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RESUMEN

El residuo mas comun en los océanos son los plasticos. Estos tienen la capacidad de
liberar toxicos que interfieren con el sistema endocrino o con cualquier otro drgano o
sistema que responda a hormonas. Dentro de este grupo, los mas comunes son los
gue se comportan como estrégenos y reciben el nombre de xenoestrégenos, y el de
mayor produccidon anual es el Bisfenol A, utilizado para endurecer algunos tipos de
plastico. La tortuga marina Lepidochelys olivacea, que es una especie vulnerable, cuya
migracion pasa por la zona de acumulacion de desechos mas grande del Pacifico
Norte. Esta tortuga presenta una determinacion sexual por temperatura (DST). Se ha
demostrado que el desarrollo gonadal de especies con DST puede ser susceptible a
factores exdgenos como las hormonas esteroides. Particularmente en la tortuga marina
Lepidochelys olivacea, los embriones incubados a 26°C se diferencian como machos,
mientras que los embriones incubados a 33°C se diferencian como hembras. En esta
especie el 17B-estradiol tiene un papel teratogénico al inducir la regresion de los
cordones sexuales precursores de la medula ovarica e inducir la proliferacion de la
corteza ovarica independientemente de la temperatura de incubacién. En su habitat, esta
especie marina no se encuentra expuesta al estradiol. Sin embargo, uno de los
principales contaminantes de cuerpos de agua salada es el bisfenol A (BPA). En el
estudio comprobamos la transferencia de este quimico de las tortugas hembras
adultas al vitelo de los huevos de la playa, mediante la estandarizacién de la técnica
de cromatografia liquida de alta densidad. Paralelamente, se realizé un estudio de
laboratorio con dosis preestablecidas para conocer el efecto del BPA en el desarrollo
gonadal de embriones de esta especie, y se analizaron las muestras por microscopia
de barrido, Histologia de cortes incluidos en EPON e inmunofluorescencia. Se registrd
una mortalidad elevada y un cambio estructural de la génada masculina, que presentd
una regresion de los cordones medulares y la proliferacion del epitelio simple en

estratificado. No se presentaron cambios en la génada a nivel genético.



INTRODUCCION

Los océanos juegan un papel fundamental para la manutencidon de los ecosistemas
terrestres y marinos en el planeta Tierra, por la gran cantidad de servicios
ambientales que proveen. Dentro de ellos destacan la generacién de oxigeno, la
regulacién de la temperatura global y el inicio del ciclo hidroldégico. También juegan un
papel econdmico importante, al proveer al ser humano de materia prima, servir como

ruta de transporte, y permitir actividades de esparcimiento (Walser 2008).

El residuo mas comun en estos océanos son los plasticos, y el lugar del globo
terraqueo en donde se concentra la mayor cantidad de plasticos es en el Giro del
Pacifico Norte, que es un area formada por el vortice de corrientes marinas en el
Oceano Pacifico, entre las costas de California y Japdén. Estos plasticos, tienen la
capacidad de liberar toxicos que tienen la capacidad de interferir con el sistema
endocrino o con cualquier otro érgano de los seres vivos que responda a hormonas, vy

reciben el nombre de disruptores enddcrinos (Barnes et al. 2009).

Dentro de este grupo, los mas comunes son los que se comportan como estréogenos y
reciben el nombre de xenoestrégenos, y contrario a los estrogenos naturales, éstos
son dificiles de degradar. El xenoestréogeno registrado para uso por la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos que ha generado una mayor controversia
es el mondmero Bisfenol A (BPA), un téxico presente en plasticos de uso diario como
juguetes, discos compactos, tuppers y biberones, lo que hace que cada afio se
sinteticen mas de 1.7 billones de libras de BPA en Estados Unidos. Se estima que mas
del 25% de los plasticos presentes en el océano tienen la capacidad de liberar BPA
(Derraick 2002).

La mayoria de los estudios de los efectos del BPA se han llevado a cabo en animales
de laboratorio, y muy pocos se han centrado en especies silvestres marinas. Los
unicos estudios de deteccién del compuesto llevados a cabo en vertebrados marinos

en vida libre se han realizado en peces (Crain et al. 2007).

La realizacion de estudios de este tdoxico en animales centinela resulta fundamental
para poder comprender el impacto del BPA en el ecosistema marino. Es por eso que el
presente estudio fue llevado a cabo en una especie de tortuga marina, por sus

cualidades como especie biomonitora.



La tortuga marina elegida para el estudio fue la Lepidochelys olivacea, que es una
especie vulnerable, cuya migracién pasa por la sopa de plastico del Giro del Pacifico
Norte, que es la fuente mas importante de contaminacién marina por BPA (Beavers et
al. 1996). En el estudio comprobamos la transferencia de este quimico de las tortugas
hembras adultas al vitelo de los huevos de la playa, mediante una técnica de

cromatografia liquida de alta densidad.

Paralelamente, se realizd un estudio de laboratorio con dosis preestablecidas para
conocer el efecto del BPA en el desarrollo gonadal de embriones de esta tortuga
marina. Esta especie presenta una determinacion sexual por temperatura, por lo que

este evento es sensible a dosis exdgenas de estrégenos.

La presencia de BPA en la tortuga golfina también puede ser una fuente de
contaminacién del téxico para los seres humanos, puesto que los pescadores de las
costas de Oaxaca tienen permitida la captura de una tortuga adulta al afio por familia,

ademas de que es comun la ingesta de sus huevos, aunque esté penado por la ley.



ANTECEDENTES

IMPORTANCIA DEL MAR

Los océanos juegan un papel fundamental para la vida en el planeta. No sélo fue el
medio marino primitivo en donde se origind la vida hace 3600 millones de afios; la
supervivencia de las especies que habitan la Tierra asi como el equilibrio de los
ecosistemas dependen de la salud del océano. De igual manera, desempefia un papel
fundamental para el bienestar social y econdmico de la poblacién humana.
Simplemente el 50% de ésta vive en zonas costeras y su supervivencia depende
directamente de los recursos marinos (Walser 2008). Desde la aparicion de la primera
célula, el océano ha evolucionado constantemente. Esta serie de cambios
experimentados a través de miles de millones de anos han hecho capaz la vida en la
tierra. Estas masas de agua que ocupan mas del 70% de la superficie del planeta son
el sustento de todas las formas de vida que conocemos actualmente (National Oceanic
and Atmospheric Administration NOOA 2007).

Los océanos juegan un papel complementario y de similar importancia al de la
atmosfera en la determinaciéon del clima del planeta. Estos almacenan energia
térmica, liberandola cuando las temperaturas bajan o transportandola a zonas menos
calidas. Por el contrario, cuando se enfria, genera movimientos que reaprovisionan de

calor a la superficie (Walser 2008).

Contrariamente a lo que se creyd durante anos, son los océanos y no los bosques los
pulmones del mundo. El 80% del oxigeno es producido por el fitoplancton, las algas,
las plantas marinas y los arrecifes de coral presentes en el mar. Estos cumplen
ademas con un papel activo en la creacion de la capa de ozono, vital para la vida en
la tierra (Walser 2008).

El ciclo hidroldgico, indispensable para mantener la vida en la Tierra, comienza en los
océanos. Sin el agua procedente de los océanos, las condiciones de humedad
requeridas por los ecosistemas no podrian ser satisfechas, y por lo tanto la vida no

podria mantenerse (Walser 2008).

Los ecosistemas marinos y costeros albergan los habitats mas productivos y valiosos
del planeta. Mas del 80% de la vida en la tierra se encuentra en el océano, en donde

habitan mas de 180 000 especies de animales y mas de 10 000 especies de plantas.



Esta alta diversidad ademdas de poseer un alto valor bioldgico per se, constituye la

mayor fuente de servicios ambientales del planeta (Walser 2008).

Como hemos visto, la vida en el planeta esta dada en gran parte por las condiciones
del océano, por lo que la degradacién de éste ultimo trae consecuencias catastroéficas,
muchas veces irreversibles, que ponen en riesgo la vida en la Tierra como la
conocemos hoy en dia. No obstante, la vastedad del océano hizo que por un lado se
pensara que sus recursos eran practicamente infinitos y por otro, que se utilizara
durante anos como el gran basurero del mundo, depositando desechos vy
contaminantes industriales y urbanos. Esto conllevd a una explotacion no sustentable
y destructiva que pasé por alto la fragilidad de sus ecosistemas. El resultado es el
cambio ambiental tan acelerado que experimentan los océanos actualmente (Daoji
2004).

La excesiva explotacion de los recursos marinos, la alteracidon o destruccion de los
habitats marinos, y la contaminacion procedente de actividades terrestres han tenido
una serie de consecuencias: el 70% de las reservas pesqueras del mundo se han
agotado o han sido objeto de pesca excesiva. El 75% de las especies que el hombre
consume estan sobreexplotadas o siendo explotadas al limite de su capacidad. La
poblacion de los grandes peces ha disminuido hasta un 90% desde el surgimiento de
la pesca industrial. Aproximadamente se ha perdido cerca del 25% de la superficie de
los arrecifes de coral. Una enorme cantidad de especies marinas se encuentran en una
situacién de alerta roja. La gran cantidad de contaminantes arrojados al mar ha
duplicado el nUmero de zonas muertas desde 1990. La creciente emision de CO2 ha
causado que el pH promedio de las aguas marino disminuya en un 30% y la que la
concentracién de iones de carbonato disminuya en un 16% desde la revolucién
industrial. La gran cantidad de plasticos industriales vertidos al mar causa la muerte
de mas de un millén de vertebrados anualmente, ademas de ocasionar (igual que
otros residuos toxicos) problemas endocrinos, mutaciones y cancer a vertebrados e
invertebrados (Derraik 2002).

De continuar asi el futuro de los ecosistemas marinos, asi como del resto de los
ecosistemas que dependen de éstos, sera incierto. Es por esto que la realizacion de

acciones encaminadas a la proteccion de los océanos resulta impostergable.

De acuerdo con el Fondo para el Medio Ambiente Mundial de Naciones Unidas, la
amenaza mas grave para los océanos del mundo es la contaminacion proveniente de

las actividades humanas tanto terrestres como marinas. Fertilizantes, plaguicidas,



desechos industriales, desechos nucleares, basura, drenaje, componentes quimicos
emitidos a la atmdsfera que se trasladan a través de los vientos y recaen en los
océanos (como cobre, niquel, mercurio, plomo, cadmio y zinc), combustibles fésiles y
sustancias téxicas usadas en la pesca son solo algunos de los contaminantes que
encontramos en los océanos (Singh 2009). Muchos de estos contaminantes son de
fabricacion reciente (no tienen mas de 50 anos) por lo que aun se desconoce su
toxicidad, asi como las repercusiones que tiene en la fauna silvestre marina, asi como
en los ecosistemas, y finalmente en el hombre, que se alimenta de recursos
pesqueros. Es por esto que es urgente tener una mejor idea acerca de las
consecuencias a la salud que suponen estar en contacto con estos contaminantes,

especialmente si consideramos que su produccién va en aumento (Colborn 1993).

Para tener conocimiento del panorama al que nos enfrentamos, es importante conocer
qué sustancias toéxicas estan presentes en el océano, en qué concentracion, qué

efecto estan teniendo en los organismos acuaticos, asi como su distribucién.

La enorme superficie de litoral con el que cuenta México hace que este sea un pais
adecuado para llevar a cabo este tipo de estudios. México cuenta con de 1 964
375km, una plataforma continental de 388 000 km2, 15 670 km2 hectareas de

estuarios y una superficie insular de 5 083 km2. El mar territorial abarca alrededor de
231 000 km2 y la zona econdmica exclusiva tiene un area de 3 149 920 km2; y esta
rodeado por cuatro mares principales: el Pacifico, el Golfo de California, el Golfo de
México y el Caribe (CONABIO 2009).



TORTUGAS MARINAS

Una forma de aproximarnos a la problematica mencionada en la seccion anterior, es
utilizando a las tortugas marinas como biomonitores del estado de contaminacion del
océano. Su amplia distribucion geografica hace que habiten practicamente todas las
cuencas marinas alrededor del mundo (Meylan y Meylan 2011), su complejo ciclo de
vida implica la utilizacién de habitats tan variados como tierra firme al momento de la
ovoposicion, de arrecifes de coral durante el apareamiento y mar abierto durante el
forrajeo (Frazier 2002). Sumado a lo anterior, su determinacion sexual por
temperatura, sus migraciones de miles de kildbmetros, la gran expectativa de vida que
tienen, su posicion dentro de la cadena tréfica, su fidelidad a los sitios de anidacién,
su sensibilidad similar a concentraciones de contaminantes iguales o mayores a las
reportadas para aves y mamiferos (Hall 1980) las convierten en un excelente modelo

de estudio.

Las aguas costeras y pelagicas de México hacen que 6 de las 7 especies de tortugas
marinas existentes en el mundo usen playas mexicanas como sitio de anidacién. Estos
animales pertenecen al orden Testudines y dentro del suborden Cryptodira. Este
ultimo se divide en dos familias: la Dermochelydar, cuyo Unico representante es la
Dermochelys coriacea o laud, y la familia Cheloniidae, que agrupa a las 5 especies
restantes de tortugas que visitan nuestras costas: Lepidochelys olivacea o golfina,
Lepidochelys kempii o lora, Eretmochelys imbricata o aplanada, Natator depressus o
caguama, Caretta caretta o verde, y Chelonia midas o prieta. (Witzell 1987, Alvarado
et al. 1991, Pritchard 2002, Meylan y Meylan 2011, Mortimer y Plotkin 2000, Marquez
2002).

Ademas de su papel como especie bioindicadora, este grupo de animales cumple con
diversos roles ecoldgicos necesarios para mantener la salud del océano. Al pertenecer
al grupo mas antiguo de reptiles, y llevar aproximadamente 200 millones de afios en
la Tierra, desde el periodo Jurasico (Marquez 2002), estos animales desempefian un
sin numero de funciones para mantener en equilibrio a las poblaciones de medusas,
constituir un habitat para pequefios organismos marinos, mantener en buen estado
los arrecifes de coral, ofrecer alimentos proteicos en temporada de anidacion,

aumentar el reciclaje de nutrientes y mantener en buen estado los lechos de plantas



marinas. Conforme declinan sus poblaciones, declina también su habilidad de llevar a

cabo funciones vitales para los ecosistemas marinos.

Esto hace sumamente importante realizar estudios sobre el efecto de la
contaminaciénen estos organismos. Por un lado la salud y tamafio de sus poblaciones
se puede extrapolar a la salud del mar y por otro, el conocer los toxicos a los que
estan expuestos asi como su efecto, permite realizar una proyeccion del futuro de la

especie, que es vital para el mantenimiento de la salud del océano.

Lamentablemente, hoy en dia las poblaciones de estas especies, alguna vez
abundantes, estan declinando a tasas alarmantes de manera global (Pritchard 2002).
Aunque los resultados de las actividades humanas, como la sobreexplotacién y la
captura incidental, han sido citadas como la principal amenaza en su supervivencia
(Hutchinson y Simmonds 1991) sin duda también la contaminacidon quimica juega un
papel importante en su supervivencia. Existe poca informaciéon sobre concentraciones
de contaminantes y sus efectos en las poblaciones de especies acuaticas (Ehrhart
1981, Herbst 1994, Herbst y Klein 1995) debido a que la mortalidad resultante de la
contaminacion marina es una de las mas dificiles de estimar de todas las fuentes de
mortalidad inducidas por el ser humano (Storelli et al. 2007). Este panorama ha
hecho que actualmente absolutamente todas las especies de tortugas marinas se
encuentren en peligro de extincidn o amenazadas (Ekert et al 2000), y por lo tanto se
encuentren incluidas en el Apéndice I de la Convencién Internacional para el Comercio
de Especies de Flora y Fauna Silvestre Amenazada (CITES) y la Norma Oficial
Mexicana NOM-059- SEMARNAT-2010.



TORTUGA GOLFINA

La Tortuga golfina (Lepidochelys olivacea) es sin duda, la tortuga marina mas
abundante en el globo. Se distribuye globalmente en regiones tropicales de los
océanos Pacifico, Indico y Atlantico. En el Océano Pacifico oriental se observa desde el
noroeste de la Peninsula de Baja California y el Golfo de California hasta Chile,
teniendo las areas mas importantes de anidacion del continente Americano en México
y Costa Rica. (Herbst 1994, Marquez 2002).

