril, (bbl) = 158.9 litros) de hidrocarburos en la
costa sur de Inglaterra. Esta emergencia impulsé a las autoridades a aplicar 10,000
barriles de varios dispersantes a lo largo de la costa. Investigaciones posteriores
mostraron que los componentes tenso activos de los detergentes no se evaporaban,
disolvian o mezclaban con el agua de mar, sino que formaban una emulsion estable con el
petréleo. Ademas, se observd que las emulsiones mas estables eran producidas por los
dispersantes mds toxicos (CETS, 1989), por lo que resultaron ser igual o mas toxicos que el
petréleo que dispersaban (Singer et al., 1995).

Tras estos descubrimientos se han desarrollado dispersantes menos agresivos con
surfactantes no idnicos y solventes como éter de glicol (Singer et al., 1995). Algunos
agentes dispersantes de hidrocarburos han mostrado un grado de toxicidad hacia
organismos acuaticos, ejemplos de ellos son los conocidos comercialmente como
COREXIT 9500 y COREXIT 9527 (George-Ares y Clark, 1997). Un estudio realizado por

Exxon Biomedical Sciences encontrd que la concentracién letal que afecta al 50% de la



poblacion (CLsp) de COREXIT 9500 y COREXIT 9527 puede tener gran variacion en la misma
especie dependiendo de la temperatura del agua y el estado embrionario del organismo.
Singer y colaboradores reportaron una mayor sensibilidad hacia COREXIT 9554 en
organismos en las primeras fases de desarrollo que en adultos (1995).

El derrame de petréleo de la plataforma Deepwater Horizon virtid
aproximadamente 4.9 millones de barriles de petrdleo crudo entre el 20 de abril y el 15
de julio de 2010 al norte del Golfo de México (Robertson y Krauss, 2010). Este incidente
es el derrame accidental marino mas grande en la historia de la industria del petrdleo. El
12 de Julio de 2010 la empresa responsable, British Petroleum, declard haber aplicado
4,000 m> de COREXIT 9500A y COREXIT 9527A en la superficie y 3,000 m> debajo del agua
en la fuente de la fuga del pozo petrolero de la plataforma Deepwater Horizon (Cedre,
2010). Esta es la primera vez que se aplican dispersantes bajo agua, ya que el disefio de
estos productos es para su aplicacién en la superficie. (Cedre, 2010).

Durante la aplicacion de los dispersantes surgieron controversias entre el publico,
cientificos, la Agencia estadounidense de Proteccién Ambiental (US EPA, 2010°) (EPA, por
sus siglas en inglés, Environmental Protection Agency) y la empresa British Petroleum (BP).
En particular, la aplicacion de estos surfactantes se dio sin la autorizacién vy
recomendacién de la EPA, la cual hizo hincapié en la aplicacidon de dispersantes menos
téxicos para organismos acudaticos (US EPA, 2010°) y realizé un estudio de toxicidad con 8
dispersantes comerciales sobre dos especies acuaticas del Golfo de México: Americamysis

bahia y Menydia beryllina (US EPA, 2010°). Las exposiciones a estos agentes se dio tanto



con los dispersantes solos como con mezclas de éstos y petrdleo crudo de Louisiana. Los
resultados del estudio demostraron que para el misido (Americamysis bahia) NOKOMIS
3AA resultd ser el mas toxico de los 8 dispersantes. (US EPA, 2010b).

En las ultimas dos décadas, se ha incrementado el interés cientifico y el debate
publico acerca de los efectos de la exposicion a compuestos con potencial de dafio
endécrino en animales y el hombre. Estos compuestos, denominados disruptores
enddcrinos o EDC (del inglés Endocrine Disruptive Compound), son definidos por la EPA
como “aquel agente que interfiere en la sintesis, la secrecion, el transporte, la unién o la
eliminacion de hormonas naturales de un organismo, las cuales tienen funciones en el
mantenimiento de la homeostasis, reproduccion, desarrollo y/o comportamiento” (US
EPA, 1997). En 1996 la EPA identific6 a los EDC's como uno de los 6 tdpicos mas
importantes y se asignd un comité de investigacion sobre compuestos con potencial de
alterar el funcionamiento normal del sistema enddcrino (Foster et al., 2008).

El efecto de los EDC’s en organismos acuaticos es un fendmeno que ha ocasionado
la preocupacién de organizaciones internacionales como la Unién Europea y la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econédmico (OCDE). Esto ha propiciado el
establecimiento de programas de investigaciéon para el desarrollo de legislaciones vy
regulaciones del uso de EDC’s (Goksgyr, 2006), ya que la disrupcién enddcrina presenta un
peligro para algunos recursos naturales como las pesquerias y también un riesgo

potencial a la salud humana (Daston et al., 2003).



Uno de los temas mas controversiales en relacién a los disruptores enddcrinos es
el de la respuesta dosis dependiente, que se define como la correlacion entre la dosis y el
efecto de un producto quimico. Dado que los EDC’s actuan imitando componentes del
sistema enddcrino de un organismo, ya sea un receptor o una hormona, su efecto es
usualmente mas débil que el del componente enddgeno. Por esta razén los efectos
reportados a concentraciones bajas del disruptor suelen generar controversia (OMS,
2002). Los efectos adversos de estos compuestos han sido estudiados y reportados en
diversos animales que abarcan la mayoria de los taxa del reino animal. El tributil estafio y
sus derivados (TBT), un biocida utilizado en pinturas para los cascos de barcos,
proporciona el ejemplo mds claro en disrupcién endécrina en invertebrados. La
masculinizacién de gasterépodos hembra expuestos a TBT resultd en un declive de las
poblaciones de esta clase (OMS, 2002) y movilizé a la prohibicién y regulacién de TBT. El
mecanismo de accién de este xenobidtico involucra probablemente niveles elevados de
andrégenos a través de la actividad alterada de la aromatasa (OMS, 2002).

El sistema enddcrino en un organismo vivo juega un papel esencial en la regulacién
a corto y largo plazo de los procesos metabdlicos (OMS, 2002). Cualquier organismo
multicelular requiere de mecanismos coordinados ademas de los que involucran contacto
directo entre células. Consecuentemente, todos los taxa de invertebrados utilizan las
hormonas para el control de procesos bioquimicos, fisiolégicos y de comportamiento en
general, asi como el crecimiento, desarrollo y reproduccién en particular (Oehlmann vy

Schulte- Oehlmann, 2003). Sin embargo, a lo largo de la historia evolutiva, los diferentes
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fila han divergido y han diversificado tanto en cuanto a los mecanismos como en las
hormonas que utilizan para controlar los diferentes procesos fisiolégicos (Oehlmann vy
Schulte- Oehlmann, 2003).

El sistema enddcrino en Mollusca puede ser considerado como el sistema
hormonal mas diverso de los Invertebrados. Difiere entre las varias clases de moluscos y
entre algunos grupos de gasteropodos. Los mensajeros quimicos en estos organismos
pueden ser divididos en dos grupos: mensajeros peptidicos y neurohormonas. El efecto
estimulatorio de las neurohormonas en la maduracion sexual de moluscos fue
demostrado en Mytilus edulis y en Crassostrea gigas por Mathieu et al. (1991, citado por
Ketata et al., 2008). La multiplicacién de gametos y la vitelogénesis son activados por
neurohormonas, las que también controlan el proceso de desove y almacenamiento de
energia (Lubet et al., 1990; Mathieu, 1994, citados por Ketata et al., 2008).

