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ENSAYOS PRELIMINARES SOBRE CITOCROMO P,s, EN MOLUSCOS
BIVALVOS DE LAS COSTAS DE LA VIII REGION, CHILE CENTRAL

ANNY RUDOLPH! y MARIA . RUDOLPH?

ABSTRACT: Rudolph A. & M. 1. Rudolph. 1993. Preliminary assays on me
P, bival fin s at tal wmphot VIO Region, central Y‘Chl.le. ista de
Blofogia Marina, Valparafso 28(2): 261-269.

Mytilus edulis mixed-functi id ¥ cytoch Pysp that catalyzes
oxidation of a variety of endog and” exog compounds, increases its
activity when the organism is exposed to petroleum hydrocarbons. This could
constifute an early biochemical signal of env tal contaminati i

tencially
toxic, for the mﬁamsm that lives in the ecosystem. The cytochrome Pysp afgvity was
studied in molluscs bivalves from a natural population of the San Vicente and

n Bays, this was related with sp intained in i of
contamination. control samples and the samples of Semimytilus algosus recolected
in Le (San Vicente Bay) showed mean activity similar to control sample.
Nmmleu, the samples recolected in the Concepcion Bay, showed a mean activi
ml/mg protein, two times higher than control samples. It is likely that this
i activity of citochrome Pygp, could be due to a response of these species to
the presence of Xxenobiotics that are produced by the industries of fisheries processes
that eliminate their wastes to the Concepcién Bay.

Key words: cytocl Pyso . digestive gland microsome, organic pollutants.

RESUMEN: Rudolph A. & M. I Rudolph 1993. Ensaycs preliminares sobre
i P,so en mol bivalvos de las costas de la VIII Regién, Chile Central.
Revista de Blologla Marina, Valparaso 28(2): 261-269.

El citocromo Pysy del sistema enzimitico de funcién mixta, cataliza la oxidacidn de
diversos compuestos enddgenos y exdgenos. La actividad enzimdtica se incrementa
en Mytilus edulis, do el organi €3 exp » a hidrocarburos. Esto podria
constituir una sefial bioquimica temprana de o inacién biental
potencialmente téxica, para los organismos que viven en el ecosistema. Se estudid la
actividad del citocromo Py, en moluscos bivalvos de bancos naturales de las bahfas
San Vicente y Concepcidn, en relacién a muestras mantenidas en acuarios libres de
contaminacién. Los ecjlimplares extraidos del sector de Lenga (bahia San Vicente)
mostraron una actividad muy similar a los controles mantenidos en el laboratorio
libres de contaminacién. Los ejemplares de bahla Concepcién, en cambio, mostraron
una actividad de citocromo medio de 0,047 pmol/mg proteina, dos veces
superior a los controles. Es probable que el aumento en la actividad del citocromo
Pysp se deba a la presencia de xenobibticos que origina la industria reductora de
pescado, que elimina residucs en esa drea.

Palabras claves: Citocromo Py , bivalves, microsomas de glindulas digestiva,
contaminantes orgdnicos.
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INTRODUCCION

La creciente incorporacién al medio ma-
rino de sustancias xenobi6ticas, crea un
estado de estres para las comunidades
naturales, situacién que ha estimulado
la bfisqueda de indicad sistemas
enziméticos, que permitan detectar el
problema de contaminacién cuando el
proceso de deterioro aiin puede ser re-
vertido.

El sistema de moncoxigenasas
citocromo Py, se encuentra involucrado
en la transformacién a metabolitos pola-
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1990). Ademds, pueden ser inducidas
por hidrocarburos como se ha demos-
trado anteriormente tanto en vertebra-
dos como en el bivalvo comtin Mytilus
edulis (Bayne et al. 1979, Livingstone
1990, Mazel 1971, Spry et al. 1989, Fossi
et al. 1991, Yamashita et al. 1992).

En el presente trabajo se estudia la
actividad citocromo Pgp en bivalves
provenientes de bancos naturales ubica-
dos en el golfo de Arauco y dos bahias,
situadas entre los 36° y 37" 20'S. Estos
sectores reciben un impacto antrépico
distinto. Los resultados obtenidos de las
distintas localidades de muestreo se re-

res de un amplio rango de puestos

1982). Actfia metabolizando compuestos
endégenos como esteroides y 4cidos
grasos y se le considera como un meca-
nismo detoxificador de contaminantes
ambientales, entre los que se encuentran
los hidrocarburos arométicos policiclicos
(Haux & Forlin 1988; Livingstone 1990,
Yamashita et al. 1992). Sin embargo, de-
pendiendo del compuesto metabolizado,
también se pueden formar metabolitos
electrofflicamente reactivos i.e, canceri-
genos, mutagénicos o agentes citobéxd-
cos. Puesto que los productos interme-
dios de la metabolizacién de xenobi6ti-
cos pueden llegar, en algunos casos, a
ser més daflinos que sus antecesores,
éste sisterna de monoxigenasas, es con-
siderado como componente de un sis-
tema detoxificador/intoxicador (Moore
et al. 1980, Livingstone 1985).