De acuerdo con datos provenientes de su zona de anidacidn, se estima que la
poblacién de esta especie ha sufrido un decremento de hasta un 37%. (Abreu-Grobois
y Plotkin, 2008). Su gran abundancia en las playas de anidacion favorecié su
explotacion por parte de la poblacion costera. Esta pesca comercial crecié de forma
exponencial de 1940 a 1970, por lo que el gobierno mexicano tuvo que implementar
una serie de medidas para su recuperacion, como vedas temporales y sanciones
(Cliffton et al. 1982). Sin embargo, no fue sino hasta que el gobierno declaré una
veda permanente en 1990, después de encontrarse con poblaciones locales extintas,
junto con actividades encaminadas a su investigacién y a su conservacién, que la
poblacion de las tortugas golfinas empez6 a recuperarse (Pefaflores-Salazar et al.
2001).

El Santuario “La Escobilla”, que es la principal playa de anidacion de Lepidochelys
olivacea de México y del mundo, registré un aumento de 55,000 nidos en 1988 a mas
de 700,000 nidos para 1994 (Marquez et al. 1996) y a mas de 1 000 000 de nidos
para el aifo 2000 (Marquez et al. 2005). Incluso las tortugas de esta especie
comenzaron a anidar en una playa del estado de Michoacan en donde anteriormente
no se tenia registro de anidaciones previas por parte de L. olivacea (Sanchez y Reyes
1998).

De todas las tortugas marinas es la Unica catalogada por la Unidn Internacional para
la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN), como vulnerable, y no como en peligro de
extincion. Sin embargo, esta tortuga aun afronta dia con dia diversas amenazas como
la captura incidental en pesca de arrastre, la captura clandestina tanto de ejemplares
adultos como de sus huevos, el cambio climatico global, y la contaminacién quimica
del océano. Esto Ultimo es importante, ya que al ser una tortuga netamente carnivora,

su pico agudo y fuerte, es una herramienta que le permite aprovechar tanto



organismos del fondo como de la superficie; lo que la hace mas susceptible a la
contaminacién. Dentro de su dieta encontramos esponjas, cangrejos, camarones,
langostas, medusas y pescado, lo que puede promover la bio acumulacién de los
contaminantes ingeridos por sus presas. Su dieta en la fase juvenil cambia
drasticamente segun su localizacidon. En aguas oceanicas se alimenta de organismos
pelagicos como langostillas y huevos de peces, mientras que en aguas costeras se

alimentan de crustaceos, moluscos, peces y salpas (Montenegro et al 1986).

La amplia distribucién que presenta la Lepidochelys olivacea en el globo terraqueo, su
longevidad, sus habitos alimenticios y su estado de conservacién, ademas de 30 anos
de estudio sobre la biologia de la especie, constituye un excelente modelo para

estudiar el efecto de la contaminacion del océano en los seres vivos.



MIGRACION DE LA TORTUGA GOLFINA

Para conocer los posibles contaminantes a la que esta tortuga esta expuesta, es
fundamental conocer su ruta migratoria, para identificar las zonas de alimentacion, asi
como los sitios en el mar altamente contaminados por plastico, para encontrar los
lugares de traslape. A continuacidn se presenta una revision de toda la literatura que

habla acerca de su distribucion.

La lista roja de la IUCN (2011) reporta la distribucion de esta especie en el mundo
(figura 1).

Figura 1. Mapa de distribucidon de Lepidochelys olivacea segun la ICUN.
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No obstante, existen estudios que muestran que el area de forrajeo y migraciéon para
la L. olivacea en el Océano Pacifico Tropical del Este (zona de distribucion de las

poblaciones mexicanas) es mucho mas extensa, como se vera a continuacion.

Aunque todas las especies de tortugas marinas comparten un ciclo de vida, que
abarca gran parte del periodo de desarrollo en el mar abierto, la Lepidochelys olivacea
junto con la Dermochelys coriacea constituyen las especies mas pelagicas. Esto
dificulta el poder realizar una documentacion de su trayectoria por lo que muchos

anos el periodo desde que las tortugas recién nacidas se adentraban al mar hasta que



las hembras regresaban a desovar se conocia como los “afios perdidos” (Paolo Luschi
et al. 2003). La zona ocupada por las tortugas se inferia de los resultados obtenidos
de los registros de recaptura (René Marquez et al. 1976). En la década de los 90,
estudios de telemetria dieron a conocer la ruta de migracion de algunos ejemplares
adultos y un estudio realizado por Jeffrey J. Polovina (2004) se centrd en juveniles.
Sin embargo, el uso de telemetria no es posible en crias de tortuga por lo que este

periodo sigue siendo el menos estudiado.
Crias:

Por crias se entiende a las tortugas que conservan la cicatriz umbilical (Marquez et al,
1976).Las crias después de nacer se dirigen a la playa y son acarreadas por las
corrientes marinas hasta llegar a sus “nursery habitats” en donde pasan varios afios.
Estos movimientos a la deriva en las corrientes les proporcionan alimento y
disminuyen el riesgo de ser ingeridos por algin depredador, dado que en su mayoria
se encuentran en la costa (Paolo Luschi et al 2003). Probablemente el habitat de
alimentacién de las crias se encuentra en el Océano Pacifico Tropical del Este que
corresponde a la regién comprendida entre los 25°N-20°S y del continente americano
a los 1400W. (Beavers et al. 1996).

Juveniles:

Se consideran juveniles aquellas tortugas cuya cicatriz umbilical sea imperceptible,
hasta los 30 cm de longitud del caparazén, y que aun conservan huellas de las quillas

en los escudos dorsales y abdominales. (Marquez et al. 1976).

Un estudio llevado a cabo por Jeffrey J. Polovina (2004) en Hawaii siguio la
trayectoria de 10 juveniles de L. olivacea en su trayectoria por el Pacifico Norte. En
este estudio, por medio de técnicas genéticas se demostrd que 6 de las 10 tortugas

tenian su origen en poblaciones del Pacifico Este, lo que nos dice que tanto las
tortugas del este como las del oeste se alimentan juntas en el Giro del Pacifico Norte.
Dos de las tortugas provenientes del este eran probablemente sexualmente maduras,

por lo que probablemente los juveniles y adultos compartan el area de alimentacién.

No obstante, las tortugas golfinas provenientes del Pacifico Oeste pasan mas tiempo
en las corrientes océanicas mayores, como la esquina sur del KEC, la corriente
norecuatorial y la contracorriente ecuatorial(ECC). Las tortugas del este no muestran

signos de haber utilizado estos habitats, por lo que las diferentes poblaciones pueden



ocupar diferentes habitats dentro del Gyro Subtropical. (Polovina et al 2004). La
distribucién de este grupo de L. olivacea se encontra entre los 8-31°N, en areas cuya
temperatura oscilé entre los 23°C y 28°C. La trayectoria de algunas tortugas indica

que probablemente migran estacionalmente de norte a sur.

Existe evidencia de que a medida que los juveniles van creciendo, dejan de ser
totalmente dependientes de las corrientes marinas y pueden nadar en contra de ésta
para encontrar sus habitats de forrajeo (Luschi et al. 2003). Los juveniles tardios
empiezan a acercarse a la zona neritica, cerca de la playa donde nacieron. La
trayectoria que realizan para corregir los miles de kildbmetros que se dirigieron a la
deriva es realizada de manera activa, a veces ayudados por los giros pero la evidencia
sugiere que la mayoria de las veces las tortugas nadan de manera activa (Paolo
Luschi et al. 2003).

Sub-adultos y adultos:

Los subadultos son ejemplares que presentan todas las caracteristicas de un adulto,
pero no estan aun en etapa reproductiva y la talla del caparazén generalmente es
mejor a los 55 cms. Los adultos han iniciado la etapa reproductiva y generalmente

poseen un caparazén mayor a los 55 cms. (Marquez et al. 1976).

Sin duda, la fase mas conocida de la L. olivacea es la de la tortuga adulta. Esta
especie, a diferencia de la mayoria de las tortugas marinas, en vez de dirigirse a un
sitio de alimentacidn definido tras la puesta, tiende a comportarse de igual manera
que los juveniles. Esto es, realiza movimientos errantes a través de miles de
kildbmetros (Luschi et al. 2003), lo que sugiere que pueden compartir el area de

alimentacién con tortugas mas jovenes.

René Marquez (1976) senala que de acuerdo a los registros de recaptura de las
tortugas adultas, pueden existir subpoblaciones definidas por las areas de anidacion, y
gue una vez terminada la época de reproduccion se dirijan a sus areas de
alimentacidon que se encuentran al norte y sur de México hasta Centro América. Segun
este autor es posible que la subpoblacidn de Oaxaca se dirija hacia el sur hasta
América Central y la de Guerrero y Jalisco hacia el norte, hasta la Peninsula de Baja
California internandose en el Golfo de California y al Oeste de la Peninsula. No se ha
determinado el grado de mezcla de estas subpoblaciones en el area de alimentacién.
Se han observado colonias de adultos que permanecen en areas cercanas al sitio de

reproduccion durante todo el afo.



Plotkin sefiala que la L. olivacea en el Océano Pacifico Tropical del Este se distribuye
ampliamente en la zona peldgica desde México hasta Peru y que no siguen ningun
corredor especifico. Su estudio de telemetria demuestra también, que las tortugas

golfinas del Océano Pacifico Tropical del Este pueden cambiar sus patrones de
migracion como adaptacion a los cambios del ambiente como es el caso del evento
climatico El Niflo. De acuerdo con la investigadora, el patron migratorio de hembras y
machos es muy similar, y ninguno de los 2 muestra algun tipo de fidelidad por un

area especifica. (Plotkin 2010).

Los resultados telemétricos de Beavers, que siguieron a un macho adulto en el océano
Pacifico Tropical del Este, muestran que el ejemplar se desplaz6 durante casi 4 meses
por la region comprendida entre los 5°N-20°N y del continente a mas alla de los
1200W. Los autores no especifican el origen de la tortuga. Esta trayectoria estuvo
influenciada por la corriente norecuatorial (NEC) que fluye hacia el este entre los
109N-20°N y la ccontracorriente norecuatorial (NEC) que fluye al este entre los 4°N-
109N, y por la corriente de california, que penestra al Pacifico Tropical del Este de
diciembre a abril a los 10°N-20°N. (Beavers et al. 1996).

Por su parte, Peter Etnoyera sefiala que hay reportes de grandes grupos de L.
olivacea en el Océano Pacifico Tropical de Este hasta los 120°W. La telemetria que
realizaron muestra como la tortuga L. olivacea “Manuela” se desplazd entre los 110°W
y 118°W, y los 20°N y 28°N (Etnoyera et al. 2005). El estudio tampoco indica el
lugar de origen de los ejemplares encontrados en las redes ni el de la tortuga que

siguieron.

Finalmente, Paez-Osuna en su estudio de plomo en L. olivacea del Pacifico del Este,
sefala que la especie se distribuye desde las costas de centroamérica y sur de México
hasta los 1200 W. Sin embargo, no indica como fue que obtuvo el area de forrajeo y

distribucién de esta especie (Paez-Osuna et al, 2010).

Contrariamente, el estudio realizado por Yonat Swimmer para determinar la
trayectoria seguida por tortugas L. olivacea de Costa Rica muestra que éstas tienen
una distribucién muy restringida. El uso de pop-off satellite archival tags (PSAT)
permitido determinar las trayectorias mas probables seguidas por estas tortugas. Los
resultados sefalan que el 36% de las tortugas se encontraban en el Domo de Costa
Rica, cerca de los 8-100N y los 88-900W. Estas aguas se caracterizan por tener una

cantidad de alimento para las tortugas. (Yonat Swimmer et al/ 2009).



Hacen falta estudios con tecnologias novedosas como los isétopos radioactivos para
poder conocer con certeza la distribucién de Lepidochelys olivacea durante su ciclo de
vida. De los articulos revisados podemos concluir que el area de distribucion de la L.
olivacea proveniente de las costas mexicanas se encuentra en el Pacifico tropical del
Este, que se encuentra entre los 28°N-20°S y del continente hasta los 140°W. Esta
zona concuerda con la zona de acumulacion de desechos plasticos marinos del Pacifico

Norte (consultar capitulo siguiente) (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Distribucidn de la tortuga golfina en el Oceano Pacifico.
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Figura 3. Probable distribucion de los desechos plasticos en el Océano Pacifico.
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EL PLASTICO EN EL MAR

La demanda mundial de plasticos ha aumentado constantemente a lo largo de los
ultimos afnos y en la actualidad se situa en alrededor de 245 millones de toneladas
anuales. (Barnes et al. 2009) En Estados Unidos, entre 1970 y 2003 los plasticos se
convirtieron en el segmento de residuos municipales de mas rapido crecimiento, con

un aumento de 9 veces (James 2008).

Como resultado, estos polimeros sintéticos, han estado entrando en el medio
ambiente marino en cantidades paralelas a su nivel de produccién durante el ultimo
medio siglo. Sin embargo, en las Ultimas tres décadas, la tasa de deposicidn se ha
acelerado mas alla de la tasa de produccion, y los plasticos son ahora uno de los
contaminantes mas comunes y persistentes en las aguas del océano y playas de todo

el mundo (James 2008).

Desde 1970 existe una preocupacion por la cantidad de desechos marinos en el
océano, por lo que se ha vuelto un tema clave para la biologia de la conservacién de
ecosistemas marinos. Estos estudian muestran cdmo incluso en la Antartida se existen
desechos plasticos (Zarfl yMatthies, 2010)

Los desechos marinos pueden consistir en plastico, vidrio, metales, espuma de
poliestireno, caucho, equipos de pesca abandonados y buques abandonados. Los
plasticos son el tipo predominante de desechos marinos y representan entre el 60% vy
el 80% del total de los desechos marinos en los océanos del mundo, alcanzando

niveles de hasta 95% en algunos sitios (EPA act 2011).

Los desechos marinos pueden degradar los habitats ocednicos, amenazar fauna
marina y costera, interferir con la navegacion, resultar en pérdidas econdmicas y

amenazar la salud y seguridad humana (EPA act 2011).

Actualmente, el Giro del Pacifico Norte es en donde se concentra la mayor cantidad de
estos desechos marinos plasticos, en particular entre los 200N y 400N, entre las
aguas tropicales y subarticas. Esta area de desechos concentrados se divide en dos
zonas de acumulacién: el parche de basura de oriente que ocurre fuera de Japon y el

parche de basura de occidente, entre Hawaii y California (EPA act 2011).

El tamafo de los parches de desechos es dificil de calcular porque estan en continuo

movimiento por lo que la distribucién y la cantidad de los desechos no esta bien



cuantificada. Sin embargo, se estima que contienen 100 millones de tonelada de
basura; la mayoria de los desechos se encuentra por debajo de la superficie del agua

y se extiende en profundidad hasta los 30 metros (EPA act 2011).

Aproximadamente la mitad de los desechos plasticos flotan y permanecen cerca de la
superficie del océano. Con el tiempo, y conforme se van desintegrando en plasticos
mas pequenos, organismos y sedimentos se les agregan, aumentando el peso de las
particulas lo que puede causar que se hundan y eventualmente alcancen el fondo del
océano. La otra mitad de los plasticos no flota por lo que se va directamente al fondo
del mar. La mayoria de los estudios ha explorado la acumulacién de plastico por hasta
30 metros debajo de la superficie del océano (EPA act 2011). La remocién de estos
plasticos resulta imposible con tecnologias actuales, dado que el sol fotodegrada al
plastico en pedazos cada vez mas pequefios, que alcanzan el tamafio del plancton;
hoy en dia existen lugares en el océano en donde la proporcidn plastico: plancton es
de 6:1. Esto hace imposible su limpieza puesto que filtrarlos implicaria retirar junto
con ellos el plancton, y terminar con la productividad primaria del océano. Esto trae
como resultado que muchos animales consuman enormes cantidades de plastico

diariamente.