Los moluscos son considerados como un filo que es capaz de sintetizar esteroides
de tipo vertebrado de novo, los cuales tienen funciones fisioldgicas especificas. Sin
embargo, no se han descrito a la fecha las enzimas que sinteticen estos esteroides a
partir de colesterol en este fila, por lo que el origen enddégeno de estos compuestos en
Mollusca es cuestionable (Ketata et al., 2008), aunque se han reportado enzimas capaces
de metabolizar estos esteroides en moluscos (Ketata et al., 2008). Ademas, para M. edulis
se ha documentado la presencia de testosterona, estradiol, estrona y otros esteroides en

sus tejidos (De Longchamp et al., 1974, citado por Ciocan et al., 2010).
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Se ha observado que los niveles de estradiol en bivalvos varian a lo largo del afio;
estos valores estan sincronizados con los diametros de los ovocitos y el indice gonadal.
Consecuentemente, se considera que esta hormona tiene un papel en el ciclo
reproductivo y esta involucrada en la regulacién de ciertos procesos metabdlicos via los
receptores de estréogeno como lo es la vitelogénesis (Matsumoto et al., 1997; Osada et al.,
2004; Ciocan, et al., 2010).

El grupo de las vitelogeninas (VTG) constituyen el precursor principal de las
vitelinas (proteinas del vitelo), que proporcionan energia para el desarrollo embrionario
en organismos oviparos. Son glico-lipofosfoproteinas de alta densidad (300-700 kDa) con
ligandos de Ca y Zn, exhiben caracteristicas similares en peces (Nagler et al., 1987, citado
por Marin y Mattozzo, 2004) y moluscos (Blaise et al., 1999 citado por Marin et al., 2004).
La sintesis de estas moléculas ocurre en hembras adultas en presencia de estrégeno
enddgeno y cuyos niveles suelen ser mds bajos en hembras juveniles. En machos, el gen
para VTG esta presente pero normalmente no se expresa. Sin embargo, puede activarse
por xenoestrogenos (estrégenos o moléculas antagonistas al estrégeno que son exdgenas
al organismo). El érgano responsable de la vitelogénesis es un tema controversial en
moluscos. Las observaciones histoldgicas (Pipe, 1987, citado por Marin y Mattozzo, 2004)
sugieren que las VTG se sintetizan dentro de los ovocitos del mejilldn Mytilus edulis. Estas
y otras observaciones que apoyan esta teoria no logran explicar la presencia de proteinas
tipo VTG en la hemolinfa de Mytilus edulis (Gagné et al. 2002), ya que las proteinas no

tendrian que ser transportadas si son producidas in situ. Considerando las discrepancias
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entre los autores previamente mencionadas y la importancia de la presencia de niveles
VTG; en el presente trabajo se tomo la decision de utilizar varios tipos de muestra como
material de estudio, para ampliar la probabilidad de detectar cambios en los niveles VTG.
El 17B-estradiol (esteroide de tipo vertebrado) regula la reproduccién en muchos
invertebrados. La ubicuidad de la produccion de esta hormona en el reino animal indica
que las enzimas estrogénicamente activas son sefiales evolutivamente conservadas y
sugiere la posibilidad de que todos los animales sean sensibles al estrégeno, ya sea
enddgeno o exdogeno (Oehlmann y Schulte-Oehlmann, 2003). Considerando los efectos
gue los xenoestrégenos pueden tener en los organismos, el monitoreo de contaminacién
por disruptores enddcrinos cobra gran importancia, ya que se ha reportado, mediante
numerosos estudios de impacto ambiental, que este tipo de compuestos es ubicuo,
debido tanto a los procesos naturales como las actividades antropogénicas (Golsoyr, 2006)
El 4-nonilfenol ha sido identificado como un xenoestrégeno para peces e
invertebrados. Se ha reportado la induccion in vitro de proliferacion celular y del receptor
de progesterona en células humanas MCF7 de tumor mamario sensibles al estrégeno
(Soto et al., 1991). Goksgyr (2006) reporta que en el salmdn del Atlantico (Salmo salar), el
xenoestrégeno 4-nonilfenol puede actuar de multiples formas en un organismo: como
mimico de estrégeno, como disruptor del metabolismo de los esteroides y como un
modulador de los niveles de los receptores de estrogeno. Estos descubrimientos sugieren

gue el compuesto funciona de forma diferente a diferentes concentraciones.
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El producto comercial conocido como NOKOMIS 3-F4, que es el motivo de este
estudio, no revela en su etiqueta los componentes de su formulacién. Sin embargo la
organizacién no gubernamental Toxipedia hizo de dominio publico los componentes del
dispersante, siendo 4-nonilfenol precursor de su ingrediente activo (Toxipedia, 2011). En
un estudio por Ricciardi y colaboradores (2008), realizado con individuos macho del
cangrejo Carcinus aestuari e individuos macho y hembra del mejillon Mytilus
galloprovincialis, se evalué la induccidon de vitelogenina y la bioacumulacién de 4-
nonilfenol (un metabolito derivado de surfactantes no idnicos tipo polietéxido de
nonilfenol) en tejidos (hemolinfa, génadas y glandulas digestivas para el cangrejo y
glandulas digestivas para el mejilldn). En ambas especies se encontré una correlacidn
entre la bioacumulacion del xenoestrégeno y la concentracion de proteinas VTG (Ricciardi
et al., 2008).

El 4-nonilfenol es un compuesto que suele encontrarse en concentraciones
detectables en efluentes de plantas de tratamiento de agua y puede ser bioacumulado
por organismos, sobre todo bivalvos que filtran grandes volimenes de agua. Giger y sus
colaboradores (2009) reportan mayores concentraciones de 4-nonilfenol en efluentes
tratados bajo condiciones anaerdbicas que en efluentes bajo condiciones aerdbicas, lo
gue sugiere que la formacién de este compuesto se ve favorecida bajo condiciones
anaerdbicas (Giger et al., 1984).

Se han desarrollado muchos ensayos directos e indirectos para medir los niveles de

VTG en higado y plasma de pez y asi como en hemolinfa de bivalvos y gdénadas. Los
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ensayos directos son especificos y son mas sensibles que otros métodos; sin embargo, son
costosos y requieren de altos niveles de experiencia y tecnologia. Entre ellos se cuentan:
Ensayo por Inmuno Absorcion Enzimatica (ELISA), radio-inmunoensayos (RIA), analisis
Western Blot, determinaciéon de RNA mensajero de VTG por hibridacion de DNA. Aunque
se tienen desarrollados anticuerpos especificos para vitelogeninas de peces, esto no es asi
para especies de bivalvos. Recientemente se ha desarrollado una técnica para estimar la
presencia de estas proteinas en peces y bivalvos por un ensayo indirecto denominado
ensayo de fosfatos labiles a la alcalinidad (ALP) (Gagné y Blaise, 2000, citado por Marin et
al., 2004). Este método se basa en la cuantificacion de fosfatos labiles liberados por
hidrdlisis alcalina de proteinas y ha mostrado una correlaciéon con otros ensayos de
determinacién directa (Marin et al., 2004).

La ciencia relacionada con la medicion y demostracidn de disrupcion enddcrina se
encuentra en su infancia, por lo que actualmente se estdn desarrollando y validando
métodos para las pruebas que indiquen efectos especificos de disrupcion enddcrina.
(Hutchinson, et al., 2006).

Los mejillones han adquirido una importancia global como centinelas en
programas de monitoreo de contaminacion marina y existen numerosos estudios al
respecto (Ortiz-Zarragoitia y Cajaraville, 2006). Son un buen modelo para el monitoreo de
la calidad del ambiente debido ya que su tejido responde a cambios en el medio ambiente
(Kimbrough et al., 2008). Para el presente trabajo, se selecciond a Mytilus californianus

como organismo de prueba porque se encuentra bien caracterizado como modelo de
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exposicion en el Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia Marina (FARMAR) de la

Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California.
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HIPOTESIS

El dispersante NOKOMIS 3-F4 actia como disruptor enddcrino en Mytilus californianus.

lll. OBJETIVOS

General
Evaluar la toxicidad del producto NOKOMIS 3-F4 como disruptor enddcrino en Mytilus
californianus.
Particulares
* Obtener el valor de ClLsy de NOKOMIS 3-F4 en Mytilus californianus mediante
ensayos de toxicidad aguda por exposicion de organismos al agente dispersante
durante 96 h.
* Evaluar la induccién de proteinas tipo vitelogenina en organismos machos vy
hembras de Mytilus californianus expuestos a NOKOMIS 3-F4 en una prueba de

toxicidad croénica.
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IV. METODOLOGIA

IV.1 Estrategia general para la experimentacion.