El transporte de los desechos marinos, especialmente de plasticos, constituye por si
mismo un mecanismo de transporte de compuestos organicos persistentes. Los
plasticos son polimeros hechos por el hombre que pueden contener otros
contaminantes organicos como ftalatos y fenoles incluyendo el BPA. Adicionalmente,
los plasticos tienen alta habilidad para el almacenamiento de contaminantes
hidrofébicos como PAHs, PCBs y DDT, por lo que la red tréfica podria estar afectada
en su totalidad por la presencia de plasticos en el océano. (EPA 2011). Estos quimicos
pueden penetrar en las células, interactuar quimicamente con moléculas bioldgicas

importantes y pueden causar una alteracidon del sistema endocrino (Foster 2006).



EL BISFENOL A

Algunos de los contaminantes encontrados en los plasticos tienen esta capacidad de
alterar el desarrollo y funcionamiento del sistema endocrino asi como el de los
organos que responden a las sefiales endocrinas. Los efectos de estos disrruptores
endocrinos pueden ser irreversibles y permanentes y pueden ser transmitidos
verticalmente. Los que tienen la capacidad de comportarse como estrdogenos reciben
el nombre de xenoestrégenos, ecoestrogenos o estrogenos ambientales (Jones et
al.,2000, Brion et al. 2002).

Los organismos son mas susceptibles en etapa de embrién temprano, feto o neonatos.
Algunos de los efectos reportados en fauna silvestre han tenido como efecto una
funcidon anormal de la tiroides en aves y peces, disminucion de la fertilidad en peces,

aves y mamiferos, alteracién del sistema inmune en aves y mamiferos (Crain 2007).

Sus efectos pueden manifestarse en formas totalmente diferentes dependiendo de la
especie, edad y estado fisioldgico o pueden manifestarse hasta que el individuo llegue
al estado adulto, aunque haya sido expuesto al disrruptor en etapas tempranas del
desarrollo embrionario. Dentro de estos compuestos, los mas comunes son los que
mimetizan la accién de los estrégenos, al unirse a receptores estrogénicos y tener la
capacidad de inducir respuestas similares a las producidas por la hormona 17B
estradiol. Es por esto que reciben el nombre de xenoestréogenos (Jones et al. 2000
Brion et al. 2002).

A diferencia de los estrégenos naturales, los xenoestrégenos son dificiles de degradar,
por lo que se acumulan en los animales; de la misma forma, tienen un periodo de vida
largo que les permite permanecer en el ambiente por mucho tiempo; y al ser
lipofilicos, tienen la capacidad de almacenarse en el tejido graso y de esta forma
bioacumularse a lo largo de la red tréfica (Facemire, 2000). Estas sustancias ya se
han encontrado en zonas en donde nunca se han utilizado debido a su traslado
mediante el aire, el agua y los animales y plantas (Zhu y Norstrom 1993,
Facemire,2000).

Se sabe que los compuestos xenoestrogénicos se acumulan en la superficie del mar
(Obbard 2006). Debido a esto, algunos plastificantes de ftalato han sido prohibidos

por la Comisién Europea (Andrady 2005), y numerosos estudios han encontrado



efectos nocivos de otro plastificante comun, el bisfenol-A. (Vom Saal y Welshons
2005).

Al menos el 25% de los desechos marinos plasticos tiene la capacidad de liberar BPA.
Se ha observado que la biodegradacién de los polimeros de plastico por
microorganismos introduce BPA en el agua salada (Artham y Doble 2009). Otro
estudio sefiala que cuando los plasticos de policarbonato se exponen a las sales en el
agua de mar, comienzan a desprender BPA de forma acelerada (Sajiki y
Yonekubo,2003). Otra fuente de contaminacidon del ambiente marino con BPA esta
constituida por los lixivados provenientes de los vertederos, y es mayor en el
continente asiatico (Saquing et al. 2009). Concentraciones significativas de BPA han

sido detectadas en muestras del Gyro del Pacifico Norte. (Saquing et al. 2009)

Este compuesto organico con 2 grupos funcionales fenol fue desarrollado en Rusia en
1891 y actualmente es un componente clave para la manufactura de plasticos, resinas
epoxys Yy policarbonato de plastico. Tan sélo en Estados Unidos, mas de 1 millén de

toneladas de BPA son sintetizadas y utilizadas cada afio (EPA act 2011).

Desde la década de los 90 se comprobé la actividad estrogénica del BPA, asi como la
liberacidn de esta sustancia de los plasticos 3 y 7 cuando son expuestos a una fuente
de calor (EPA act 2011).

El principal mecanismo de accién del BPA es el acoplamiento directo a los receptores
de estradiol. Sin embargo a través de 3 mecanismos secundarios esta sustancia es
capaz de elevar los niveles de estrégeno del organismo. Primero, el BPA estimula la
acumulacién de RNA mensajero para los receptores de estrégenos. Segundo, el BPA
tiene la capacidad de separar al 17B estradiol de su proteina acarreadora, situacion
gue eleva la disponibilidad endégena de los estrogenos. Finalmente, el BPA inhibe la

excresiéon del 17B estradiol enddgeno (Krishnan 1993).

El efecto del BPA en un organismo depende de la cantidad del xenobidtico, la etapa
fisioldgica en la que los organismos estuvieron en contacto con él, y el tiempo durante
el cual los individuos estuvieron en contacto con la fuente de exposicion. Los efectos
identificados en especies silvestres incluyen la alteracion de la determinacion sexual
debido a una exposicion durante la organogénesis de las gonadas; la alteracion de la
funcion gonadal debido a una exposicién durante y después de la organogénesis de
las génadas; y la produccion de vitelogenina hepatica tras la exposicién de individuos

totalmente organizados (Voom Saal 2006).



El BPA, aunque tiene una vida media corta se considera persistente debido a su
continua disposicion (EPA act, 2011). Es bioacumulable debido a que la concentracidon
en los organismos que ocupan eslabones mas altos en la red tréfica es mayor que la
del ambiente que los rodea. Esto se debe a su absorcion a través de sus alimentos.
Tiene una toxicidad individual. Se ha encontrado en tejidos de animales, hasta en

concentraciones de 15ug/Kg.

En la vida silvestre se han hecho una gran cantidad de estudios con dosis conocidas
para observar el efecto que tiene el BPA en peces y anfibios, y se ha observado tanto
un efecto de disrruptor enddécrino (Alteracion de la determinacidon del sexo, alteracion

funcidon gonadal, produccidon hepatica de vitelogenina) como teratogénico

(microcefalia, longitud corporal disminuida, edema, escoliosis). La mayoria de estos

ultimos ocurren a dosis poco probables de suceder en el ambiente. (Crain 2007).

El Unico estudio realizado en reptiles es en el cocodrilo Caiman larirosis, en donde la
aplicacion de 9mg de BPA por huevo, a huevos incubados a temperatura

masculinizante generd una reversion sexual (Stoker 2003 y 2007).

El Unico estudio que reporta tazas de mortalidad es en animales silvestres es en
caracoles, en donde los caracoles hembra expuestos al BPA tienen una mortalidad del
13.3% al 15.7%, en comparacion a la mortalidad de 3.8% del control (Oehlmann
2006).

La liberacién de BPA supone un grave problema para las redes troéficas del océano.
Algunos de los animales que corren un mayor riesgo son las tortugas marinas, pues
se distribuyen en aguas tropicales y subtropicales, con algunas especies presentes en
la zona de convergencia del Pacifico. Las tortugas marinas no parecen distinguir entre
el plastico y las presas naturales por lo que ingieren gran cantidad de los primeros.
(Lutz 1990). Ademas de la ingestidn directa de los plasticos, las tortugas ingieren
otras presas como zooplancton crustaceo, que se ha demostrado que no distingue
entre algas y perlas de poliestireno (Bern 1990). Esto puede repercutir el futuro de la
especie considerando que exposiciones cortas a BPA pueden tener efectos
permanentes en el desarrollo de los organismos acuaticos, especialmente en el tiempo

de las ventanas criticas.



Las tortugas marinas adultas podrian no acumular concentraciones letales de estos
contaminantes, pero la transferencia de los contaminantes acumulados durante la
vida de una tortuga hembra hacia los huevos podria alcanzar niveles que

comprometan el desarrollo del embridn.

Existen estudios que han medido concentraciones de BPA en la dieta de Lepidochelys
olivacea como camaron (Basheer et al. 2004), peces (Belfroid et al. 2002), cangrejo
(Basheer et al. 2004), calamar (Basheer et al. 2004) y almeja (Heinonen et al.,2002).
La dieta y la ingesta de agua puede conllevar a la acumulacion de BPA en el tejido
adiposo (Corsolini et al. 2000).



TRANSMISION MATERNA DE CONTAMINANTES

En especies oviparas, las hembras comunmente transmiten parte de la carga de
contaminantes a sus huevos debido al caracter lipofilico de los contaminantes. Todas
las sustancias detectadas en sangre de Dermochelys también se encontraron en los
huevos, confirmando la transmision materna en tortugas marinas. Esto causa
preocupacion con contaminantes organicos persistentes que han mostrado afectar
etapas tempranas sensibles y con ello la viabilidad de la descendencia de muchos
reptiles. (Guirlet 2010, Raushenberg et al. 2002).

Al ser consumidos por los adultos, los contaminantes alcanzan el tejido adiposo via el
torrente sanguineo y son acumulados (Corsolini et al. 2000). Una vez que estas
sustancias son ingeridas, pueden ser eliminadas o transformadas en otros compuestos
mas o menos téxicos, como es el caso de los compuestos hidrosolubles. Por otro lado
pueden ser almacenados en los tejidos, en el caso de los compuestos liposolubles.
Estos compuestos son almacenados en el tejido graso principalmente. Esto ocurre
porque el producto quimico se absorbe mas rapido de lo que se puede metabolizar o
excretar, o porque no puede ser metabolizado, o es metabolizado y los productos de
degradacion no se pueden eliminar (Beek et al. 2000). Su caracter lipofilico es lo que
hace que se mantenga en los tejidos grasos de los organismos como el tejido adiposo,

el higado y el cerebro.

Las reservas lipidicas se movilizan en periodos de alta demanda de energia y de
ayuno, y con ello los toxicos presentes en el tejido adiposo. La temporada de
reproduccion requiere de mucha energia debido a la vitelogénesis, a la migracién y al
enorme esfuerzo de producir y poner huevos. Se piensa ademas que las tortugas
pueden sobrellevar este periodo sin ingesta de alimento o con una ingesta muy
pequefa, lo que incrementa la movilizacién de estos contaminantes (Debier et
al.,2006).

La vitelogénesis es el proceso mediante el cual las proteinas y los lipidos se
almacenan progresivamente en los ovocitos de los animales oviparos, generando el
vitelo de los huevos (Guraya 1989). El principal compuesto involucrado en este
proceso es la vitelogenina (VTG), una proteina relativamente grande (205kDa) que se
sintetiza en el higado y es transportada via plasma al ovario (Heck et al. 1997). La
VTG lleva lipidos (principalmente triglicéridos) a los ovocitos que se estan

desarrollando.



Esta inversién inicial de nutrientes a través de la transferencia materna durante la
formacién del huevo, es de gran importancia para el desarrollo éptimo de las crias
(Hopkins et al. 2004, Roe et al. 2004). Es aqui también, donde los contaminantes
lipofilicos son movilizados y transferidos al huevo en desarrollo. (Bowden et al. 2004),
lo que puede comprometer la salud embrionaria o juvenil, asi como su viabilidad
(Keller et al. 2004a, Keller y McClellan- Green 2004, Keller et al. 2006). Se sabe,
ademas, que en los organismos oviparos, las etapas tempranas de desarrollo son mas

sensibles a los contaminantes quimicos que los adultos (Russell et al. 1999).

La formacion de los huevos ocurre cuando las hembras se encuentran en aguas
pelagicas entre 4 y 5 meses antes de llegar a los sitios de anidacién. Los
contaminantes presentes en los huevos representan la contaminacion en sus reservas
lipidicas y por lo tanto representan la contaminacién acumulada durante su
forrajeo.(Fossette et al. 2007, Caut et al. 2008).

La exposicidon a contaminantes por las tortugas marinas puede variar de acuerdo al
nivel de contaminacion y al tiempo que pasan en las areas de forrajeo. Las tortugas
pueden forrajear por algunos afios entre dos periodos reproductivos y se conoce como
el intervalo remigratorio. Entre mas largo sea este intervalo, mayor es la acumulacion
de contaminantes. Algunas tortugas se alimentan en sitios mas contaminados que
otras (Rivalan et al. 2005).

Existen numerosas referencias de la transferencia materna de diferentes
contaminantes en tortugas como PBCs, OCs, metales pesados y HAPs (Barcenas
2009). No se han llevado a cabo estudios de la transmision materna de BPA en
tortugas, pero en aves esta reportado que existe, aunque es baja. No obstante se
sabe que en aves la transmisién materna de contaminantes facilmente metabolizables
es baja (Hallidin 2001).

La Lepidochelys olivacea es una de las tortugas mas pelagicas por lo que recorre miles
de kildbmetros durante su migracién, facilitando la exposicién a varios téxicos
ambientales (Ward y Lafferty 2004).



DETERMINACION SEXUAL POR TEMPERATURA

En aves y mamiferos, la determinacién sexual se establece en el momento de la
fertilizacién, debido a la presencia de los cromosomas sexuales. En contraste, la
mayoria de los reptiles carecen de cromosomas sexuales (Pieau, 1996, Koopman
2001) y en ellos, la temperatura de incubacién durante un periodo critico de
desarrollo embrionario, conocido como periodo sensible a la temperatura (PST), es el
factor que determina el sexo de los embriones. Este proceso se conoce como
determinacion sexual dependiente de la temperatura (DST) (Bull 1980, Pieau &
Dorizzi 2004).

La diferenciacién sexual en las 7 especies de tortugas marinas es gobernada por la
temperatura. Desvanes y colaboradores (1993) demostraron que la actividad de la

aromatasa es influenciada por la temperatura en la tortuga laiud (Dermochelys
coriacea) en donde temperaturas altas incrementan su actividad y resultan en crias

hembras.

Se ha demostrado que el desarrollo gonadal de especies con DST puede ser
susceptible a factores exdgenos como las hormonas esteroides. Particularmente en la
tortuga marina Lepidochelys olivacea, los embriones incubados a 26°C se diferencian
como machos, mientras que los embriones incubados a 33°C se diferencian como
hembras. La exposicion a estrogenos en estudios de laboratorio, ocasiond una
reversion en el sexo de esta especie que fueron incubadas a temperaturas que
usualmente resultan en la produccién de machos (Merchant-Larios et al. 1997). El
17B-estradiol tiene un papel teratogénico al inducir la regresién de los cordones
sexuales precursores de la medula ovarica e inducir la proliferacién de la corteza
ovarica independientemente de la temperatura de incubacion. En su habitat, esta
especie marina no se encuentra expuesta al estradiol sin embargo, uno de los

principales contaminantes de cuerpos de agua salada es el bisfenol A (BPA).

El Unico estudio del efecto del BPA que se ha llevado a cabo en especies cuya
determinacion sexual esté dado por la temperatura es en el Caiman latirosis, que es
un caiman endémico de las regiones subtropicales y tropicales de sudameérica. Su
distribucion restringida hace que por el contrario de lo que sucede con las tortugas
marinas, estos animales no estén en contacto tan directo con la fuente de exposicion.
Los resultados de este estudio muestran que embriones adicionados con distintas

dosis de BPA a temperatura masculinizante presentan desde una apariencia



desorganizada en los tubulos seminiferos, asi como lumen vacio y perimetros

incrementados, hasta una reversidon sexual al 100%.



REPRODUCCION DE LA TORTUGA GOLFINA

Las tortugas marinas son organismos de lento crecimiento y maduracion sexual tardia
ya que pueden pasar hasta 40 afos antes de alcanzar esta madurez, y pueden pasar
10 afios adicionales antes de su reproduccion. (Frazier 1999, Marquez 2002). La
Lepidochelys olivacea se considera que ha alcanzado la madurez sexual cuando
alcanza una longitud de 60 cm, esto se alcanza entre los 10 y 18 afos, con un
promedio de 13 (Zug et al. 2006). Se sabe muy poco acerca del desarrollo en la
pubertad, el momento de la maduracion reproductiva, la aparicion de caracteristicas
sexuales secundarias o, incluso, las concentraciones de estrogeno en plasma de

tortugas inmaduras. (Lutz et al. 1996).

El cortejo y la cépula se dan en el mar, por lo general cerca de la costa, este ocurre
durante la primavera e inicios del verano. La hembra puede almacenar el esperma del

macho y usarlo a lo largo de la época de apareamiento.

En general las tortugas marinas no se reproducen cada afio. El intervalo de
remigracion a desovar varia de una especie a otra, que generalmente que vade 1 a9
afnos dependiendo la especie. La periodicidad reproductiva parece relacionarse con un

ciclo de acumulacién, eliminacidn, reorganizacion y uso de energia, el cual no esta
ampliamente documentado (Lutz et al. 1996). Las tortugas permanecen en sus areas
de alimentacion a lo largo de un nimero variable de afos, el cual en parte depende
de la cantidad y calidad de alimento disponible (Bjorndal 1980), acumulando reservas

de energia requeridas para hacer posible la vitelogénesis.

El periodo de reproduccién ocurre después de la acumulacion de reservas de grasa
(uno o varios afios), finalizacién de la vitelogénesis (10 a 12 meses) y desplazamiento
a las areas de apareamiento y anidacién (de unos dias a unos meses) (Stearns 1989).

La ovoposicion se presenta de junio a diciembre, cuando miles de hembras llegan
simultaneamente a las mismas costas a desovar, fendomeno conocido como arribada,
en donde se llegan a reunir mas de 100 mil hembras. Las hembras salen a una
distancia no mayor de 50m sobre la playa, y desovan en un nido de 30 a 55 cm de
profundidad, durante las noches, frecuentemente cuando la luna esta en cuarto
creciente o cuarto menguante. El nUmero de huevos depositados por nidada puede

ser de hasta 160, con una media de alrededor de 105, esto puede variar entre



localidades. Los huevos son de color blanco y de forma esférica con didametro de 3.2 a
4.7 cm (Marquez 1990).

Tanto en el periodo de apareamiento como en la reproduccién, las tortugas marinas
se concentran espacial y temporalmente. Una hembra generalmente anida varias

veces durante una temporada, el nUmero promedio de nidadas es de dos a seis.

La estabilidad de una poblacidon depende de una proporcién sexual adecuada. Un
numero reducido de hembras podria resultar en la produccién de menos
descendientes, mientras que pocos machos redundarian en menos apareamientos y

una disminucion en la fertilizacion.

En las tortugas marinas los efectos adversos en la reproducciéon son dificiles de
investigar por razones logisticas. Los adultos son vistos rara vez, excepto cuando las
hembras anidan. Es posible, ademas, que las tortugas con problemas reproductivos
no visiten las playas de anidacién y, por lo tanto, no son muestreadas. Por otro lado,
el numero de hembras anidantes ha disminuido en algunas poblaciones pero esta
disminucidén originalmente se adjudicé a la pesca. Sin embargo, después de esfuerzos
conservacionistas que prohibieron la pesca, algunas poblaciones siguen disminuyendo,
como la de la tortuga lora (Turtle Expert Working Group TEWG 2000). Es por eso que

los contaminantes deben de ser investigados como posible causa de esta disminucion.



OBJETIVO

Objetivo general

El objetivo de este estudio es determinar el efecto del Bisfenol A suministrado
experimentalmente en la diferenciacién gonadal embrionaria de Lepidochelys olivacea
y cuantificar los niveles de BPA presentes en los huevos de Lepidochelys olivacea de

poblaciones naturales.

Objetivos particulares
1. Cuantificar los niveles basales de Bisfenol A (BPA) en huevos de poblaciones

naturales de L. olivacea.

2. Determinar el efecto del BPA en la diferenciacién gonadal en Lepidochelys olivacea.

HIPOTESIS

El Bisfenol A interfiere en la diferenciacion gonadal embrionaria de Lepidochelys
olivacea. Ademas, existe la transmision madre-cria de BPA en la Lepidochelys

olivacea.

JUSTIFICACION

Es impostergable la realizacién de estudios para evaluar el el efecto de los toxicos
presentes en los ecosistemas marinos. Los océanos cumplen con un papel ecoldgico
fundamental para mantener la vida en la tierra y cumplen igualmente con un papel
econdmico del cual depende un porcentaje importante de la poblacidn humana
consultar introduccién). De acuerdo con el Fondo Para el Medio Ambiente Mundial la
amenaza mas grande de los mares es la contaminaciéon quimica. Los plasticos liberan
toxicos como el BPA, que es un contaminantes muy comun en el agua salada por lo
gue es necesario estudiar lo que esta pasando en la red tréfica. Las tortugas cumplen
con una serie de roles ecoldgicos del que dependen muchas otras especies, y al
mismo tiempo pueden servir como biomonitores del estado de conservacion del
océano. Todas ellas se encuentran en alguna categoria de riesgo por lo que realizar

estudios de toxicidad es doblemente importante, por un lado para extrapolar lo que



sucede en el mar y por el otro para ver lo que estd pasando en sus poblaciones con la

presencia de este toxico.

Considerando la importancia de la génada fetal en el establecimiento del sistema
reproductor, elucidar el efecto del BPA en el desarrollo gonadal de las tortugas
marinas resulta fundamental para entender las consecuencias biolégicas de un agente
contaminante ampliamente distribuido como el BPA. En este estudio por primera vez
se cuantifican los niveles de BPA en huevos de la playa de tortuga marina
Lepidochelys olivacea, y es el Unico estudio experimental en reptiles que se lleva a

cabo en una especie biomonitora.



MATERIAL Y METODOS

SITIO DE ESTUDIO

Los muestreos se realizaron en la playa de Escobilla, en el estado de Oaxaca, en el
pacifico mexicano, situado en el Km 182 de la carretera federal 200 (15-43°N y 44-
960W.

El Santuario, operado por la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas
(CONANP), a través del Centro Mexicano de la Tortuga, es uno de los pocos sitios en
el mundo en los que se presenta la anidacién masiva de esta especie, fendmeno

4 ”

conocido como “arribada”, "arribazén” o localmente “morrifia”.

Actualmente, Playa La Escobilla estd considerada como la mas importante del mundo,

por la cantidad de nidos que dejan dichos quelonios cada temporada.

OBTENCION DE MUESTRAS

Los muestreos se efectuaron entre enero de 2012 y enero de 2014, con un permiso
de no afectacion de colecta otorgado por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT).

(nimero de permiso)

Los huevos fueron colectados poco después de la ovoposicidn de nidos seleccionados
al azar. Estos fueron colocados en vermiculita para que mantuvieran la temperatura y
la humedad. La orientacion original del nido fue mantenida durante su transporte, via

terrestre, al Laboratorio de Biologia Celular y del Desarrollo en el Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

El estudio constd tanto de una parte observacional, para conocer la cantidad de BPA
presente en los huevos de la playa, tanto de una parte experimental, en la que
embriones de tortuga golfina fueron sometidos a dosis conocidas del xenoestrégeno

para conocer el efecto en el desarrollo gonadal. La figura 4 sintetiza el estudio.



Figura 4. Sintesis del estudio realizado en Lepidochelys olivacea con relacién al
Bisfenol A.
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ANALISIS CUANTITATIVO DE CONTENIDO DE BPA EN HUEVOS DE LA PLAYA LA
ESCOBILLA

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

Al llegar al laboratorio, los huevos fueron retirados de la vermiculita, y separados
segun el nido al que pertenecian y fueron colocados en el refrigerador por un maximo
de 10 dias, antes de que el vitelo fuera sometido a un analisis de cromatografia de
liguidos de alta resolucion, para cuantificar los niveles de BPA presente (ver mas

adelante).



Actualmente no existe ninguna técnica estandarizada a nivel mundial para medir este
compuesto en vitelo, dada la complejidad del contaminante, por lo que se hizo una
extensa revisién de la literatura para poder establecer una metodologia. Esta
metodologia se estandarizé en la Unidad de Cromatografia Liquida de Alta Densidad
del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Se decidid basarnos en el método

empleado por Abalat, modificado por Mita para cuantificar BPA en higado de peces.

Todos los quimicos, incluyendo el estandar de BPA, el metanol, la acetona, el hexano
y el acetonitrilo grado HPLC (Sigma) y se usaron sin alguna purificacién previa. Para
la fase de extraccion sdlida se usé un cartucho Ligth Florisil de Waters. Se usé un
equipo de HPLC Waters 600 y una columna Microsorb 300-C18, 5uL dp., 4.6 x
150mm.

Para construir la curva de calibracion del BPA, diferentes cantidades conocidas del
estandar de BPA fueron disueltas en metanol para obtener la respuesta del HPLC a
una concentracion conocida de HPLC. El tiempo de elucion para este compuesto fue de
7.34-7.49 segundos. Esto se realizd por triplicado. Esta concentracion de BPA fue
relacionada con el pico de los cromatogramas obtenidos de las muestras de la playa
(Anexo 1).

Antes de las mediciones de HPLC, la muestra requirié de dos pasos para la
preparacién: extraccidn y purificacion. En el caso de la extraccion, los huevos se
pesaron completos, sin cascardn, y Unicamente el vitelo. Para la homogenizacién, se
tomaron aproximadamente 5 gramos de vitelo, se le adicionaron 2ml de metanol y se
homogenizaron en un Vortex por 4 minutos. Las muestras se centrifugaron a 4000
revoluciones por minuto a 10°C durante 15 minutos. Se recuperd el sobrenadante
lipidico menos denso y se puso a evaporar el disolvente con una corriente de
nitrégeno a 40°C. Posteriormente se resuspendid en una mezcla se acetona/hexano
de 3:97.

Para la purificacién, las muestras se sometieron a una extraccion de fase sélida a
través de un cartucho Sep Pack Florisil, equilibrado con la solucion de
acetona/hexano. Posteriormente se realizé un lavado con acetona/hexano de 5:95, y
se obtuvieron 2 eluidos con acetona/hexano 40:60. Se elimind el disolvente mediante
la evaporacion con una corriente de nitrégeno a 40°C. Esto se resuspendié en MEOH y

se filtré para finalmente someterse al analisis de HPLC.



Una vez realizado este proceso, se tomaron 10uL y se inyectaron en el equipo de
HPLC Waters 600. Para la fase movil se usé acetonitrilo: agua, el flujo es de 1.0
mL/min y el tipo de elucidn fue por gradiente (ver anexo 2 para el Cuadro de

Gradiente). La deteccion se realizd por UV y fue de 225nm.

Con el fin de verificar la eficacia del método se llevo a cabo un analisis de
recuperacion de estandares y se realizaron los blancos para acetona/hexano y para
metanol. Todo el material de laboratorio fue de vidrio para evitar la contaminacion del

material por parte del BPA liberado del plastico usado en el laboratorio. (Anexo 3)

Se obtuvo una recuperacién de BPA agregado al vitelo de entre 76.95% y 95.50%, lo
gue nos dio un promedio de 86.22, valor que esta aceptado por la EPA (Environmental

Protection Agency).

El BPA no es completamente hidrofdbico, por lo que realizamos muestras
complementarias para conocer la distribucidn del contaminante en el huevo, aplicando
el estandar a todo el huevo y no Unicamente al vitelo, y se recuperd un promedio de
53% de la cantidad total en el vitelo. Esto muestra que el BPA también esta presente

en las proteinas.

ANALISIS DE CONTENIDO DE BPA EN HUEVOS DE LA PLAYA

Para la medicién del BPA, se muestrearon 4 nidos frescos en el sitio de estudio antes
mencionados, y con el permiso sefialado se tomd una muestra de 6 huevos por nido,
24 huevos en total. Cada huevo estaba identificado de acuerdo con el nido del que

procedia.

Los huevos fueron almacenados en el refrigerador por menos de una semana y fueron
sometidos a la metodologia desarrollada para cuantificar niveles de BPA mediante la
técnica de HPLC.



EXPERIMENTACION DEL EFECTO DEL BPA EN EL DESARROLLO GONADAL DE
TORTUGA GOLFINA CON DOSIS CONOCIDAS

Todo el trabajo de laboratorio fue conducido bajo la aprobacidon del Comité
Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

La figura 5 sintetiza el trabajo experimental realizado con embriones de tortuga
Lepidochelys olivacea.

Figura 5. Esquema que sintetiza el estudio experimental realizado con dosis conocidas

de Bisfenol A en embriones de tortuga Lepidochelys olivacea.
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Una vez en el laboratorio, los huevos provenientes del sitio de estudio mencionado se

colocaron en recipientes con vermiculita y se dividieron al azar en 2 grupos: uno se
incubd a 26°C (temperatura masculinizante) y el otro se incubd a 33°C (temperatura
femeinizante). La humedad se verificd periédicamente, adicionando agua cuando era

necesario, y la temperatura se monitoreaba mediante data loggers.

En cada grupo de incubacién, los huevos fueron equitativamente distribuidos en 5

grupos de tratamiento: huevos control sin tratamiento o vehiculo, huevos con



vehiculo (60ug de EtOH75), huevos con 0.3mgBPA/huevo, huevos con
0.6mgBPA/huevo y huevos con 1.2mg/huevo. Consultar anexo 4 para ver el cuadro

gue sintetiza la aplicacion de las dosis.

Todos los tratamientos fueron aplicados de manera tépica en el cascardn en la etapa
24 del desarrollo embrionario, es decir, antes de la diferenciacion sexual. Estas dosis
se obtuvieron partiendo de que el BPA en reptiles tiene un efecto 100 veces
menosrque el 17BEstradiol por lo que la dosis minima conocida que causa efecto de
este ultimo, fue dividida 100 veces para obtener la dosis mas alta de BPA a aplicar.

Las otras 2 dosis se obtuvieron por una progresion geométrica inversa.

Los animales de cada grupo se incuban hasta alcanzar la etapa 26 del desarrollo
embrionario, cuando ya estan determinados sexualmente. Para monitorear la
temperatura de manera continua se utilizan termdmetros electrénicos dataloggers y

termdmetros de mercurio, ademas del termdmetro de cada incubadora.

Para la obtencion de muestras para microscopia de barrido, histologia y para
inmunoflorescencia se necesitd de la realizacidon de 10 experimentos para obtener una

N de 12 individuos por grupo de experimentacion para cada uno de los 2 sexos.

Cuando alcanzan la etapa 26, los animales son sacrificados de manera rapida para
evitar dolor en el embridn y posteriormente las génadas, los mesonefros y el complejo
gbénada mesonefros de extrae por microdiseccion y se procesa de acuerdo con la

técnica de laboratorio a realizar.



MICROSCOPIA DE BARRIDO

Se realizé una microdiseccion para obtener los complejos urogenitales. Posteriormente
se fijaron en Karnovsky toda la noche y se enjuagaron con un buffer de cacodilatos
1M. La post fijacion se realizd con tetradxido de osmio durante 3 horas. Se
enjuaganron con agua bidestilada y se deshidrataron en alcohol al 70% por una hora,
al 80% por una hora, al 90% por una hora, y finalmente al 100% 3 veces por una
hora cada vez. Finalmente se almacenaron en el alcohol y se embolsaron en papel de

arroz.

Cada muestra fue identificada y se llevo a la Unidad de Microscopia de Barrido del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, en donde fueron secadas por punto critico
con CO2 y posteriormente fueron recubiertas con oro para garantizar su
conductibilidad. Una vez finalizado este proceso se montaron y se observaron en el

microscopio a un aumento de 20X y 40X.

INCLUSION EN EPON PARA ANALISIS HISTOLOGICO

Después del sacrificio se extrajo por microdiseccion 1 complejo génada mesonefros
por cada embridn de tortuga. Se fijo el tejido en Karnovsky por 24 horas, se lavé con
un buffer de cacodilato de sodio 0.1M y se dejo por una hora. La post fijacién se
realizé con tetradxido de osmio 1% en buffer de Zelterqvst por una hora mas. Se lavo
con agua destilada y se deshidrato en alcohol al 70% por 10 minutos, alcohol al 80%
por 10 minutos, alcohol al 90% por 10 minutos, alcohol al 100% 2 cambios de 20
minutos cada uno. Finalmente en dos cambios de acetonitrilo de 20 minutos cada uno.
Para la impregnacion se realizé una dilucién EPON: acetonitrilo 1:1 de una hora,
posteriormente EPON: acetonitrilo 2:1 y finalmente la muestra se dejé en EPON puro
por 24 horas. La inclusidn se realizé en moldes plasticos y de dejaron en una estufa a
60°C por 24 horas.