Después de colectados, los organismos de la especie Mytilus californianus se
trasladaron al laboratorio de FARMAR, donde se mantuvieron vivos para su posterior
exposicion. Se realizaron tres ensayos de toxicidad para conocer diferentes aspectos del
efecto de NOKOMIS 3-F4 sobre Mytilus californianus, tanto el efecto que tiene el
dispersante al exponerse a altas concentraciones por periodos cortos, como el efecto al
exponerlos a bajas concentraciones por periodos largos. Al final de cada exposicidn los
organismos se sacrificaron y disectaron para obtener el hepatopancreas, gonada y
hemolinfa, para su analisis. Las muestras se analizaron para determinar los niveles de
fosfatos Iabiles a la alcalinidad para utilizarlos como indicador de vitelogeninas. Para tener
una referencia sobre la cantidad de muestra utilizada, se midié el contenido de proteina

en cada tejido (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo que enlista las actividades realizadas durante la fase
experimental de la investigacién.




IV.2. Colecta de Organismos (Mytilus californianus)

Los organismos de estudio se colectaron en la playa de Punta San Ysidro del Ejido
Eréndira, localidad situada al sur de Ensenada Baja California (31°19’N, 116°26’0).
Debido a su lejania de la mancha urbana y a que no ha sido explotado este recurso, este
sitio aun conserva condiciones pristinas, en comparaciéon con otras zonas cercanas a la
Bahia de Todos Santos. El lugar de colecta cuenta con las condiciones idoneas para
obtener ejemplares sanos y poco expuestos a agentes toxicos (Figura 2). Se realizaron dos
colectas para el presente trabajo, una en agosto del 2010 y otra en enero del 2011. En
ambas colectas se obtuvieron aproximadamente 200 individuos de Mytilus californianus
de 8 cm (0.5 cm) de longitud de valvas. La longitud de los organismos fue determinada
con un vernier. También se colectaron 40 litros de agua de mar en el sitio y se realizaron
mediciones in situ de la temperatura, pH y salinidad del agua. Una vez obtenidos, los
organismos fueron trasladados al laboratorio de FARMAR de la Facultad de Ciencias
Marinas, en donde fueron acondicionados antes de proceder a la realizaciéon de ensayos

de toxicidad.
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Figura 2. Mytilus californianus en el Ejido Eréndira, playa de Punta San Ysidro.

IV.3. Acondicionamiento de Mytilus californianus al laboratorio.

Los organismos se mantuvieron en condiciones de temperatura, aireacion,
salinidad y pH del laboratorio FARMAR conteniéndolos en peceras de 20 litros, con el agua
colectada en Punta San Ysidro. El acondicionamiento incluyd aireacidn continua,
temperatura controlada (17°C) y luz fria las 24 horas del dia. Diariamente se sustituyd un
25% del agua de cada pecera con agua de mar del sistema de ductos de la Facultad de
Ciencias Marinas de la UABC, la cual estd tratada por filtracion (0.45 um) y luz UV. Este
procedimiento se repitié hasta que en las peceras solamente quedd agua de mar

proveniente del sistema de flujo del laboratorio. El proceso completo de
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acondicionamiento tuvo una duracién de 5 a 7 dias. Durante este periodo, los organismos
se alimentaron diariamente con un concentrado de microalgas Isochrysis 1800® (Reed
Mariculture). A cada pecera se agregd el volumen necesario de Isochrysis 1800® para
lograr una concentracion final en cada pecera de 10° células/ml (Lagos, 1982).

IV.4. Pruebas de toxicidad

Las exposiciones se llevaron a cabo en frascos de vidrio con capacidad de 4 litros;
en cada frasco se colocaron 3 organismos, y se manejaron 3 frascos por grupo de
exposicion, contando con una n = 9 por grupo. Durante las exposiciones se realizaron
pruebas de estimulo todos los dias, para verificar que los organismos se encontraran
vivos, si las valvas no se cerraban al estimulo, se consideraba que el organismo estaba
muerto, se removia este del frasco y se proseguia a la diseccidén, para la obtencién de
tejido como referencia.

IV.4.1. Prueba de toxicidad aguda preliminar.

Se realizé una exposicién preliminar de 96 horas a tres grupos de organismos, con
concentraciones en incremento logaritmico (50, 150 y 300 ppm). Para comparar el efecto
de NOKOMIS 3-F4 con un disruptor endécrino reconocido, se aplicd simultdneamente 4-
nonilfenol (NP-4) a un grupo designado como control positivo a una concentraciéon de 100
mg/L ya que este compuesto fue reportado como un disruptor endécrino en Mytilus edulis
por Ricciardi y colaboradores (2008). Ya que el NP-4 es hidrofébico, se utilizé6 una mezcla
de acetona (Ricciardi et al., 2008) y acetonitrilo para propiciar su disoluciéon en agua de

mar. Para evaluar la toxicidad de la mezcla acetona-acetonitrilo-agua de mar, otro grupo
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fue expuesto a este solvente, el cual se preparé a una concentracidn similar a la que
recibid el grupo de NP-4. Se incluyd en el experimento un recipiente con un grupo control,
el cual sélo contenia agua de mar. En total, se manejaron 6 grupos con 3 organismos cada

uno, teniendo por triplicado cada recipiente (Figura 3).

Figura 3. Especimenes de Mytilus californianus en recipientes de exposicion
durante una prueba de toxicidad. Cada frasco contd con 3 organismosy se
manejaron 3 frascos por grupo de exposicion. Los frascos fueron cubiertos con
plastico para evitar la contaminacién entre los grupos expuestos y los no.

Los mejillones usados fueron medidos y se seleccionaron de manera que el
promedio de tallas por cada frasco fuera de 8.0 (+0.25) cm. En cada frasco se colocaron
3.8 litros de agua de mar, se mantuvieron con aireacion y luz fria continua; ademas,

fueron cubiertos con plastico para evitar contaminacidn entre los grupos.
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Diariamente se sustituyd toda el agua de cada grupo, reponiendo en cada caso la
concentracion de la sustancia de prueba, ya fuera NOKOMIS 3-F4, NP-4, solvente o
control. Los organismos no fueron alimentados durante la exposicién. Los especimenes
que murieron fueron retirados de los frascos, disectados y su tejido congelado a -20°C.
Este experimento se realizd en septiembre de 2010.

IV.4.2. Prueba de toxicidad aguda definitiva

Basdandose en los resultados del experimento preliminar, se designaron 3
concentraciones de NOKOMIS 3-F4 (5, 10 y 30 ppm) para la exposicién aguda definitiva.
La concentracién del NP-4 se aumentd a 200 pug/L para observar su efecto en los niveles
de VTG. Para esta prueba se preparo la solucion de NP-4 disolviéndolo en acetonitrilo, por
lo que se formd un grupo para exponerlo a este solvente (control solvente) y un grupo
control, el cual sélo contenia agua de mar. En total, en esta prueba se tuvieron 6 grupos,
cada uno de ellos por triplicado: un control en agua de mar, un control en agua de mar
con acetonitrilo, un grupo testigo con NP-4 y tres grupos con las concentraciones de
prueba del NOKOMIS-3F4. Esta exposicion tuvo una duracion de 96 horas y se sustituyé
diariamente el agua, reponiendo la concentracion de cada sustancia de prueba. Los
organismos no fueron alimentados durante la exposicion, los mejillones que murieron
fueron removidos de los frascos, disectados y su tejido congelado a -20 °C. Este
experimento se realizé en noviembre de 2010.

1V.4.3. Prueba de toxicidad cronica
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Para este ensayo se seleccionaron dos concentraciones de NOKOMIS 3-F4, (5 ppm
y 10 ppm), un grupo con NP-4, un grupo con solvente (acetonitrilo) y un grupo
control (sélo agua de mar). Al Igual que las exposiciones anteriores, los grupos constaron
de triplicados, tres frascos por grupo con tres organismos cada uno. Los mejillones fueron
alimentados diariamente con Isochrysis 1800® a una concentracion de 103 células/ml
(Lagos, 1982). Diariamente se sustituyo el agua, los frascos se mantuvieron con aireacién
continua, temperatura controlada y luz fria las 24 horas del dia. Esta prueba de toxicidad
tuvo una duracion de 240 horas.
IV.5. Diseccion, obtencion de tejido y sexado

Una vez concluido el tiempo de exposicién, los organismos fueron disectados.
Se obtuvo la génada y el hepatopancreas para los ensayos de exposicidn aguda. Para el
ensayo de toxicidad crénica se obtuvo la génada, el hepatopancreas y la hemolinfa, el

ultimo tejido se obtuvo segun la metodologia descrita por Riffeser y Hock (2002).

Fig. 4 . Frotis de génada de M. californianus a 400 X. (a) espermatozoides, (b)

ovocitos.
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Con el objeto de analizar independientemente los machos de las hembras, se
determiné el sexo de los organismos mediante la observacion de un frotis de la génada a
400X en un microscopio 6ptico (Figura 4).

La génada y el hepatopancreas fueron enjuagados individualmente con agua de
mar filtrada, colocados en navecillas de plastico previamente etiquetadas y congelados a -
20°C. La hemolinfa fue colectada del musculo aductor posterior, con una jeringa de
plastico de 10 ml, obteniendo al menos 1 ml de hemolinfa por organismo, y colocandola
en tubos de plastico para centrifuga de 2 ml enfriados mediante inmersién en hielo picado
(Figuras 5y 6) . Posteriormente los tubos fueron centrifugados 2 minutos a 12,000 xg a 2

°Cy se utilizé el sobrenadante para cuantificar vitelogeninas y proteinas.

\

Figura 5. Toma de muestra de hemolinfa de Mytilus californianus. Para el ensayo
de toxicidad crénica se obtuvo hemolinfa del musculo aductor posterior, con el
fin de realizar la cuantificacién de vitelogeninas mediante la cuantificacion de
fosfatos por el ensayo ALP.
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Figura 6. Anatomia de Mytilus californianus disectado. De los organismos sometidos
a las pruebas de toxicidad, se obtuvo para su andlisis, génada, hepatopdncreas y
hemolinfa, colectada del musculo aductor posterior.

IV.6. Cuantificacion de vitelogeninas
El ensayo ALP es un método sencillo que permite determinar los niveles de
lipoproteinas fosforiladas (vitelinas y vitelogeninas) en fluidos o tejidos bioldgicos. (Gagné
et al., 2000). El método esta basado en el principio de que las vitelogeninas son extraidas
con un solvente, el fosfato es posteriormente liberado por hidrélisis con hidréxido de
sodio (NaOH) y cuantificados con el ensayo del fosfomolibdato (Gagné et al., 2000).
IV.6.1. Obtencion de la fraccion de fosfatos labiles a la alcalinidad (ALP) (Ortiz-
Zaragoitia y Cajaraville, 2006)
Se pesaron 3 muestras por sexo por grupo, cada muestra consistiendo de 1
mejillon. Los tejidos fueron homogenizados con un homogenizador Polytron PT2100 a

22,000 rpm por 1 minuto en 1 ml (3.3 volumenes) de buffer de acido 4-(2-hydroxyetil)-1-
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piperazinil-etano sulfonico (HEPES) 25 mM a pH 7.4 conteniendo cloruro de sodio (NaCl)
125 mM, ditiotreitol 1 mM vy dcido etiléndiaminotetra-acético (EDTA) 1 mM. El tejido
homogenizado se centrifugd por 30 minutos a 2°C a una velocidad de 12,000 xg en una
centrifuga refrigerada. Se tomaron 500 puL de sobrenadante y se mezclaron con 500 pL de
acetona al 35%, la mezcla se centrifugd por 5 minutos a 10,000 xg. El pellet obtenido fue
decantado y se resuspendié en 200 uL de solucién con NaOH 1mM con vortex. La mezcla
se incubd por 30 minutos a 60 °C en bafio maria, agitando periddicamente con vortex. Se
tomd una muestra de 75 plL de la fase acuosa y se analizé para cuantificar el fosfato libre.
IV. 6.2. Medicion del contenido de fosfato .

El fosfato libre se cuantific6 de acuerdo al meétodo colorimétrico del
fosfomolibdato, que consiste en la formacion de complejos entre el fosfato inorganico y el
molibdato de amonio que es posteriormente se reduce con una solucién de bisulfito de
sodio y p-metil amino fenol sulfato, dando una coloracién azul que puede ser medida a
660 nanometros (Fiske et al., 1925), citado por Gagné y Blaise (2000) Paralelamente, se
obtuvo una curva de calibracion utilizando una solucién estandar de KH,PO,. El contenido
de fosfato en el tejido se expresé en términos de pg de fosfato/mg de proteina.

IV.7. Medicion de proteinas (Lowry, 1951)

Una muestra del tejido se homogenizd6 en 1 ml de Buffer de 2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) en concentracién de 8 mM (pH 7.4), conteniendo
125mM de cloruro de sodio, 1ImM ditiotreitol y 1 mM de dcido etiléndiaminotetra-acético

(EDTA) como inhibidor de proteasas. Se tomd una muestra de 30 puL de homogenado y se
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cuantificaron las proteinas mediante el método de Lowry, que se basa en la reactividad de
los péptidos con iones de cobre bajo condiciones alcalinas. La subsecuente reduccion de
los fenoles en tirosina (aminodcido presente en proteinas) con el reactivo Folin Ciocalteau
da un color azul oscuro, que se cuantifica leyendo la absorbancia a 750 nm (Scopes, 1994).
Como referencia se utilizé una curva de calibracién con albumina.
IV.8. Andlisis estadistico

El valor de ClLsy se obtuvo mediante un andlisis Probit. Para el andlisis de datos en
los ensayos ALP, se procedid de la manera siguiente: los datos de contenido de
vitelogenina se analizaron para evaluar normalidad mediante la prueba de Kolmogorov (a
=0.05); la homogeneidad de varianza se verificd mediante la prueba de Bartlett. Se realizo
una prueba de Dunnett como analisis a posteriori para comparar los grupos con el control
y una prueba de Tukey para comparar los grupos entre si. Para la realizacién de este

segmento del trabajo se utilizé como referencia Biostatistical Analysis (Zar, 2010).
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V. RESULTADOS

V.1. Pruebas de Toxicidad

V.1.1 Prueba de toxicidad aguda preliminar

Durante este experimento se tuvo un gran porcentaje de muerte en los grupos

expuestos al dispersante, por lo que sdlo se realizd andlisis ALP en el grupo de menor

concentracion (50 ppm). Se encontrd un aumento significativo en los niveles ALP (Figura 7)
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OMachos 13.48 9.73 5.21 14.97
B Hembras 13.55 29.66 19.11 33.82

Figura 7. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al alcali
(ALP) en gonadas de Mytilus californianus expuestos durante 96 h en la prueba de
toxicidad aguda preliminar. Se muestran valores de los grupos : NOKOMIS 3-F4 (50 ppm),
4-nonilfenol (NP-4, control positivo), asi como un grupo expuesto al solvente de NP-4 y
un grupo control en agua de mar. Las lineas representan la desviacion estandar de la
media. El asterisco sefala diferencia significativa del grupo marcado con respecto al
grupo control (Prueba Dunnet).

30




del grupo 50 ppm con respecto al grupo control, asi como en las hembras del grupo
solvente comparando con el grupo control. En el grupo NP-4 no se observd efecto
significativo en los niveles de ALP.
V.1.2Prueba de toxicidad aguda definitiva
V.1.2.1. ALP en gbénada.