Se realizaron cortes transversales semifinos en el microtomo de 1 micra, se tifieron
con azul de toluidina y se montaron en portaobjetos. Se les aplicd Citoseal y se

colocadel cubreobjetos para observarse en el microscopio.



INMUNOFLUORESCENCIAS

Después del sacrificio se extrajo por microdiseccién 1 complejo génada mesonefros
por cada embrién de tortuga. Se dejaron en PFA 4% por 24 horas, se enjuagaron con
PBS 1X con un Ph de 7.4 y se deshidrataron con sacarosa 10% durante 1 hora,
sacarosa 20% durante una hora, y sacarosa al 30% toda la noche. Para la
preinclusidon se hizo una dilucion de sacarosa: tissutake (OCT) 30:70, unade 1:1, y
finalmente se incluyeron en tissutake al 100% en capsulas BIM y se congelaron en
hexano en hielo seco a -50°C aproximadamente. Se obtuvieron cortes transversales
de 20 micras en el criostato. Se montaron en laminillas, se desecaron de 1 a 2 horas

en un desecador y se guardaron a -70°C.

Para realizar las inmunofluorescencias se atemperaron, se desecaron otra vez y se
llevaron a la Facultad de Medicina, en donde se realizd el protocolo para la
inmunofluorescencia en donde se realizé una inmunofluorescencia doble con un
anticuerpo anti-Sox9 especifico de L. olivacea y un anticuerpo anti-Citoqueratina (Cq)

de humano para marcar células epiteliales.



RESULTADOS

Figura 6. Esquema que sintetiza los resultados encontrados en el estudio de

Lepidochelys olivacea en relacidén al Bisfenol A.
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ANALISIS CUANTITATIVO DE CONTENIDO DE BPA EN HUEVOS DE LA PLAYA LA
EsScOBILLA

MEDICION DE BPA EN LOS HUEVOS DE LA PLAYA

Se obtuvieron muestras positivas a BPA en todos los nidos analizados . Las cantidades
exactas se muestran en el Cuadro 3. En el anexo 5 se puede ver el orden de los
cromatogramas para cada una de las muestras y los anexos 6 al 29 muestran los

cromatogramas.

Cuadro 3. Cantidad de pg/g de BPA encontrados en los nidos provenientes de la

playa.
Nidol ug/g Nido 2 pg/g Nido 3 pg/g Nido4 ug/g
0 0.034 0.027 0.016
0 0 0.041 0.016
0 0 0.022 0.020
0 0.021 0.016 0.017
0.026 0.017 0.029 0.022

0.022 0 0.028 0.019




EXPERIMENTACION DEL EFECTO DEL BPA EN EL DESARROLLO GONADAL DE
TORTUGA GOLFINA CON DOSIS CONOCIDAS

MORTALIDAD.

Para la obtencidn de las muestras necesarias para los estudios de laboratorio, se
utilizaron un total de 812 huevos, distribuidos de manera desigual segun el grupo de
estudio (control sin vehiculo, control con EtOH al 75%, 0.3mgBPA, 0.6mgBPA,
1.2mgBPA). En la figura 7 se puede observar la distribucion del nimero de huevos
segun la dosis y en la figura 8 se aprecia que de los 812 huevos, la gran mayoria

(537) fueron incubados a temperatura masculinizante.

Figura 7. Grafica que indica el nimero de huevos totales utilizados por cada dosis de
Bisfenol A.

Numero de huevos

250

200
150
100
) I
0 T | | | 1
0.6 1.2

Control EtOH 0.3




Figura 8. Grafica que muestra el nimero de huevos incubados a temperatura

masculinizante y el nUmero de huevos incubados a temperatura feminizante.
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De los 812 huevos se registraron 406 vivos y 406 muertos. De los 537 huevos

incubados a temperatura promotora de machos 233 vivieron y 304 murieron; para los

275 huevos incubados a temperatura promotora de hembras, 173 vivieron y 102

murieron. Consultar figura 9.

Figura 9. Numero de huevos muertos y vivos segun la temperatura de incubacion.
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La supervivencia de los embriones incubados a temperatura de macho es menor que

la de los embriones incubados a temperatura de hembra. El vehiculo utilizado afecta

la viabilidad de los embriones. Para los embriones incubados a temperatura

masculinizante, el control de EtOH al 75% aumenta la probabilidad de muerte en un
1.92%, la dosis de 0.3mg de BPA en 3.35%, la dosis de 0.6mg de BPA en 3.86% v la

dosis de 0.6mg de BPA en 12.06%. Consultar figura 10.

Figura 10. Porcentaje de mortalidad para las diferentes dosis de Bisfenol usadas en

embriones incubados a temperatura masculinizante. Los valores fueron obtenidos con

respecto a la mortalidad del control.
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Para los embriones incubados a temperatura feminizante, el control de EtOH al 75%

aumenta la probabilidad de muerte en un .65%, la dosis de 0.3mg de BPA en 1.21%,
la dosis de 0.6mg de BPA en 1.35% vy la dosis de 0.6mg de BPA en 2.49%. onsultar

figura 11.



Figura 11. Porcentaje de mortalidad para las diferentes dosis de Bisfenol usadas en
embriones incubados a temperatura feminizante. Los valores fueron obtenidos con

respecto a la mortalidad del control.
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Para obtener los resultados descritos anteriormente se realizé una regresion

logaritmica. En el anexo 30 se puede consultar el analisis estadistico.



MICROSCOPIA DE BARRIDO:

Con la microscopia de barrido se buscé comparar de manera cuantitativa el efecto que
tiene el BPA con el efecto que tiene el 17B estradiol en la reduccidon del tamafio de la
gbénada. Para esto utilizamos 3 muestras de embriones incubados a temperatura
masculinizante con EtOH al 75%, 3 muestras de embriones incubados a temperatura
masculinizante, sometidos a 0.3mg de BPA por huevo, 3 muestras de embriones
sometidos a 0.6mg de BPA por huevo, y 3 muestras de embriones incubados a

temperatura masculinizante, sometidos a 1.2mg de BPA.

No se observd el efecto caracteristico de génadas sometidas a 17BEstradiol para las
gbénadas tratadas con BPA. Cualitativamente este téxico no tienen ningun efecto en la

alteracion del tamafio de la génada.

En la figura 2 se muestra un complejo génada-mesonefro control negativo al cual no
se le aplicé nada, en la figura 3 se observa una imagen de un complejo gonada-
mesonefro tratada con 17BEstradiol en un experimento realizado por el Dr. Merchant,
en la figura 4 se observa una muestras de complejo génada-mesonefros tratada con
0.3mgBPA, en la figura 5 se observa una muestras de complejo géonada-mesonefros
tratada con 0.6mgBPA y en la figura 6 se observa una muestras de complejo gbénada-

mesonefros tratada con 1.2mgBPA.



Figura 2. Complejo gonada-mesonefro de embriéon de tortuga marina Lepidochelys
olivacea incubada a temperatura masculinizante. Se observa la génada (flecha).
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Figura 3. Complejo gonada-mesonefro de embridon de tortuga marina Lepidochelys
olivacea incubada a temperatura masculinizante, tratada en un experimento del Dr.
Merchant con 17BEstradiol. Se observa la génada muy reducida de tamafio, casi
ausente (flecha).



Figura 4. Complejo gonada-mesonefro de embrion de tortuga marina Lepidochelys
olivacea incubada a temperatura masculinizante, tratada con 0.3mg de BPA. No se
observa el tamafio de la génada reducido (flecha).
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Figura 5. Complejo gonada-mesonefro de embridn de tortuga marina Lepidochelys
olivacea incubada a temperatura masculinizante, tratada con 0.6mg de BPA. No se
observa el tamafio de la gonada reducido (flecha).



Figura 6. Complejo gonada-mesonefro de embrién de tortuga marina Lepidochelys
olivacea incubada a temperatura masculinizante, tratada con 1.2mg de BPA. No se
observa el tamafo de la génada reducido.



HISTOLOGIA

El analisis histoldgico con EPON, se realizd en cortes semifinos transversales de
gonadas incubadas tanto a temperatura promotora de macho como a temperatura
promotora de hembra en la etapa 26 del desarrollo, una vez que ya estan

determinadas sexualmente.

TEMPERATURA MASCULINIZANTE

Durante la etapa 26 la gonada comienza su diferenciacion en testiculo y presenta una
corteza delgada formada por células epiteliales simples, con algunas células
germinales. Presenta cordones medulares formados por células somaticas, y se

encuentran rodeados por tejido conectivo o estroma. En este ultimo se pueden

observar vasos sanguineos.

Figura 7. Corte semifino transversal de gonada de L. olivacea incubada a temperatura
masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, perteneciente al periodo de
diferenciacion sexual, a 20X, con tincibn de toluidina. Al comienzo de su
diferenciacion, el testiculo presenta un epitelio superficial delgado (flecha) con células
germinales embebidas en él, los cordones medulares (Cm) son bastante conspicuos y
se encuentran rodeados por tejido estromatico (Es), en el cual se pueden observar
vasos sanguineos.



Dosis de 0.3g de BPA:

Los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 0.3mg de BPA,
incubados a temperatura masculinizante no presentaron ninguna alteracién aparente.
El anexo 31 sintetiza los hallazgos. En la figura 8 se observan cortes transversales de

gonadas sometidas a este tratamiento.
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Figura 8. Corte semifino transversal de génadas de L. olivacea incubadas a
temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratadas con 0.3mg de
BPA por huevo (2 de 9). Tincidén de toluidina, aumento total 20X. Se observa un
epitelio superficial delgado con células germinales embebidas en él, cordones

medulares conspicuos, rodeados por tejido estromatico.



Dosis de 0.6g de BPA:

De los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 0.3mg de BPA,
incubados a temperatura masculinizante, una muestra presentd cambios en la
estructura de los cordones medulares. El anexo 32 sintetiza los hallazgos. En la figura

9 se observan cortes transversales de gonadas sometidas a este tratamiento.

Figura 9. Corte semifino transversal de génadas de L. olivacea incubadas a
temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratadas con 0.6mg de
BPA por huevo (2 de 9). Tincidén de toluidina, aumento total 20X. Se observa un
epitelio superficial delgado con células germinales embebidas en él, cordones

medulares conspicuos, rodeados por tejido estromatico.



Dosis de 1.2mg de BPA:

De los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 01.2mg de BPA,
incubados a temperatura masculinizante, 4 muestras presentaron cambios en la
estructura de los cordones medulares, y un epitelio cubico estratificado. El anexo 33
sintetiza los hallazgos. En as figuras 10-13 observan cortes transversales de génadas
sometidas a este tratamiento. Las 4 muestras presentan una pérdida de los cordones
medulares y un epitelio cubico estratificado. En el anexo 34 se muestra la medida de

la corteza de las gdénadas que presentaron un epitelio cubico estratificado.

Para cuantificar el engrosamiento del epitelio de la géonada, se midieron 7 puntos
aleatorios del epitelio de cada una de las génadas, en todos los grupos de

tratamiento, y se compararon con una regresion lineal.

El dnico grupo con una diferencia significativa fue el de las gonadas incubadas a
temperatura masculinizante y tratadas con 1.2mg de BPA por huevo, en donde el

epitelio esta engrosado 12.85 veces mas que el promedio de los controles.

En el anexo 35 se puede consultar el andlisis estadistico.
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Figura 10. Corte semifino transversal de génada de L. olivacea incubada a

temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratada con 1.2mg de
BPA por huevo. Tincién de toluidina, aumento total 20X. Se observa un ovotestis en
donde el epitelio superficial es estratificado (cuadro) con células germinales

embebidas en él, y hay una regresidn de los cordones medulares (flecha doble).
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Figura 11. Corte semifino transversal de génada de L. olivacea incubada a
temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratada con 1.2mg de
BPA por huevo. Tincion de toluidina, aumento total 20X. Se observa un ovotestis en
donde el epitelio superficial es estratificado (cuadro) con células germinales

embebidas en él, y hay una regresién de los cordones medulares (flecha).



Figura 12. Corte semifino transversal de génada de L. olivacea incubada a
temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratada con 1.2mg de
BPA por huevo. Tincion de toluidina, aumento total 20X. Se observa un ovotestis en
donde el epitelio superficial es estratificado (cuadro) con células germinales

embebidas en él, y hay una regresién de los cordones medulares (flecha).
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Figura 13. Corte semifino transversal de génada de L. olivacea incubada a
temperatura masculinizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratada con 1.2mg de
BPA por huevo. Tincion de toluidina, aumento total 20X. Se observa un ovotestis en
donde el epitelio superficial es estratificado (cuadro) con células germinales

embebidas en él, y hay una regresién de los cordones medulares (flecha).



TEMPERATURA FEMINIZANTE

Durante la etapa 26 la génada comienza su diferenciacidon en ovario y presenta una
corteza formada por un epitelio cubico estratificado con algunas células germinales. La
médula esta formada por células somaticas y en ésta, se pueden observar los
cordones medulares fragmentados. El tejido estromatico estd formado por tejido

conectivo fibroso y presenta pocos vasos sanguineos.

Figura 14. Corte semifino transversal de génada de L. olivacea incubada a
temperatura feminizante durante la etapa 26 del desarrollo, perteneciente al periodo
de diferenciacion sexual, a 20X, con tincion de toluidina. Al comienzo de su
diferenciacion, el ovario presenta un epitelio cubico estratificado (flecha) con células
germinales. La médula esta formada por células somaticas y en ésta, se pueden
observar los cordones medulares fragmentados. El tejido estromatico estd formado

por tejido conectivo fibroso y presenta pocos vasos sanguineos.



Dosis de 0.3g de BPA:

Los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 0.3mg de BPA,
incubados a temperatura feminizante no presentaron ninguna alteracién aparente. En
la figura 15 se observan cortes transversales de génadas sometidas a este

tratamiento.

Figura 15. Corte semifino transversal de génadas de L. olivacea incubada a
temperatura feminizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratadas con 0.3mg de
BPA (2 de 9). Tincion de toluidina, aumento total 20X. Las génadas presentan
unepitelio cubico estratificado con células germinales. En la médula se observan los

cordones medulares fragmentados.



Dosis de 0.6g de BPA:

Los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 0.6mg de BPA,
incubados a temperatura feminizante no presentaron ninguna alteracién aparente. En

la figura 16 se observan cortes transversales de génadas sometidas a este

tratamiento.

Figura 16. Corte semifino transversal de génadas de L. olivacea incubada a
temperatura feminizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratadas con 0.6mg de
BPA (2 de 9). Tincion de toluidina, aumento total 20X. Las génadas presentan
unepitelio cubico estratificado con células germinales. En la médula se observan los

cordones medulares fragmentados.



Dosis de 1.2mg de BPA:

Los embriones tratados durante la etapa 26, con una dosis de 1.2mg de BPA,
incubados a temperatura feminizante no presentaron ninguna alteracién aparente. En

la figura 17 se observan cortes transversales de génadas sometidas a este

tratamiento.

Figura 17. Corte semifino transversal de génadas de L. olivacea incubada a
temperatura feminizante durante la etapa 26 del desarrollo, tratadas con 0.6mg de
BPA (2 de 9). Tincién de toluidina, aumento total 20X. Las génadas presentan
unepitelio cubico estratificado con células germinales. En la médula se observan los

cordones medulares fragmentados.



INMUNOFLUORESCENCIAS

El estudio de inmunofluorescencia se realizé con cortes por congelacién de la gbénada
de embriones incubados a temperatura masculinizante tratados con dosis de 1.2mg
de BPA, asi como cortes por congelaciéon de gonadas de embriones incubados a

temperatura masculinizante que fungian como control.

De forma natural, Sox 9 esta presente en la gonada bipotenciada de embriones de
Lepidochelys olivacea, y cuando la gonada esta diferenciada continla presente en los
cordones medulares del macho, mientras que en la hembra, Sox9 practicamente
desaparece de la zona medular de la génada. En ambas gdnadas diferenciadas el

epitelio es negativo a esa proteina.

Se realiz6 la inmunoflorescencia a las muestras de embriones incubados a
temperaturas masculinizantes tratados con dosis de 1.2mg de BPA por huevos para
observar una posible disminucién de la intensidad de Sox9, ya que fue a esta dosis en
la que se presentaron organismos con ovotestis. No se encontraron diferencias en
Sox9 entre los individuos incubados a temperatura masculinizante tratados con 1.2mg
de BPA y los individuos del grupo control. Estos resultados si bien son cualitativos,
sugieren que el BPA no tiene un efecto a nivel genético, ya que es evidente la
similitusdde la sefial de Sox9 en las gdénadas tratadas en comparacion con los

controles.

La figura 18 presenta una inmunofluorescencia se Sox9 y Cq de un control de
embriones de la Dra. Veronica Diaz incubados a temperatura masculinizante. Las
figuras N2-N3 presentan génadas pertenecientes a embriones incubados a

temperatura masculinizante tratados con 1.2mg de BPA.



Figura 18. Doble inmunofluorescencia de Sox9 y Citoqueratina (Cq) en gbénada de
embridon en estadio 26, incubada a temperatura masculinizante perteneciente a un
control. La sefial roja indica la deteccion de la proteina de Sox9 mientras que la sefal
verde indica la presencia de Cqg en células epiteliales; los nucleos celulares estan

marcados con azul. (Foto de la Dra. Veronica Diaz).

Figura 19. Doble inmunofluorescencia de Sox9 y Citoqueratina (Cq) en gdénadas de
embriones en estadio 26, incubada a temperatura masculinizante tratadas con 1.2mg
de BPA por huevo. La sefial roja indica la deteccién de la proteina de Sox9 mientras
gue la sefal verde indica la presencia de Cq en células epiteliales; los nucleos

celulares estan marcados con azul.



DISCUSION

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA PARA MEDIR BPA EN VITELO
DE TORTUGA MARINA GOLFINA

Para poder realizar la determinacién de niveles de BPA presentes en los huevos de la
playa se decidié usar el método de cromatografia liquida de alta densidad HPLC,
siendo esta técnica la mas utilizada para la medicién de BPA en tejidos lipidicos por su
alta sensibilidad y especificidad (Mita etal 2011).

Hasta el momento, no existe a nivel mundial una técnica estandarizada para
cuantificar niveles de BPA en los organismos. La Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) considera como eficiente una técnica que recupere entre el

40 y el 120% del toxico. Con la técnica empleada se recuperd el 86.22% del

compuesto. Ademas, con esta se obtuvieron buenos resultados en los parametros
usados para la validacion de técnicas de HPLC: linearidad, repetibilidad, precision,
exactitud, especificidad, limite minimo de deteccidn, limite minimo de cuantificacion y
estabilidad del compuesto (EPA act, 2011).

PRESENCIA DE BPA EN LOS HUEVOS DE LA PLAYA

Con este estudio se demuestra la transmision de BPA de la tortuga marina golfina a
sus embriones. Al contrario de la mayoria de los estudios de contaminantes en huevos
de tortuga, en donde se han realizado mediciones en huevos infértiles, en el presente
se tomamos huevos al azar poco después de la ovoposicién, lo que reduce el sesgo en

las concentraciones de los contaminantes encontrados en los muestreos oportunistas.

La acumulacién de quimicos hidrofdébicos en el ecosistema marino es controlada por
una combinacién de bioconcentracion quimica y biomagnificacién. La biomagnificacion
se da por la exposicién y absorcién a través de la dieta, resultando en una
concentracién mas alta que la concentracién de la presa consumida, lo que hace que
las especies carnivoras y omnivoras almacenen una mayor cantidad de este

compuesto (Artham et al 2009).

El haber encontrado dentro del mismo nido huevos contaminados con BPA y huevos
no contaminados con BPA puede estar influido por distintos factores biolégicos como
la cantidad de lipidos, la estacionalidad, la reproduccién, el tamario, el ciclo de vida, el

uso del habitat, la migracién o el nUmero de huevo formado.



Con el fin de poder comprender los cambios en la concentracién de BPA en los
huevos, seria importante realizar una determinacion de BPA a lo largo de un afio para
observar si existen cambios en la concentracidén del compuesto segun la temporada, y

realizar mediciones a largo plazo para comparar los registros de cada afo y ver si el

compuesto se mantiene de forma estable o si aumenta afio con afo.

Ademas de este estudio, existe otro en el que se midid la transmisidn vertical de este
compuesto en codornices, en condiciones de laboratorio. Los autores reportaron que
la transmision vertical es baja, por lo que seria interesante tomar una muestra de
sangre de la tortuga adulta a la hora de la ovoposicién y cuantificar el nivel de BPA en
sus huevos. Para esto es necesario estandarizar una técnica de HPLC para determinar

BPA en suero de tortuga marina Lepidochelys olivacea (Halldin et al 2001).

MORTALIDAD

Junto con un estudio realizado en el caracol Lymnaea stagnalis, este es el Unico
estudio que informa sobre un incremento en la mortalidad de los organismos tratados
con BPA. En nuestro estudio, las hembras presentaron una menor mortalidad que los
machos, y esto podria ser explicado por el tiempo de contacto con el toxico, siendo
mucho menor en las hembras. Para ambos sexos, la mortalidad fue aumentando
conforme aumento la dosis de BPA, hasta aumentar en mas de un 12% para los
embriones tratados con 1.2mg de BPA incubados a temperatura masculinizante. Seria
importante realizar un estudio de mortalidad con dosis similares a las encontradas en
el vitelo de los huevos con nuestra técnica de HPLC para estimar si la presencia del
toxico encontrado en forma natural podria estar alterando la viabilidad de los
embriones (Yang y Yang 2014).

MICROSCOPIA DE BARRIDO

El efecto del BPA definitivamente no es evidente como el que se observa en muestras
tratadas con 17BEstradiol. Esto Unicamente se puede estimar de forma cualitativa
puesto que las condiciones del tratamiento de la muestra para su preparacion para la

microscopia de barrido, asi como la orientacion de la géonada a la hora de observar las



imagenes en el microscopio hacen que un estudio cuantitativo sea subjetivo. El efecto
del 17BEstradiol es claro al observarse claramente una disminucién del tamafio de la
gonada y no necesita cuantificarse para observar la diferencia. Por el contrario, no se
observaron diferencias entre el tamafio de las gdénadas tratadas con diferentes dosis
de BPA y el grupo control. Con base en estas observaciones podemos decir que el BPA
no tienen ningun efecto aparente en el tamafio de las génadas (Merchant-Larios et al,
1997).

HISTOLOGIA

Los hallazgos en la evaluacion histoldgica coinciden con un estudio realizado en el
cocodrilo Caiman latirosis, en cuanto a que se observan cambios histologicos en
gonadas de reptiles tratados con BPA. Ambos estudios multiplican la dosis menor de
respuesta del 17BEstradiol 100 veces, para embriones incubados a temperatura
masculinizarte. con lo que los cocodrilos presentan un 100% de reversién sexual de
machos a hembras, mientras que en las tortugas Unicamente 4 muestras de 9
presentaron un ovotestis, y las 4 pertenecian al mismo nido. El resto de las muestras
no presenta ninguna alteracion histoldgica. En dosis mas bajas usadas en el estudio
del cocodrilo, la histoarquitectura de los testiculos también se ve afectada, mientras
que para la tortuga no hubo diferencias significativas entre el grupo control y los

animales tratados con las dosis menores (Stoker et al 2003).

Para embriones incubados a temperatura feminizante, en el estudio de los cocodrlios
no se encontrd ningun cambio aparente en la morfologia de la génada. De igual forma
las tortugas tratadas con las 3 dosis de BPA incubadas a temperatura feminizante no

presentaron diferencias aparentes con respecto al grupo control (Stoker et al 2003).

La dosis de BPA necesaria para inducir un efecto como el del 17BEstradiol es de 100
veces mayor en nuestro experimento invivo, igual que para el experimento de los
cocodrilos. En contraste, estudios in vitro sugieren que esta dosis debe de ser 1000

veces mayor (Stoker et al 2003).



INMUNOFLUORESCENCIA

No existe ningun estudio a nivel genético del efecto del BPA en el desarrollo de la
gonada. En el presente estudio se evalué la presencia o ausencia de SOX9 en las
gonadas tratadas con 1.2mg de BPA, ya que fueron las que presentaron alteraciones
histoldgicas importantes. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre las
muestras tratadas con BPA y los controles, pues SOX9 se encontrd en todas las
muestras. Contrariamente, en las muestras tratadas con dosis de 17BEstradiol, la
cantidad de SOX9 disminuyd. Por lo que se concluye que el BPA no tiene un efecto a

nivel genético.

CONSIDERACIONES FINALES

Hasta el momento, son escasos los trabajos que estudien el efecto del BPA en
vertebrados silvestres, menos aln en vertebrados marinos y Unicamente existe un
reporte en reptiles. Igualmente son muy escasos los estudios que cuantifican la
concentracién del BPA en la superficie del océano en el giro del pacifico norte, en
donde se encuentra la sopa de plastico y por donde pasa la tortuga marina
Lepidochelys olivacea (Stoker et al 2003, EPA acto 2011).

Este trabajo permitié comprobar la hipdtesis planteada en que existe una trasmision
vertical de BPA de la tortuga marina Lepidochelys olivacea adulta a sus embriones, y

gue el BPA afecta el desarrollo gonadal de los embriones.

Por otra parte, este estudio es el primero que da a conocer valores de las
concentraciones de BPA en el vitelo de una especie de fauna silvestre; y es también el
primero en aportar evidencia sobre el efecto del BPA con dosis conocidas en el

desarrollo gonadal de una tortuga marina.

Nuestros resultados confirman la utilidad de usar especies con determinacién sexual
por temperatura como un modelo para medir la actividad estrogénica de compuestos
in vivo y para utlizarlas como biomonitor de disruptores enddcrinos en el ambiente

acuatico.



La mayoria de los estudios hechos con BPA en especies no mamiferas se realizan en
ambientes controlados de laboratorio. Nuestro estudio se centra en la poblacién
silvestre para poder corroborar si las poblaciones de Lepidochelys olivacea estan en
riesgo de exposicidon al BPA. Paralelamente realizamos estudios de laboratorio

necesarios para determinar el efecto del toxico en las génadas de esta especie.

La exposicidon embrionaria al BPA resulta en numerosas anormalidades funcionales y
del desarrollo. Su efecto como disrruptor se puede reflejar en diversos niveles al
influenciar sefializaciones mediadas por estrégenos, y por su capacidad para afectar
la hormona tiroidea. El contacto con el BPA durante el desarrollo embrionario puede
ocasionar alteraciones tan diversas, que van desde alteraciones morfolégicas en el
desarrollo gonadal, hasta dafos en el sistema nervioso central, que se traducen en
una alteracién de los comportamientos normales de reproduccién, supervivencia y
cuidado parental cuando el individuo alcanza la etapa adulta. Esto ultimo por el efecto
disrruptor en el eje neuroenddcrino gonadal. Su amplio espectro de accién, hace que
el efecto en muchos tejidos susceptibles a los efectos del BPA no hayan sido
estudiados aun; y probablemente estos efectos varien de acuerdo con la clasificacién
taxondmica de las especies, por lo que realizar un estudio mas amplio de la accién del
BPA en la regulacién neuroenddcrina en la etapa embrionaria resulta sumamente

complejo en especies silvestres.



CONCLUSIONES
1. Se estandarizé la técnica de HPLC para cuantificar niveles de Bisfenol A en
vitelo de tortuga marina Lepidochelys olivacea.

2. Se probd la transmisién vertical de Bisfenol A de las tortugas adultas a los

huevos encontrados en la playa.

3. Los machos presentan una mayor mortalidad que las hembras de Lepidochelys

olivacea cuando estan expuestos al Bisfenol A.

4. Conforme se aumenta la dosis de Bisfenol A aumenta la mortalidad para

hembras y machos de Lepidochelys olivacea.

5. Dosis de 1.2mg de BPA por huevo en embriones incubados a temperatura

masculinizante pueden llegar a inducir ovotestis.

6. La dosis que provoca un ovotestis es 100 veces mayor que la dosis de

17BEstradiol ,con la que se observa un efecto en la histoarquitectura de la génada.

7. En los embriones incubados a temperatura feminizante tratados con Bisfenol A

no se presenta ninguna alteracion histoldgica aparente.

8. El Bisfenol A no causa una reduccidon de tamafo de la génada como lo causé el
17BEstradiol.

9. La presencia de SOX9 no disminuye para las muestras tratadas con Bisfenol A

que presentaron un ovotestis.
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ANEXOS

Anexo 1. Cromatograma con una cantidad conocida del estandar de BPA.

Chrom Perfact Chromatagram Repar
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Sarmpke MName « BPA12-1FACKC
Ingtument HPLC
Heading 1=
Hagpding # =
Raw Filp Namp = G Nnfo\BisfeniiMayo201 3\Bistonod. 0056 RAW Date Taken (pnd) = 83701 5380507
Metbad File Mams = ChikMeloges BBikenol A1 BMET Matsd Yersian = 1
Calizration File Mame =« ZinBaleno A calCurvamaya1S.0AL Calibralion Vargion = 1
Peakm Rel Tima MNaira Armounl Al % Ared Araa % Type Width
1 £.40 003 0,000 G244 4.TE2 BE 3.1E
2 572 00K} 0,060 TR 19 679 RE a1
3 £35S 0.0 0.000 BSE 1.261 BE 013
4 G4 00 000 1701 2504 RE 026
5 7.34 Bistenol A 0.8  100.020 45787 E7.504 BB .10
L T.85 0.03 0.000 1834 24089 BB a.18
7 B IR (01,00 1254 1884 HE a2z
Tatal arpa = BFREIG = Tatal Haight = 10018 3 Total amourt= 0 9E086G

Prinled an B32073 55558 FY Papga 101



Anexo 2. Cuadro de Gradiente HPLC

Tiempo Flujo %A %B Curva
Inicio 1.0mL/min 60 40 *
10 “ 25 75 6
11 “ 25 75 6
12 “ 0 100 1
22 “ 0 100 6
23 ¢ 60 40 1

30 ¢ 60 40 6




Anexo 3. Cromatograma realizado para el blanco de acetona.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Bicaiona on ACHO-HROGR0-00%

WT- ganw
Fisfemnnl A

Sarmplke Mame = BAcetonaen ACNO-H2050-50%

Ingtrument= HPLC
Heading 1=
Herding 2=

Raw File Mamne = & Nnfo\Blsfencd Junio201 ¥ BisfenchA. 112 AAW
Melrad File Mamsa = CiMalodes BBielenol A1 B.MET
Caliration File Mame = CSinloBelenoA calCurvamaya1D.CAL

Peak ® Ret Tirme Mare Arnounl Al %
1 543 0.00 i,
] 5T 0.0 Py

Tatal &rea = 1411 (0% Tatal Height =191, 548

IHT-

Dade Taken (pnd) =81 200138 55:51PK
Matad Viersian = 1

Calibralicn Warsion = 2

Ared Aras i Twoe Widlh
A415 23.429 BE a7
96 Tram 1) R

Tatal Ameourt= 1

Prirbed on 8272013 7.02.53 PM

Page 1 of 1



Anexo 4. Experimento de BPA en diferentes grupos dependiendo de la dosis de BPA.

Temperatura Grupo Etapa de Etapa de No. total de

de incubacién experimental desarollo al desarrollo al animales

experimento sacrificio. examinados.

260C .3mg BPA 24 26 12

260C .6mg BPA 24 26 12

260C 1.2mg BPA 24 26 12

330C Control sin 24 26 12
vehiculo

330C Control con 24 26 12
vehiculo
(EtOH75)

330C .3mg BPA 24 26 12

330C .6mg BPA 24 26 12

330C 1.2mg BPA 24 26 12




Anexo 5. Cromatogramas de las muestras.

Nido Muestra Cromatograma
1 1 Anexo 6
1 2 Anexo 7
1 3 Anexo 8
1 4 Anexo 9
1 5 Anexo 10
1 6 Anexo 11
2 1 Anexo 12
2 2 Anexo 13
2 3 Anexo 14
2 4 Anexo 15
2 5 Anexo 16
2 6 Anexo 17
3 1 Anexo 18
3 2 Anexo 19
3 3 Anexo 20
3 4 Anexo 21
3 5 Anexo 22
3 6 Anexo 23
4 1 Anexo 24
4 2 Anexo 25
4 3 Anexo 26
4 4 Anexo 27
4 5 Anexo 28

4 6 Anexo 29




Anexo 6. Cromatograma del a muestra 1 del nido 1.