Se encontré un decremento en los niveles de ALP (Figura 8) en los machos del

grupo expuesto a 5 ppm del dispersante. Por otro lado, se observé en el grupo control un
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| 200 pg/L 5 mg/L 10 mg/L 30 mg/L
OMachos 18.53 12.34 10.58 8.51 10.55 10.91
B Hembras 12.25 13.53 10.68 25.70 19.44 10.06

Figura 8. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al alcali (ALP)
en génadas de Mytilus californianus expuestos durante 96 h en la prueba de toxicidad aguda
definitiva. Se muestran valores de los grupos expuestos a tres concentraciones del
dispersante NOKOMIS 3-F4, un grupo bajo 4-nonilfenol como control positivo, un grupo
expuesto al solvente utilizado para disolver el 4-nonilfenol en agua de mar y un grupo
control sin xenobidticos, sumergidos en agua de mar. Las lineas representan la desviacion
estandar de la media. El asterisco sefiala diferencia significativa del grupo con respecto al

control (Prueba de Dunnet).
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mayor valor en los niveles de machos que en hembras tanto en el andlisis de génada como
el de hepatopdncreas. Las hembras no mostraron una respuesta significativa en esta
exposicion.

V.1.2.2. ALP en hepatopdncreas.

El analisis de hepatopancreas mostré una diferencia significativa entre los machos del
grupo control y el grupo NOKOMIS-3F4 de 10 ppm (Figura 9). A su vez, las hembras no

mostraron diferencias significativas entre los grupos incluyendo el control en la
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ontro OVeNte 1 700 pg/L mg/L 10mg/L | 30mg/L
OMachos 11.57 7.20 11.44 8.03 3.82 5.81
B Hembras 8.51 9.02 7.36 6.80 4.86 5.64

Figura 9. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al dlcali
(ALP) en hepatopancreas de Mytilus californianus expuestos durante 96 h en la prueba
de toxicidad aguda definitiva. Se muestran valores de los grupos expuestos a tres
concentraciones del dispersante NOKOMIS 3-F4, un grupo bajo 4-nonilfenol como
control positivo, un grupo expuesto al solvente utilizado para disolver el 4-nonilfenol en
agua de mar y un grupo control sin xenobiéticos, sumergidos en agua de mar. El
asterisco sefala diferencia significativa del grupo con respecto al control (Prueba de

Dunnet).
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comparacion. Igual que en el analisis de génada, las diferencias en los grupos expuestos
tendid a una disminucién de los niveles ALP y no en un aumento.

V.1.2.3. Determinacioén del valor de CLsg.

Se calculd el valor de la CLsg basado en el porcentaje de organismos muertos (Tabla 1); vy
por medio de la metodologia Probit se calculd el valor de CLsg para 96 horas obteniendo

76.7454 mg/| (Tabla Il, Figura 10).

Tabla I. Organismos vivos a las horas de exposicion durante la intoxicacion aguda
preliminar de Myitilus californianus con Nokomis 3-F4 en un ensayo de 96

Concentracion
(ppm) Organismos Sobrevivientes
Tratamiento Horas de Exposicién
0 24 48 72 96
Control 0 9 9 9 9 9
Solventes 9 9 9 9 9
NP-4 0.1 9 9 9 9 9
NOKOMIS 3-F4 1 50 9 9 9 8 7
NOKOMIS 3-F4 2 150 9 9 9 4 1
NOKOMIS 3-F4 3 300 9 9 6 0 0
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Tabla Il. Valores Probit por porcentaje de muerte en organismos expuestos
a NOKOMIS 3-F4.

Concentracion de
NOKOMIS- 3F4 (ppm) Logde C % de Muertos Probit
5 0.6989 0 -
10 1 0 -
30 1.477 0 -
50 1.69897 22.2 4.23
150 2.17609 88.8 6.23
300 2.47712 99.9 7.33
8
7 7.33
6 .23
L
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& 73 y = 4.0027x - 2.5453
s 4 R? = 0.99869
g3
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0
1.5 1.7 1.9 2.1 2.3 2.5 2.7

Logaritmo de Concentracién de NOKOMIS 3-F4

Figura 10. Grafica Probit para la Concentracién Letal 50 (CLso) a 96 horas de NOKOMIS
3-F4 para Mytilus californianus.
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V.1.3. Prueba de toxicidad cronica

V.1.3.1. ALP en gdénada

En esta exposicion se observé respuesta de parte de las hembras (Fig. 11), los dos
grupos expuestos a distintas concentraciones de NOKOMIS 3-F4 mostraron una
disminucion significativa en los niveles ALP, asi como el grupo expuesto a 4-nonilfenol, el
cual también mostrd una disminucidn significativa. Los machos no mostraron diferencias

significativas con respecto al control. No se observaron diferencias significativas entre el
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100 pg/L mg/L mg/L
OMachos 5.20 6.90 5.40 7.30 3.40
B Hembras 12.80 9.90 6.60 5.50 6.60

Figura 11. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al alcali
(ALP) en goénada de Mytilus californianus expuestos durante 240 h en la prueba de
toxicidad crénica. Se muestran valores de los grupos expuestos a dos concentraciones
del dispersante NOKOMIS 3-F4, un grupo bajo 4-nonilfenol como control positivo, un
grupo expuesto al solvente utilizado para disolver el 4-nonilfenol en agua de mar y un
grupo control sin xenobidticos, con sélo agua de mar. El asterisco sefiala diferencia
significativa del grupo con respecto al control (Prueba de Dunnet).
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grupo expuesto a acetonitrilo y el grupo control. El nivel de ALP observado en hembras fue

mayor al de los machos en el grupo control.
V.1.3.2. ALP en hepatopancreas
En este tejido no se observaron cambios en los niveles de ALP de las hembras expuestas.

Los machos mostraron un aumento significativo en los niveles ALP del grupo expuesto a 4-

nonilfenol y el grupo expuesto a 5 ppm de NOKOMIS 3-F4. (Figura 12)
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Figura 12. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al alcali
(ALP) en hepatopancreas de Mytilus californianus expuestos durante 240 h en la prueba de
toxicidad crénica. Se muestran valores de los grupos expuestos a dos concentraciones del
dispersante NOKOMIS 3-F4, un grupo bajo 4-nonilfenol como control positivo, un grupo
expuesto al solvente utilizado para disolver el 4-nonilfenol en agua de mar y un grupo
control sin xenobidticos, con sélo agua de mar. El asterisco sefiala diferencia significativa del
grupo con respecto al control (Prueba de Dunnet).
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V.1.3.3. ALP en hemolinfa

El analisis en hemolinfa no mostrd diferencias significativas entre los grupos
estudiados. Las concentraciones encontradas fueron alrededor de un orden de magnitud
menor que las observadas en las otras muestras (géonada y hepatopancreas). Por ejemplo,
en hepatopdncreas de machos expuestos a 10 ppm de NOKOMIS 3-F4 se observd un
promedio de 11.22 ug de fosfatos/mg de proteina y en hemolinfa se observé un

promedio de 1.15 ug de fosfatos/mg de proteina en machos del mismo grupo. (Figura 13)
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Figura 13. Niveles de vitelogenina en términos de contenido de fosfatos labiles al alcali
(ALP) en hemolinfa de Mytilus californianus expuestos durante 240 h en la prueba de
toxicidad crénica. Se muestran valores de los grupos expuestos a dos concentraciones del
dispersante NOKOMIS 3-F4, un grupo bajo 4-nonilfenol como control positivo, un grupo
expuesto al solvente utilizado para disolver el 4-nonilfenol en agua de mar y un grupo
control sin xenobidticos, con sélo agua de mar. Las lineas representan la desviacidon
estandar de la media. (Prueba de Dunnet).
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el potencial del dispersante NOKOMIS 3-F4
como disruptor enddcrino en el mejillén Mytilus californianus, ya que este producto
comercial se encuentra bajo estudio en el Laboratorio de FARMAR de la Facultad de
Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California en colaboracién con la
Segunda Regién Naval de la Secretaria de Marina Armada de México.