Chrom Poedact Chromatagram Report

Mada 1= TFACKD
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Sarnple Mame = Ndol-1FACHD
Inatrument HPLC
Heading 1=
Heading 2=
Raw Filp Mamp = C Nnfo\BisfeniiMayo201 38istonoA.0033. RAW Date Taken (end) = BRI 16,25
Methad File Name = CikMelogas B Bislenol A1 BMET Meathad Yersian =1
Calizratian File Mame « ZilnloBeleno A calCurvamayaio Cal Calibralicn Warsion = 1
Peakm Rel Tima Mare Arnount Arnl ¥a Area Aras i Type Width
1 512 0.0 Il B84 3185 BE a.13
& L 0,0 Py 1481 0713 BE& [ ]
3 R | 0.0 s, 39258 48.8B5 BE a.1e
4 12 00 s, aa118 43 853 RE 01z
5 E.56 0.0% Tl 14854 7.1E4 BE J.1B
& 7.03 0.00 Bl 56T 0.468 BE 316
7 ar 0.0 it * {RER] =] ang
a T.53 0.0% s, 2201 1.053 BE 0.20
] T IR Mg arad 17 924 HE g.11
1o E.25 003 iy 618 0.283 BE Q.0
11 E.39 0.0 iy 4382 2.114 BE a1z
12 Bar 0,06 i, ann el | BB Q.11
13 E.B3 0.0% Il aBg2z 4.785 BE J1BE
Talal Area = 2077701 Talal Haight = 251435.7« Talal Artouril= 0

Printed an 3072013 1.50:53 PM Fapa 1ol 1



Anexo 7. Cromatograma de la muestra 2 del nido 1.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Sarnpke Maime - Ndo!1-2FACND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayol01 28isteno A 04 RAW Dade Taken (end) = BARAN3E50:40P0
Metlad File Mame « CiMeloges BBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calizration File Mame = SinBelenos calCurvamapo1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Peak® Rel Time MNarea Arnournl Al % Area Aqea it Twpe WD
1 £.10 0.0 Iy STE3 2513 BE a5
F] L] 0,06 i, G 2158 BE a1z
3 570 0.07 Bl 26BST 11710 BE J.1BE
4 12 IR i, GG 42508 BE oz
5 E.46 0.0% iy 1863 0.855 BE a1z
& E.79 0.0% iy a3 0.327 BE a0
7 704 0.0 Mg, 2074 Q.90 =] [ e
B T.27 0.0 T, 2361 0.985 BE 311
k] 781 LRI i 1628 [l RE a1z
1o 7.53 0.0% iy g7Ti23 £9.224 BE .11
11 E.37 0.0% Ilidy Tiz28 3185 BE 313
12 B4 [IREH M 1745 LTE BB gz
13 E.BG 0.0 i, BaTE 4,133 BE a1z
Tolal Area = 229341 Tolal Haight = 33558.7: Talal Armouri= 0

Prirbed on 832093 4.22.11 PW Papa 1ol 1



Anexo 8. Cromatograma de la muestra 3 del nido 1.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Caliration File Name = SiniBelenoA cahCurvamaya 10.0AL Calibralion Warsgion = 1
Peak m Rel Time Maiea Arnount Al ¥ ArEd Araa Y Twoe Widih
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] Haf (1.0 hdidy GB% 203 BB 1%
1 572 0.07 g e 2.070 BE g.10
4 542 [IRLH iy arnz 28R BE 12
5 E13 0.00 Idy 42T 32.214 BE g1z
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7 621 0.0 i, 26y 0154 RE 011
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& TER (0K i &35 0287 RE 024
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Prirbed on 832093 4.51.16 P Papa 1ol 1



Anexo 9. Cromatograma de la muestra 4 del nido 1.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Paak ® Rel Timea MNama Arndunt Al % Ared Aras i Twoe Widlh
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4 L] iR iy 442k R HE 013
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T G2 00K} iy 353 0232 BB 01z
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Prirbed on 832093 4.53.11 PW Papa 1ol 1



Anexo 10. Cromatograma de la muestra 5 del nido 1.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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4 B IR 0.000 9110 A3 088 BE a1z
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[ 7T 0.00 0.020 1418 0713 BE Q.16
T 148 Bisfono A 001 00 178 Q.90 RE 016
A T893 0.02 0.000 T485T 37.867 BE 311
k] BAT LRI 0.000 G A 346 RE [T
10 E.E3 0.00 0.000 BET 0453 BE a1
11 E.B4 0.03 0.0C0 10852 5.4B4 BE Q.16
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Prirbed on 832093 3.52.32 P Papa 1ol 1



Anexo 11. Cromatograma de la muestra 6 del nido 6.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repaor

Mtk 1-EFACND
Pl
=
:.: ﬂ 7
= =
: Tl ak| =
. in Inﬂq =
= [~ -5 !_"
s g 9 E8 (4i8
F S
o
5
Sarmplke Mame = Nido1-8FACND
Ingtrument= HPLS
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mamn = & AinforBlsfeniiMay o0 $8istona/. 0040 RAW Dite Taknn (mr) = HRAG0135 354800
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
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T 6 &7 0.0 0,000 1Y (LGRS L] .13
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2 133 0.0d 0,000 £41 0417 BB i
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Rk .55 0.0 0.000 TBETE 51,160 BE a.11
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Anexo 12. Cromatograma de la muestra 1 del nido 2.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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4 BN 00K} 0.040 1Taas  Fam BE 11
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11 E.19 0.0% 0.000 E762 11.7E0 BE .11
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Anexo 13. Cromatograma de la muestra 2 del nido 2.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Caliratian File Mame = SinBelenoA cal Curvamaya12.CGAL Calibralion Wearsgion = 1
Peakm Rel Time Nafiea Artount Al % Area Area e Tyoe  Widih
1 522 0.07 [ 2618 4.003 BE Q.20
2 6 BA (L0 Bl i 0.9%57 AE Qn
3 5749 0.07 iy 11100 g.871 BE 0.1B
4 20 [LREH s, 2258 ] BE 11
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[ E.EQ 0.00 Mis 110% 1.685 BE Q.12
T T 14 [LELH i, HEE [iR-1EL RE 015
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k] E18 (L0 i TG4 2 PRl Ba a1
10 E.4a 0.00 iy BTA 1.342 BE 3.13
11 E.BT 0.03 I TET 1173 BE 213
Tolal Area = E5400.5 Tolal Height = B194.05 Talal Amour= 0

Prirbed on B4/2093 210508 PW Papa 1ol 1



Anexo 14. Cromatograma de la muestra 3 del nido 2.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Prirbed on B4/2093 2I08.47 PW Papa 1ol 1



Anexo 15. Cromatograma de la

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

muestra 4 del nido 2.
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Prirbed on B4/2093 212,46 PW

Page 1 of 1



Anexo 16. Cromatograma de la muestra 5 del nido 2.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Heading 1=
Herding 2=
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Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calizration File Mame = SinBelenos calCurvamapo1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Peak® Rel Time MNarea Arndunl Arnl % Area Aras 3 Twoe Widlh
1 513 0.0 0.020 1138 1.2B4 BE .13
2 548 (L0 0,000 ST 57 By 017
3 5 0.07 0.000 3nior 44 4E5 VB 341
4 G [IRVH 0,000 11823 13 448 BE e
5 E.81 0.0% 0.000 7B 0.380 BE .21
& 742 Bistenol A 014  100.020 563 0.6E3 BE a1z
T 1A (.0 0,000 a0 345 HE 017
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Prirbed on B/2093 2.55.07 PW

Page 1 of 1



Anexo 17. Cromatograma de la muestra 6 del nido 2.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Hegding 1+
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayol01 28isteno A 02 RAW Dade Taken (end) = BARAN AR5 5P
Metlad File Mame = ChiMelodos BBielenol A1 B.MET Matnod versian =1
Caliration File Mame = SUninBelenoA calCurvamaya1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Paak m Rel Timea Nama Arnounl Al % Ared Aras Twoe Widlh
1 | 0.00 i T2 3.147 BE 313
2 L] 00K i 102 9,259 L 01z
k| 571 0.02 Iliiy 1387E 12.6E5 BE a1z
4 13 [LREH s, 17RE 1548 BE 013
5 E.E1 0.0% [V T Boy 0.731 8E 311
[ 730 0.02 LT a2 3.6E2 BE 313
¥ TER 0,06 i, 13 1.115 AE (1 EH
B 789 0.0 Isli, 53891 43 652 (== 311
k] B35 0.0 it 1460 1348 RE [ileg ]
14 E.&T 0.00 iy 1125 1.049 BE a2
11 E.BT .02 LT BASE 5.850 BE 311
Talal Area = 1103578 Talal Height = 15506.0 Talal Armourt= 2

Prirbed on B4/2093 24014 PW Papa 1ol 1



Anexo 18. Cromatograma de la muestra 1 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Madod- 1045
' ]
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2 «
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- £ i
T E s
& 3 2
" Giodms =
S = ¥ -k
= w2 = p | ==
i s w
' "y
:;
Sarmplke Name = Nsgod-1F0.45
Inatureni= HELC
Hexadifng 1+
Herding 2=
Faw File Hamn = CAlnfo\Blsfoni: Mayo201 38istonol8. 001 1RAW Date Taken (pad) = B2 1ATIE02 5P
Melhad File Mame = Cibelosos BBilenol A1 BMET Matad Viersian = 1
Caliration File Mame = SUninBelenoA calCurvamaya1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Paak ® Rel Tima MNama Arndunt Al % Ared Aras i Twoe Widlh
1 513 0.00 0.020 1858 1.0E0 BE Q1B
2 G4 00K 0,060 6741 3908 L (AT
k| 574 0.02 0.000 53142 35.158 BE a1z
4 G4 iR 0,000 18053 12853 BE iRE]
5 E.49 0.0% 0.020 403 0.274 8E 312
[ E.83 0.02 0.020 358 3652 BE a0g
7 (] 000K} 0,060 B s524 BB (A1)
3 7.37 Bigtenol A 048  140.000 1628 1.104 BE 01z
4] Tad iR 0,000 1817 1032 AE a1
11 B.C2 0.00 0.000 ABETD 33.76G BE 311
12 E.40 .02 0.0C0 1664 1.150 BE 313
13 B£a IR 0,00 1312 0L GE8 AE 012
14 E.30 0.0% 0,000 2840 1.764G BE a4
Tolal Area = 146368 Tolal Haight = 19302.7 Tolal Armour = 2.15852

Prirbed on B4/2013 1.52.48 PW

Page 1 of 1



Anexo 19. Cromatograma de la muestra 2 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Mol IF

T8 Bisenold
B0

g 2 =
2 =
> = : ‘J::
S # = o=
iR
= e e R
b '-'.
2
Sarnplke Mame - Ndpd-ZF
Inatrureni HELC
Heading 1=
Hegding 2 =
Raw File Mamp = & Nnfo'\BisfeniiMayo201 38isteno .00 T.RAW Dade Taken (end) = BRAAI3-09:02P
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Caliratian File Mame = SinBelenoA cal Curvamaya12.CGAL Calibralion Wearsgion = 1
Peakm Rel. Tima Nafiea Arnaunl Al % Area Area e Tyoe  Widin
1 BT 0.07 0.0C0 1305 2.155 BE Q.13
] 549 (L0 0,000 GPR1 TET BB 014
3 577 0.07 0.000 ATE42 53.437 BE PR
4 GEa IR 0.000 47431 5065 BE e
5 E.59 0.00 0.000 1842 2.0E3 BE 0.24
[ E.81 0.00 0.020 A5F 0.455 BE Q.15
¥ T.a2 [IHCH 0,050 412 0408 =15} G
A T7.39 Bistenol A 0.1%  100.000 3158 3.570 BE 311
k] 165 00 0.000 kI (1344 RE 014
10 E.09 0.00 0.000 18862 21109 BE 0.4
11 E.43 0.03 0.0C0 2150 2431 BE @11
12 BTG 0.0 (1.0 121 2.137 BB gz
13 E 53 0.07 0.000 850 0.735 BE 0.0E
Tolal Area = B34IT.00 Tolal Haight = 11118, Talal Armount= 31EF1610

Prirbed on B4/2013 1.57.39 PMW Papa 1ol 1



Anexo 20. Cromatograma de la muestra 3 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

MIa3-FFACND
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' 8l g Bp <
5 l_:' g ] = = ) e
5 o ¥ Tl
:_.;__‘ v i
=
Sarmplke Mame = Nidod-3FACND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayo201 28isteno A 0H E.RAW Dade Taken (end) = BA2ANIE 1 5EPY
Metlad File Mame « CiMeloges BBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calizration File Mame = SinBelenos calCurvamapo1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Peak® Rel Time MNarea Arnournl Arnl % Area Aras 3 Twoe Widlh
1 £.139 0.0 0.020 28684 28922 BE .11
2 6 BA (L0 0,000 LRl 5.934 AE 014
3 573 0.07 0.000 14058 15.307 BE 310
4 G154 00K} 0.040 i GERE BE 11
5 E.84 0.0% 0.080 e 0.340 BE a.18
& T.16 0.0% 0.000 2358 2.565 BE 314
T 725 Bizdonol & 0% 00,000 e 108G Re a0
B T.56 0.0 0.070 al 0.083 BE J.0E
k) Ey] 00 0,040 1141 1243 HE 011
1o E.C6 0.0% 0.000 ATESD 51.773 BE 311
11 E.35 0.0% 0.000 =5 0.723 BE .11
12 B73 0.0 0,060 A4 0.919 BE aaz
13 E.53 0.0 0,000 2552 277 BE 211
Taolal Area = B1842.4° Tolal Haight = 12926.0¢ Tolal Armourit = 31474935

Prirbed on B4/20193 1.40.50 PW Papa 1ol 1



Anexo 21. Cromatograma de la muestra 4 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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5 = wn £ E
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Sernple Mame - Nidod-4FACHD
Instruments HPLC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & dnfo\BisfeniiMayo201 38isfeno 001 5. RAW Diate Taken (end) = S22 044590
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calirration File Name = ZinloBelenoA calCurvamaya12.0AL Calibralion Versicen = 1
Peak m Rel Time Mamea Artourd Al % Area Area i Tvoe  Widlh
1 nga 0.00 0.000 2332 1.345 v o.oe
] 514 (1.0 0,000 Gl 3144 VB 11
k| 5.56 0.00 0.000 15382 A.867 BE 01z
4 ] 00K} 0.040 AR KPS & 521 BE Qan
5 590 0.04 0.00 1842 1.062 BE 4 ]
L E13 0.04 0.000 20882 11.929 BE @11
7 G 5G 00 0,060 A 0154 =] 011
A E.83 0.02 0.000 ad1 0.363 BE 311
k] TG IR 0,040 it a2 HE 018
1 7.36 Bislenol A 014  140.000 354 0.21a BE Q.08
11 T.57 0.08 0.000 oy 0.407 BE Q12
12 ria [LHEH 0,060 1404 1088 AE 011
13 E.J8 0.00 0.000 97008 55.975 BE 011
14 234 LRI 0.0 451 0281 BE 01z
15 E.58 0.00 0.000 211 Q122 8E a.0e
18 B.T3 0.00 0.0C0 248 1.3e9 5=} 311
17 B%5 0.0 .00 FatE 14ka Ba R[]
Tatal &rea = 173406 Tatal Height = 243011 Tatal amour= 018525

Prired on 842093 1.43.11 PW Papa 1ol 1



Anexo 22. Cromatograma de la muestra 5 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

MAdoE-SFACND
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z
Sarnpke Maime = Ndod-SFACHD
Inatruimanis HPLC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayo201 28isteno A 020 RAW Dade Taken (end) = BA2ANEI551PW
Metlad File Mame = ChiMelodos BBielenol A1 B.MET Matnod versian =1
Caliration File Mame = SUninBelenoA calCurvamaya1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Paak m Rel Timea Nama Arnounl Al % Ared Aras i Tyoe Widlh
1 5435 0.00 0.020 ZBEE 7.262 gv d3.14
2 674 00K 0,060 AEEE A 243 VB 011
k| E13 0.02 0.000 1113 2820 BE a4
4 137 Bisfonc A 018 000 178 4512 BE 013
5 783 0.03 0.020 165 03.499 8E 3B
[ B.C2 0.02 0.020 1872 4745 BE 315
Talal Area = 39481 .80 Tolal Haeight = 544231« Talal Amourts 3162093

Prirbed on B4/20193 1.45.06 PW Papa 1ol 1



Anexo 23. Cromatograma de la muestra 6 del nido 3.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Sample Mame - Nidod-6FACND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Hegding 2 =
Raw File Mamp = & Nnfo'BisfeniiMayo201 38istenoA.002 1. RAW Dade Taken (end) = BRAAIT15: 2P
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Caliratian File Mame = SinBelenoA cal Curvamaya12.CGAL Calibralion Wearsgion = 1
Peakm Rel Time Nafiea Arnaunl Al % Area Area e Tyoe  Widih
1 E12 0.07 0.0C0 1558 1.242 BE Q.12
2 5489 (L0 0,000 AL 5,335 AE 13
3 573 0.07 0.000 10344 3.245 BE 213
4 G114 IR 0.000 PEETE A0 BE 11
5 E.48 0.00 0.000 600 0.550 BE 0.1B
[ E.E5 0.00 0.020 643 0.513 BE .11
T G434 [LELH 0.0 23T 15024 RE 017
A T.34 Bistenol A 018 100.000 1818 1.449 BE a1z
k] 165 0L 0.040 314 1841 RE Q13
10 B2 0.00 0.000 41785 33.321 BE a1
11 E.41 0.03 0.0C0 1242 0.960 BE Q.12
12 Lda [LHEH 0,00 il 2524 BB 311
13 E.B9 0.07 0.000 2115 1.848 BE 211
Tolal Area = 125443« Tolal Haight = 16781 .4¢ Tolal Armournt = 3162770

Prirbed on B4/2013 1.58.44 PW Papa 1ol 1



Anexo 24. Cromatograma de la muestra 1 del nido 4.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Midod- TFACHD
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T3 . Estralh
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5 = 3 da o
5 u Z @ ," = =g
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L e
i
Sarmple Name - Nsdod-1FACHD
Inatruimanis HPLC
Hexadifng 1+
Herding 2=
Faw File Hamn = CAlnfo\Blsfoni: Mayo201 38istonol8. 0041 RAW Datn Taken (pad) = BRAFI1I71 B4
Medlad File Mams = Clihelogos BBilenol A1 B.MET Fatnad Viersian = 1
Caliration File Mame = SUninBelenoA calCurvamaya1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Paak ® Rel Timea  MNama Arndunt Al % Ared Aras i Tyoe Widlh
1 509 0.00 0.020 B4 2342 gv 318
2 G40 00K 0,060 A4 10 535 VB 015
k| 569 0.02 0.000 JBOT 12.740 BE 315
4 E10 iR 0.000 GEER  FA0SE BE 011
5 E43 0.0% 0.020 k[ 1.211 8E 312
[ E.54 0.02 0.020 & Pl 1.234 BE 31D
T (4] 00 0.0 i T RE 033
L 743 Bigtenol A 014 100.000 AT 1.603 BE .14
k] TETF iRV 0.000 125 0415 BE L)
14 T894 0.00 0.000 8562 33.340 BE a1z
11 E.35 .02 0.0C0 1522 5.0B5 BE aiT
12 B4 [LHEH 001,040 118 0354 RE 011
Tatal &rpa = FETH & Tatal Height = 4014 5% Tatal fmeurt= 0143811

Prirbed on B4/20193 1.05.04 PW Papa 1ol 1



Anexo 25. Cromatograma de la muestra 2 del nido 4.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor
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Sarnpke Maime - Ndod-2FACHND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Hegding 2 =
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayol01 28isteno A 02 RAW Dade Taken (end) = BR800 27P
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Caliratian File Mame = SinBelenoA cal Curvamaya12.CGAL Calibralion Wearsgion = 1
Peakm Rel. Tima Nafiea Arnaunl Al % Area Area e Tyoe  Widih
1 507 0.07 0.0C0 §72 1.318 BE Q.12
2 Ha3 (L0 0,000 604 476 AE 014
3 589 0.07 0.000 18445 6.360 BE a4
4 10 IR 0.000 13057 18.510 BE 011
5 E.49 0.00 0.000 6I0% 9364 BE 0.23
[ 7.0a 0.00 0.020 1352 1.832 BE .31
¥ Tah Bisfono & 0,14 100,050 g17 .85 =15} iR EF]
A T84 0.02 0.000 23335 31.628 BE 311
k] B34 00 0.000 *al 3342 RE [V
10 E.85 0.00 0.000 1518 2083 BE T.13
Tatal &rpa = 737010 Tatal Height = 2595 A5 Tatal fmourt= 0 1408450

Prirbed on B4/2093 1.03.24 PW Papa 1ol 1



Anexo 26. Cromatograma de la muestra 3 del nido 4.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Midod AFACHD
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3
Sarnpke Maime - Ndod AFACND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayol01 28isteno A 04 RAW Dade Taken (end) = BACANI-35:27P0
Metlad File Mame « CiMeloges BBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calizration File Mame = SinBelenos calCurvamapo1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Peak® Rel Time MNarea Arnournl Arnl % Area Aras 3 Twoe Widlh
1 Doz 0.0 0.020 2378 4680 BE a.0E
F] 12 0.0 0,000 1411 2772 BE Q15
3 5.43 0.07 0.000 4817 9.057 BE air
4 & IR 0.000 GE2E 12 05 BE ot
5 E.12 0.0% 0.080 104EE 20.473 BE .11
& E.80 0.0% 0.000 176D 3.452 BE 0.2B
7 744 Bislonod A 018 100020 g 1.764 =] Q20
B T.67 0.0 0.070 1a7 0.365 BE 313
k] B4 00 0.000 MaBE 42147 RE a1z
1o E.39 0.0% 0.000 833 1.241 BE d.15
11 E.75 0.0% 0.000 187 0.385 BE .11
12 BT [LHEH 0,00 M QLG RE 015
Total &rpa = S0 7 Tatal Haight =71147 2% Tatal Amourr = 0 146003

Prirbed on B4/2093 1.12.38 P Papa 1ol 1



Anexo 27. Cromatograma de la muestra 4 del nido 4.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Midod AFACND
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Searnple Mame = Nidod AFACNG
Inatrureni HPLC
Heading 1=
Herding 2=
Raw Filp Mamp = & Ninfo\BisfenilMayo201 38istonoA. 0045 RAW Date Taken (pno) = BALATIF0F P
Methad File Mame = Ci\Malogos BB ilenol A1 B.MET Matnad Versian =1
Calirration File Name = ZinhoBalenoA cahCurvamayal . CAL Calibralion Version = 1
Peak @ Rel Time MNamea Armound Al % Area Araad Type  Widlh
1 513 0.00 0.000 2044 3314 BE Q1B
a 555 0,06 0,00 i 1080 BE A
3 570 0.0o 0.000 18712 32.0E3 BE 014
4 G2 00 0.000 133 213 BE 011
5 E.E0 0.00 0.000 18T 2.5E5 BE 021
L a7 0.00 0.000 1184 1.834 i) 0.28
? 745 Bigfennl A 014 100,000 w 1183 =] Qv
a T.E7 0.0o 0.000 321 0.522 BE 015
& 1A (0.0 0.000 1RAE A0 631 HE 1z
14 E. 33 0.00 0.000 2168 1527 BE 0.1B
11 BT 0.00 0.000 187 0.3 BE Q1D
12 BT [LHEH 0,050 0 1.143 BE .14
Total &rpa = E1477 B Tatal Haight = 1324 (1 Tatal amourd= 0 142911

Frirbed on 33072013 E.40:45 PM Papa 1ol 1



Anexo 28. Cromatograma de la muestra 5 del nido 4.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Midod SFACND
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Sarnpke Maime - Ndod SFACHND
Inatrureni HELC
Heading 1=
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayo201 28isteno A 0BE. RAW Dade Taken (end) = BACANA2-A0: 2P0
Mellsad File Mamse = ClikMalosas BiBilenol A1 B.MET Mathad Versian =1
Calizration File Mame = SinBelenos calCurvamapo1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Peak® Rel Time MNarea Arnournl Arnl % Area Aras 3 Twoe Widlh
1 21 0.0 0.020 2338 2780 BE .13
4k (L0 0,000 ik 395 AE 1%
3 573 0.07 0.000 2477 2813 BE 310
4 a0 00K} 0.000 1403 2342 BE 11
5 E.12 0.0% 0.080 28818 34,330 BE 311
& E.55 0.0% 0.000 B8E3 11623 BE 17
¥ T16 00K} 0,050 v {444 =15} 14
A T.44 Bistenol A 015  100.000 111% 1.318 BE .22
k] B40 00 0.040 1 L § ] HE 01z
1o E.41 0.0% 0.000 4882 5.508 BE 221
11 E.E9 0.0% 0.000 247 0.280 BE .11
12 B3 [LREH 0,00 2058 2468 =] 013
Tatal &rpa = BE0IG 1 Tatal Haight = 10875 % Tatal amourt= 0 18I0

Prirbed on B4/2093 11723 PW Papa 1ol 1



Anexo 29. Cromatograma de la muestra 6 del nido 6.

Chrem Pesfoct Chromatogram Repor

Madod. BFACND
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Sarmplke Name - Nsdod GFACND
Inatruimanis HPLC
Hegding 1+
Herding 2=
Raw File Mame = & nfo\Blsfeni Mayo201 28isteno A 0BT RAW Dade Taken (end) = BAANAL 149600
Metlad File Mame = ChiMelodos BBielenol A1 B.MET Matnod versian =1
Caliration File Mame = SUninBelenoA calCurvamaya1C.CAL Calibralicn Warsion = 1
Paak ® Rel Timea MNama Arnounl Al % Ared Aras i Twoe Widlh
1 512 0.00 0.020 2530 4.240 BE d3.14
2 G448 00K 0,060 aEAL 5975 L R
k| 570 0.02 0.000 5700 9553 BE d.14
4 G2 [IRVH 0,000 16T 28118 AE RE]
5 E49 0.0% 0.020 828 1.3E3 8E 312
[ T.04 0.02 0.020 TBE 1.267 BE 318
¥ 744 Bisipnn A 0,14 T30, 00 A 00wy AE 021
B T.E6 0.0 0.0I0 238 0.3B5 (== J.0E
k] B0 (0K 0.000 PEIZE 43T BE 011
14 E.33 0.00 0.000 2577 4319 BE 315
Total &rea = GG B Tatal Height =£312 48 Tatal Amour= 0 140256

Prirbed on B4/2093 1.20.04 PW

Page 1 of 1



Anexo 30. Analisis estadistico de la regresién logaritmica con la que se estimd la

mortalidad de los embriones inoculados con Bisfenol A.

tab hembra
Sexo | Freq. Percent Cum.
____________ o
m | 537 66.13 66.13
h | 275 33.87 100.00
____________ o
Total | 812 100.00
tab tipo
tipo | Freq Percent Cum
____________ +___________________________________
control | 184 22.66 22.66
EtOH | 161l 19.83 42.49
0.3 | 96 11.82 54.31
0.6 | 166 20.44 74.75
1.2 | 205 25.25 100.00
____________ +___________________________________
Total | 812 100.00
tab muerto
resultado | Freq Percent Cum
____________ o
vivo | 406 50.00 50.00
muerto | 406 50.00 100.00
____________ o
Total | 812 100.00

tab muerto hembra

| Sexo
Resultado | m h | Total
___________ +______________________+__________
vivo | 233 173 | 406
muerto | 304 102 | 406
___________ +______________________+__________
Total | 537 275 | 812

logit muerto hembra i.tipo

Iteration 0: log likelihood = -562.83551
Iteration 1: log likelihood = -482.20805
Iteration 2: log likelihood = -482.05624
Iteration 3: log likelihood = -482.05619
Logistic regression Number of obs = 812
LR chi2 (5) = 161.56
Prob > chi2 = 0.0000
Log likelihood = -482.05619 Pseudo R2 = 0.1435
Resultado | Coef sStd. Err z P>|z| [95% Conf. Interval]
_____________ o
hembra | -.9024997 .167794 -5.38 0.000 -1.23137 -.5736295
|
tipo |
EtOH | .6553826 .2397906 2.73 0.006 .1854017 1.125364
0.3 | 1.210827 .2738923 4.42 0.000 .6740076 1.747646
0.6 | 1.352669 .2364449 5.72 0.000 .8892452 1.816092
1.2 | 2.490104 .2471942 10.07 0.000 2.005612 2.974596
|
cons | -.8616722 .1786258 -4.82 0.000 -1.211772 -.511572



logit, or

Logistic regression

Log likelihood = -482.05619

Number of obs

812
161.56
0.0000
0.1435

Resultado | Odds Ratio
_____________ +
hembra | .40555406
|
tipo |
EtOH | 1.925879
0.3 | 3.356258
0.6 | 3.867733
1.2 | 12.06253
|
cons | .4224551

.0680496

.4618078
.9192533
.9145057
2.981787

.0754614

LR chi2 (5) =

Prob > chi2 =

Pseudo R2 =
P>|z| [95% Conf.
0.000 .2918924
0.006 1.203702
0.000 1.962085
0.000 2.433292
0.000 7.430643
0.000 .2976692

Interval]

.5634766

3.081337
5.741071
6.147786
19.58171

.5995523



Anexo 31. Experimento de aplicacidon de 0.3mg/huevo de BPA a embriones de Et 24,

sacrificados en la Et 26, incubados a 20°C.

°C Dosis Et Resultados

26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.
26 0.3 26 Ausencia de cambios aparentes.




Anexo 32. Experimento de aplicacién de 0.6mg/huevo de BPA a embriones de Et 24,
sacrificados en la Et 26, incubados a 20°C:

°C Dosis n Et Resultados

26 0.6 1 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 2 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 3 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 4 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 5 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 6 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 7 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 8 26 Ausencia de cambios aparentes

26 0.6 9 26 Los canales medulares presentan una apariencia

desorganizada.




Anexo 33.Experimento de aplicacion de 1.2mg/huevo de BPA a embriones de Et 24,
sacrificados en la Et 26, incubados a 20°C:

°C Dosis n Et Resultados

26 1.2 1 26 Ausencia de cambios aparentes

26 1.2 2 26 Ausencia de cambios aparentes

26 1.2 3 26 Ausencia de cambios aparentes

26 1.2 4 26 Ausencia de cambios aparentes

26 1.2 5 26 Los canales medulares presentan una apariencia

desorganizada y el epitelio es columnar estratificado.

26 1.2 6 26 Los canales medulares presentan una apariencia
desorganizada y el epitelio es columnar estratificado.

26 1.2 7 26 Los canales medulares presentan una apariencia
desorganizada y el epitelio es columnar estratificado.

26 1.2 8 26 Los canales medulares presentan una apariencia
desorganizada y el epitelio es columnar estratificado.

26 1.2 9 26 Ausencia de cambios aparentes




Anexo 34. Medidas de la corteza de las muestras 5,6,7 y 8, que presentaron un
epitelio cubico estratificado.

Tratamiento Muestra Corteza pm Corteza Diferencia pm
mg BPA promedio
controles pum
1.2 5 30.55 14.28 16.27
1.2 6 30.09 14.28 15.81
1.2 7 36.11 14.28 21.83

1.2 8 40.49 14.28 26.21




Anexo 35. Analisis estadistico de la regresién lineal en el que se muestra que el
aumento de grosor en el espitelio de las dosis sometidas a dosis de 1.2mg de Bisfenol

A es significativo.

. reg grosor i.tipo

Source | SS df MS Number of obs = 36
————————————— Fmm F( 3, 32) = 5.62
Model | 1091.82712 3 363.942372 Prob > F = 0.0033
Residual | 2071.06408 32 64.7207524 R-squared = 0.3452
————————————— o Adj R-squared = 0.2838
Total | 3162.89119 35 90.3683199 Root MSE = 8.0449
grosor | Coef. Std. Err. t P>t [95% Conf. Interval]
_____________ o
tipo |
0.3 | =-.9166667 3.792412 -0.24 0.811 -8.641557 6.808224
0.6 | 2.082222 3.792412 0.55 0.587 -5.642668 9.807113
1.2 | 12.85667 3.792412 3.39 0.002 5.131776 20.58156
|
cons | 8.322222 2.68164 3.10 0.004 2.8599 13.78454
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