Los datos obtenidos en la prueba de toxicidad aguda para las concentraciones
probadas (50 ppm, 150 ppm, 300 ppm) permitieron determinar la CLso de NOKOMIS 3-F4
sobre Mytilus californianus mediante la metodologia Probit, siendo ésta de 76.75 mg/L
para 96 horas (Figura 10). Segun la EPA, la CLsp de NOKOMIS 3-F4 en Menidia beryllina
para 96 horas es de 100 mg/Ly en Mysidopsis bahia para 48 horas es de 50.4 mg/L (EPA,
2010b). El analisis Probit indica que Mytilus californianus es mas sensible a NOKOMIS 3-F4
que Menidia beryllina pero mas resistente al dispersante que Mysidopsis bahia. Los
dispersantes usados por British Petroleum (BP) durante el derrame del Golfo de México
fueron COREXIT 9500A y COREXIT 9527A, de los cuales el primero tiene una ClLso de 2.61
mg/L para 96 horas en Menidia beryllina y de 3.4 mg/L en Mysidopsis bahia para 48

horas. El segundo dispersante, COREXIT 9527A, tiene una ClLso de 4.49 mg/L en Menidia
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sp. para 96 horas y de 6.60 mg/L en Mysidopsis bahia para 48 horas. Por comparacion con
estos datos, podria desprenderse la idea de que el dispersante NOKOMIS 3-F4 es menos
téxico que los dispersantes usados por BP: COREXIT 9500A, COREXIT 9527A. Segun los
parametros de la EPA, NOKOMIS 3-F4 seria clasificado como ligeramente toxico mientras
gue COREXIT 9500A se clasificaria como moderadamente tdxico (US EPA, 2010,). La EPA
considera a un compuesto moderadamente téxico cuando éste ejerce una respuesta
téxica en organismos acuaticos a una concentracion entre 1 y 10 ppm, y ligeramente
toéxico cuando el compuesto ejerce una respuesta a una concentracién entre 10y 100 ppm
(US EPA, 2010c). Aunque la EPA no indica claramente la efectividad de ambos
dispersantes no es aclarada por la EPA, dicho dato es de suma importancia para tomar una
decisién en relacién a su aplicacién, pues mientras que un agente puede ser menos tdxico
que otro, si éste es menos efectivo y se requiere aplicar una mayor cantidad para
dispersar la mancha de petrdleo, su baja toxicidad no marcaria una diferencia en el
impacto al ambiente. Otros parametros que se debieran tomar en cuenta son la toxicidad
del petrdleo dispersado, la dilucién que sufrira en el medio en que se dispersa y la
degradacion del dispersante en el ambiente, el potencial del habitat y las poblaciones a
recuperarse tras el impacto, entre otros aspectos que merecen estudiarse (George-Ares, y
Clark, 1997).

Cuando un xenobidtico se introduce en un organismo, las posibles causas de efecto
toxico observado son: a) La presencia del agente contaminante, o b) Algin producto de su

biotransformacion por el organismo (Smart y Hodgson, 2008). Al aplicar estas bases al
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presente estudio, se observd que la intensidad del efecto es similar en los grupos
expuestos a 4-nonilfenol y los grupos expuestos al dispersante NOKOMIS 3-F4, lo cual es
un indicio de que el agente dispersante es capaz de ejercer una disrupcién enddcrina
similar al compuesto 4-nonilfenol, ya sea por medio de un compuesto similar a 4-
nonilfenol en NOKOMIS 3-F4 o algun producto biotransformado del dispersante que sea
similar a 4-nonilfenol.

El 4-nonilfenol es el producto primario en la produccion industrial de surfactantes
no iénicos, como NOKOMIS 3-F4. Cuando estos productos se liberan al mar, se
biodegradan y metabolizan hasta convertirse en etoxilados de cadena corta y finalmente a
4-nonilfenol libre (Granmo et al., 1989). Cuando 4-nonilfenol se encuentra biodisponible a
organismos, su propiedad lipofilica le permite acumularse en los tejidos y por su similitud
con la hormona estradiol le permite activar los receptores de estrégeno y de esta manera
generar una respuesta en el organismo, como puede ser la produccién de proteinas VTG
(Ricciardi et al., 2008). De acuerdo al estudio realizado por Madigou y colaboradores
(2001), donde se encontré una correlacidon entre 4-nonilfenol y la actividad del receptor
de estréogeno de la trucha arcoiris, y a los experimentos realizados durante esta
investigacion, es posible que el dispersante pudiera ejercer un efecto por medio de los
receptores de estrégeno; sin embargo, se requieren estudios enfocados especificamente

en la actividad de estos receptores para elucidar este punto.
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Durante la prueba de toxicidad aguda preliminar (Figura 7), las hembras del grupo
expuesto al dispersante NOKOMIS 3-F4 con 50 ppm de concentracién presentaron un
aumento significativo en sus niveles ALP, mientras que los machos de este grupo no
mostraron un cambio en sus niveles ALP. Aunque en este experimento se esperaba
encontrar una similitud entre este grupo y el grupo control positivo (4-nonilfenol), esto no
fue asi, pues el 4-nonilfenol no ejercid efecto en los niveles ALP de los mejillones.
Mientras que NOKOMIS 3-F4 es hidrofilico y por consiguiente se disuelve facilmente en
agua de mar, este se mantuvo biodisponible y a concentracion constante durante los
experimentos; en cambio, el compuesto 4-nonilfenol es hidrofébico y requiere de un
disolvente para estar diluido en agua, la naturaleza hidrofébica de estos compuestos hace
gue se adhiera a superficies, ya sea la pared de la pecera o particulas en el agua. Para
estos experimentos se utilizd agua de mar filtrada por el sistema de ductos de la Facultad
de Ciencias Marinas de la UABC, la cual esta tratada por filtraciéon (0.45 w m), ademas los
organismos no se alimentaron durante el experimento con microalgas. Por lo tanto, el
agua en que se encontraban los mejillones no contaba con particulas para que ellos
filtraran y el 4-nonilfenol se encontraba a concentraciones bajas, lo cual no permitié que
se produjera un efecto observable. Cabe recordar que durante las pruebas de exposicidn
corta en organismos suele mantenerse este tipo de régimen alimenticio, ya que el

alimento puede interactuar y modificar la toxicidad de un xenobidtico (Lanno et al., 1989)

41



El control solvente de la prueba de toxicidad preliminar ocasioné un aumento en
los niveles de vitelogeninas encontrados (Figura 7), mientras que en la prueba de toxicidad
aguda y la prueba de toxicidad crdénica no ocasiond cambios significativos con respecto al
contol (Figura 11 y 12). Esto puede explicarse mediante las diferencias de los solventes
utilizados, ya que en la prueba de toxicidad preliminar se utilizé6 una mezcla de acetona y
acetonitrilo, mientras que en la prueba de toxicidad aguda y la prueba de toxicidad
crénica se utilizé solamente acetonitrilo. Conforme a los experimentos realizados, no se
encontrd una explicacion para estas diferencias observadas, sin embargo se estima que el
solvente acetonitrilo por si solo no ejercid un efecto en los niveles ALP en ninguno de los
tejidos durante la prueba de exposicidn aguda definitiva y la prueba de exposicion cronica.
Con base en lo anterior, se considera que el solvente acetonitrilo es una buena opcién
como solvente de 4-nonilfenol y no se recomienda utilizar la mezcla de acetonitrilo y
acetona, ya que en este estudio causé un aumento en los niveles detectados de ALP, lo
anterior ocasionaria respuestas positivas falsas.

Durante la prueba de toxicidad aguda preliminar (Figura 7), las hembras del grupo
expuesto a 50 mg/L de NOKOMIS 3-F4 mostraron un aumento significativo en sus niveles
ALP, mientras que los machos de este grupo no presentaron un cambio. Aunque en este
experimento se esperaba encontrar una similitud entre este grupo y el grupo control
positivo (4-nonilfenol), esto no fue asi, pues el 4-nonilfenol no ejercié un efecto en los
niveles ALP de los mejillones. NOKOMIS 3-F4 es hidrofilico y por consiguiente se disuelve

facilmente en agua de mar, por lo que se encuentra biodisponible y a concentracion
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constante durante los experimentos. Por otro lado , el compuesto 4-nonilfenol es
hidrofébico y requiere de un disolvente para estar disuelto en agua; la naturaleza
hidrofébica de este tipo de compuestos hace que se adhieran a superficies. ya sea la pared
de la pecera o particulas en el agua. En todos los experimentos se utilizé agua de mar
filtrada por el sistema de ductos de la Facultad de Ciencias Marinas de la UABC, la cual
esta tratada por filtracién (0.45 u m); por otro lado durante los experimentos de toxicidad
aguda los organismos no fueron alimentados. Por lo tanto, en esta experimentacion el
agua no contaba con particulas para hacer al xenobidtico mas disponible. Por lo anterior el
4-nonilfenol se encontraba disponible a concentraciones bajas, y no generd un efecto
observable.

Cabe recordar que durante las pruebas de exposicion corta en organismos acuatico
suele mantenérseles en ayuno, ya que el alimento es capaz de interaccionar y modificar la
toxicidad de un xenobidtico (Lanno et al., 1989). Esto es un factor importante a tomar en
cuenta y marca la diferencia que existe entre las pruebas de toxicidad agudas y la prueba
de toxicidad crdnica en relacidn a los protocolos establecidos para cada tipo de prueba
(US EPA, 1996). Siguiendo estos protocolos, durante las exposiciones agudas, los
organismos no fueron alimentados con Isochrysis 1800. Es posible que el 4-nonilfenol no
haya estado tan biodisponible durante estas exposiciones ya que el 4-nonilfenol suele
adsorberse a superficies como estas microalgas que posteriormente son filtradas por los
mejillones. En cambio, durante la exposicion crénica, los organismos si fueron alimentados

con lIsochrysis 1800, lo cual pudo favorecer la ingestion del xenoestrégeno y su
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bioacumulacién en M. californianus. Esto explicaria por que en la exposicion crénica se
observa una respuesta de aumento en el hepatopancreas en los mejillones expuestos a
4-nonilfenol y a NOKOMIS 3-F4, y una disminucién de los niveles ALP del grupo expuesto
a 4-nonilfenol y el grupo expuesto a NOKOMIS 3-F4 a 10 mg / en la génada de, mientras
gue en la exposiciéon aguda preliminar y la exposicion aguda definitiva no se observaron
respuestas de intensidad similar entre los grupos 4-nonilfenol y los grupos NOKOMIS
(Figura 8y 9).

En relacién al aumento observado en el experimento preliminar de toxicidad aguda
del grupo control solvente (Figura 7) comparado con la prueba definitiva de toxicidad
aguda (Figura 8) en el cual no se observan diferencias en este grupo con respecto al grupo
control. Podemos explicarlo mediante el analisis de los solventes utilizados. Debido a que
el 4-nonilfenol es hidrofébico, se utilizaron disolventes no polares para disolverlo en agua
de mar, para el experimento preliminar el solvente consistié en una mezcla de acetona y
acetonitrilo, mientras que en la prueba definitiva y la cronica, se utilizd solamente
acetonitrilo. Lo anterior sugiere que la acetona se comporté como un xenobiético, capaz
de alterar la produccidn de vitelogeninas. Cabe mencionar que el grupo 4-nonilfenol de la
prueba preliminar no manifesté un efecto visible aunque contaba con la misma
concentracion de la mezcla. Esto puede deberse a que el 4-nonilfenol ejercid una
inhibiciéon en la produccidon de vitelogeninas y este efecto se contrarresté con el
incremento provocado por el solvente. Por otra parte se observa que el solvente

acetonitrilo por si solo no ejercié un efecto en los niveles ALP en ninguno de los tejidos
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durante la prueba de exposicion aguda definitiva y la prueba de exposicidn cronica.
Considerando esto, se observa que el solvente acetonitrilo es una buena opcién como
solvente de 4-nonilfenol. No se recomienda utilizar la mezcla de acetonitrilo y acetona, ya
gue en este estudio causé un aumento en los niveles detectados de ALP.

Para el estudio de exposicion aguda definitiva se analizaron dos tipos de tejido,
hepatopancreas y gonada. En ambos tejidos se observé una respuesta de parte de los
organismos macho: en génada se observd una disminucién significativa de los niveles ALP
en los organismos expuestos a una concentracién de 5 mg/L del dispersante y en
hepatopdancreas (Figura 9) se observd una disminucién significativa de los niveles ALP en
los organismos expuestos a una concentracion de 10 ppm de NOKOMIS 3-F4. En general,
se esperaba encontrar un aumento en los niveles ALP de los organismos macho y no una
disminucion. Sin embargo, estudios en el salmoén atlantico han demostrado que el 4-
nonilfenol actla por varias rutas sobre el sistema enddcrino de los organismos, generando
diferentes respuestas a diferentes concentraciones, una de ellas es la induccién de altos
niveles de proteinas VTG en el plasma a dosis arriba de 10 mg de 4-nonilfenol por
kilogramo de peso corporal. Sin embargo el efecto documentado mas importante es el
incremento de la produccién de la enzima progesterona 6-hidroxilasa, e inhibicion de la
misma actividad a dosis mas elevadas (Goksgyr, 2006).

Es importante mencionar que el estudio de exposicion aguda definitiva (Figura 8 y
9) se llevd a cabo después del periodo de desove, los organismos colectados mantuvieron

su ciclo anual aun dentro del laboratorio, desovando en el periodo otofio invierno. Los
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frotis de tejido de génada de organismos de la prueba de toxicidad aguda definitiva,
mostraron menor cantidad de gametos que los observados en la prueba de toxicidad
aguda preliminar (Figura 7), lo que ocurrié durante el periodo de desove. El hecho de que
los organismos hayan mantenido su ciclo anual de desove es un indicador del bajo estrés
de estos bajo las condiciones de laboratorio. El grupo expuesto a 4-nonilfenol no mostré
un cambio en sus niveles ALP comparado con el grupo control, y tampoco mostrd una
similitud en la intensidad de respuesta con los grupos expuestos a NOKOMIS 3-F4. Es
posible que el estadio de la gametogénesis en el que se encontraban los organismos al
tiempo de exposicidon afectd la respuesta que tuvieron al dispersante. Esta hipodtesis tiene
dos puntos importantes, en primer lugar, hay temporadas en las que el mejillén es mas
susceptible al efecto de un estrégeno, ya sea por la produccién de vitelo u otros
componentes, por lo que el efecto de un xenoestrégeno sera mas marcado; en segundo
término, cuando el organismo se esta preparando para desovar, el contenido de lipidos en
el tejido es mayor, lo cual favorece que en el tejido gonadal se deposite mayor cantidad
de compuestos lipofilicos como el 4-nonilfenol, por lo que ocasiona un incremento del
mismo en el tejido y por lo tanto, ocasiona un mayor contacto del organismo con el
xenobidtico.

Una de las funciones de los ovocitos es proveer al embrién con el alimento
necesario para desarrollarse hasta el momento de volverse larva trocdfora, por lo que
estos gametos tienen un alto contenido de lipidos. Al ocurrir el desove, los organismos

hembra tendrian una mayor pérdida de lipidos que los machos, por lo que éstos tendrian
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una mayor acumulacién de compuestos lipofilicos en sus tejidos, como lo es NOKOMIS 3-
F4. Este hecho podria explicar porqué en organismos desovados no se observé efecto en
los niveles ALP de hembras, pero si de machos.

Para la exposicidn crénica que tuvo una duracion de 10 dias, se analizaron 3 tipos
de muestra, génada, hepatopancreas y hemolinfa. En los organismos hembra expuestas a
NOKOMIS 3-F4 y a 4-nonilfenol, se observé una disminucion significativa de los niveles ALP
en el tejido de gdénada (Figura 11). En los organismos macho expuestos a 4-nonilfenol y
NOKOMIS 3-F4 a una concentracién de 5 ppm se observé un aumento de los niveles ALP
en el tejido de hepatopdncreas (Figura 12). Para la metodologia utilizada, el andlisis en
hemolinfa (Figura 13) no mostré diferencias significativas entre los grupos expuestos y el
control. Posiblemente esto se deba a la menor concentracidon de proteinas tipo VTG
asociado a la baja sensibilidad del método utilizado, ya que posiblemente para detectar
diferencias entre estas concentraciones se requeriria un analisis mas sensible para este
tipo de muestra. Las concentraciones encontradas en hemolinfa fueron alrededor de un
orden de magnitud menor que las observadas en los tejidos de génada y hepatopdncreas.
Esto concuerda con las observaciones de Riffeser y Hock (2002), quienes aluden a la poca
aplicacion de hemolinfa como fuente de vitelogeninas en mejillones, y sugieren que este
tipo de proteina no es transportada por la hemolinfa sino que es producida in situ, dentro
de los ovocitos.

Durante la exposicion cronica, las hembras expuestas a 4-nonilfenol y al

dispersante disminuyeron sus niveles ALP en gdnada, comparadas con el grupo control
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(Figura 11), mientras que los machos expuestos a 4-nonilfenol y a NOKOMIS 3-F4 a una
concentracion de 5 ppm tuvieron un aumento significativo de sus niveles ALP en
hepatopdancreas (Figura 12). Lo cual es de gran importancia pues muestra una clara
similitud de intensidad de respuesta entre el control positivo (4-nonilfenol) y los grupos
expuestos a NOKOMIS 3-F4, y nos sugiere que NOKOMIS 3-F4 estd ejerciendo una
disrupcion enddcrina en los organismos de una intensidad similar que el 4-nonilfenol. Una
posible hipotesis que se desprende de aqui es que el mecanismo de accién del dispersante
es similar al de 4-nonilfenol sobre los organismos, aunque esto deberia ser confirmado
mediante estudios de biotransformacién de NOKOMIS 3-F4.

Durante las pruebas de toxicidad, tanto agudas como crénicas, se observé que en
los grupos de mayor concentracidon de dispersante los organismos mantenian las valvas
cerradas, disminuyendo el contacto con el medio contaminado y posiblemente su
metabolismo, a diferencia de los grupos de concentracion baja que mantenian las valvas
abiertas filtrando las particulas en el agua. Este comportamiento ha sido observado por
otros autores en Mytilus edulis expuesto a aceites y extractos de gasolina (Dunning y
Major, 1974; Rand, 1985). Los organismos sésiles han desarrollado estrategias para
minimizar el contacto con sustancias daifiinas por medio de cambios en el
comportamiento, esto lo logran cerrando sus valvas y aislandose del medio ambiente.
(Rand, 1985). Al realizar esta accion, los organismos minimizarian el contacto con su
medio, a su vez truncando la exposicion a NOKOMIS 3-F4, lo cual podria tener efectos en

los resultados, para lograr observar la correlacion entre la concentracién y la respuesta.
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En resumen, durante todas las exposiciones se observaron diferentes respuestas
de los organismos, es decir, los niveles de ALP en ocasiones aumentaron al ser expuestos
al dispersante y en otras disminuian. Estas diferencias se dieron entre machos y hembras
(incremento/decremento), por ejemplo durante la exposicién crénica se observd una
disminucion en los niveles ALP de las génadas de organismos hembra, mientras que se
observd un aumento en los niveles ALP en hepatopancreas de organismos macho También
se detectd una variacidn asociada a la fecha de exposicion, sugiriendo que la diferencia en
la respuesta depende del estado de gametogénesis y/o desove en el que se encontraban
los organismos.

Lo anterior puede confirmarse haciendo un seguimiento de los valores basales en los
organismos no expuestos a ningun tipo de xenobidtico. En relacidon a los niveles ALP
encontrados en los grupos control, éstos resultaron ser variables en cada exposicién. En la
exposicién aguda preliminar, realizada en septiembre, los niveles ALP fueron similares
entre machos y hembras (Figura 7), mientras que en la exposicién aguda definitiva
realizada en noviembre, los niveles de ALP en los organismos macho fueron mayores que
los niveles de las hembras (Figura 8 y 9). Por ultimo, en la exposicién crénica, realizada en
febrero 2011, los niveles de ALP de las hembras fueron mayores que los niveles de los
machos (Figura 11 y 12). Como se menciond anteriormente, es posible que estas
variaciones se deban al estadio de la gametogénesis en que se encontraban los
organismos, siendo los niveles de VTG mas altos cuando los organismos no han desovado

y se encuentran en periodo de almacenamiento y produccién de vitelo, es decir, durante
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el estadio temprano de la gametogénesis, en febrero. Mientras que en noviembre, los
organismos ya habian desovado y se encontraban en los ultimos estadios de la
gametogénesis. Esta observacién concuerda con lo reportado por Ciocan y colaboradores
(2010), quienes expusieron al mejillén Mytilus edulis a xenoestréogenos durante dos
etapas de la gametogénesis, mejillones en etapa temprana (febrero) y mejillones en etapa
tardia (abril), detectando respuesta en los organismos expuestos en febrero, y no asi para
los organismos expuestos en abril, concluyendo que el estadio en el que se encuentran los
organismos al momento de exponerlos a xenobiéticos puede influir fuertemente en las
respuestas que presenten los mejillones.

El tejido de gonada femenino contiene ovocitos y en consecuencia vitelo, lo cual lo
convierte en buen candidato para medir los niveles de ALP. Ademas, si la vitelogénesis se
da en el hepatopancreas como sucede con los peces, este tejido también seria un buen
candidato para evaluar los niveles de ALP. De acuerdo con estas observaciones, en este
estudio, a excepcion de la hemolinfa, los tejidos usados resultaron adecuados para el
ensayo ALP.

En general, los resultados concuerdan con las observaciones de Goksgsr (2006),
quien reporta poca correlacion entre la concentracidon y la respuesta de organismos
expuestos a 4-nonilfenol. Este autor plantea que el compuesto funciona sobre varias rutas
de disrupcién enddcrina, actuando como mimico del estrégeno (Arukwe et al., 1997a;
citado en Gokgsyr 2006), como un disruptor del metabolismo de los esteroides (Arukwe et

al., 1997b; citado en Gokgsyr 2006) y modulando los niveles del receptor de estrégenos
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(ER) (Yadetie et al., 1999; Arukwe et al., 2001; citado en Gokosyr 2006). Estas
observaciones sugieren que el compuesto puede generar diferentes respuestas a
diferentes concentraciones y que el efecto puede variar segun la temporada a la que el
organismo sea expuesto.

Los resultados de esta investigacion indican que el dispersante NOKOMIS 3-F4
ejerce un efecto sobre los niveles de ALP en gdénada y hepatopancreas de Mytilus

californianus.
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VII. CONCLUSIONES

1. El valor de Clsg 96 horas para Mytilus californianus hacia el dispersante
NOKOMIS 3-F4 es de 76.75 mg/L.

2. El agente dispersante NOKOMIS 3-F4 induce la produccién de vitelogeninas en
hepatopancreas de machos Mytilus californianus en los primeros estadios de la
gametogénesis.

3. Tomando en cuenta los bajos niveles de vitelogeninas encontrados durante los
primeros estadios de la gametogénesis, se concluye que NOKOMIS 3-F4 actua
como inhibidor en la producciéon de vitelogeninas en gdénada de hembras
Mytilus californianus.

4. En base al alto nivel de vitelogeninas encontrado durante el estadio medio, se
concluye que el agente dispersante induce la produccidn de vitelogeninas en
gonada de hembras Mytilus californianus en esta etapa de la gametogénesis.

5. Con base en la ausencia de cambios significativos en los niveles de
vitelogeninas de machos y hembras Mytilus californianus desovados expuestos
al dispersante con respecto al control, se concluye que NOKOMIS 3-F4 no

ejerce induccion de vitelogeninas en organismos desovados e esta especie.
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6. Considerando los bajos niveles de vitelogeninas encontrado en hemolinfa de
todos los grupos, se concluye que ésta no es una muestra bioldgica adecuada
para el ensayo ALP en Mytilus californianus.

7. El dispersante NOKOMIS 3-F4 tiene un efecto como disruptor enddcrino en
Mytilus californianus expuesto durante 10 dias a 5 y 10 mg/L, siendo su

respuesta variable a lo largo de su estadio en la gametogénesis.
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