El grado en el cual éstas funciones
oxidativas ocurren en los diferentes in-
dividuos, dependerfa de la mmple-
mentacién de las diferentes isoenzimas
de citocromo Py de su funcién catali-
tica y de su regulacién (Stegeman et al.

lacionan entre si y comparan con orga-
nismos mantenidos en laboratorio.

Este es un trabajo preliminar, di-
sefiado con el fin de analizar el fené-
meno de induccién del sistema de oxi-
dasas de funcién mixta, en algunos
moluscos endémicos de la costa central
de Chile. El objetivo final es investigar la
posibilidad que organismos endémicos
pudieran ser utilizados como bioindica-
dores de problemas de contaminacién
por xenobidticos.

MATERIALES Y METODOS

SITIOS DE COLECTA DE ORGANISMOS.

El estudio se realizé en organismos re-
colectados desde bancos naturales del
golfo de Arauco, bahia San Vicente y
bahia Concepcién (Fig 1). Dichos siste-
mas costeros forman parte de un con-
junto de bahias templadas, entre las la-
titudes 36" y 37'20'S de la zona centro
sur de Chile.

En el golfo de Arauco y desde un
banco natural ubicado en la localidad de
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Colcura (Fig. 1) se extrajo Choromytilus
chorus (Molina, 1782) y Mulinia edulis
(King y Broderip, 1835) Gray, 1837. Los

jempl de C} tilus chorus, cuyas
tallas fluctuaban entre 4 y 5 cm, fueron
mantenidos por 6 meses en condiciones
de laboratorio con agua de mar filtrada
y alimentados con policultivo de micro-
algas (Isochrysis ep. Dunaliella sp.,
Nannochloris sp.).

Fn la orilla sur de la bahfa San
Vicente fueron recolectados Semimytilus
algosus (Gould, 1850), provenientes de
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un banco natural ubicado en el interma-
real de la playa de Lenga, cercano a una
pradera de algas y al parque nacional
Hualpen ( ver Fig. 1).

En el sector sureste de la cabeza
de la bahfa Concepcién y desde el sub-
mareal se recolectaron Semimytilus algo-
sus. El sitio de colecta se ubica a unos
600 m del 4rea de descarga de efluentes
de plantas procesadoras de pescado y de

desembocadura de la marisma
Rocuant ( ver Fig. 1).
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS.

Para la estandarizacién de la béenica se
trabajé con higados de ratas de laborato-
rio, previamente tratadas con fenobar-
bital, de acuerdo a la metodologia de
Omura & Sato (1964).

Todos los organismos fueron pro-
cesados, i.e., extraldo su sistema diges-
tivo en frio, inmediatamente antes del
andlisis de citocromo. En bivalvos se
utilizé una adaptacién de las metodolo-
gias propuestas por Livingstone &
Farrar (1984) y Livingstone (1988). Para
ello, se trabajé con grupos de 6 a 8 indi-
viduos (4 a 5 cm). Se pesd y homogenizé
el tejide utilizando buffer (Tris HC1 20
mM; sucrosa 0,5 M; KC10,15 M; EDTA 1
mM; DTT 1 mM; PMSF 100 uM; pH 7,6)
en una relacién de 1:4. Luego siempre a
4°C, el tejido homogenizado se centri-
fugé a 500 g por 30 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante se cen-
trifugé a 12.000 g por 45 minutos y
100.000 g por 60 minutos. El pellet mi-
crosomal se lavé con bufer (Tris HCl 20
mM, glicerol 20% w/v, DIT 1 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,6) y se diluyé en bu-
ffer (Tris HC1 5 mM, pH 6), hasta obte-
ner aproximadamente 10 mg/ml de
protefna, Para la lectura, se utilizé un
total de 1 ml, en una relacién de 0,850 ml
de agua destilada y 0,150 ml de micro-
soma resuspendido.

La cantidad de citocromo Py

te en la tra microsomal se
determiné por medio de espectros dife-
renciales, entre 400 y 550 nm. Para ello
se realiz6 una reaccién de éxido-reduc-
cién adicionando ditionite de sodio
(linea base), y se burbuje6 CO a la cu-
beta de reaccién. El contenido de cito-
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cromo Pys, de la muestra se estimé por
el incremento de la absorbancia, utili-
zando el coeficiente de extincién molar
91 mMxem? (Omura & Sato 1964) y la
concentracién de pmhe[tm (Lowry et al.
1951). Las muestras se 1 at

ratura ambiente, en un espechofnbéme—
tro Schimadzu UV-160.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a lo contradictorio de la infor-
macién respecto de la presencia y acti-
vidad del sistema citocromo en inverte-
brados marinos (Livingstone 1993), se
presenta como referencia en las Fig. 2a y
2b el espectro de absorbancia del sis-
tema citocromo inducido con fenobar-
bital en ratas. La Fig. 2a muestra el es-
pectro de linea base de la preparacién
microsomal, en que el sistema citocromo
ha sido reducido por la adicién de ditio-
nito de sodio y en Fig. 2b el espectro di-
ferencial del sistema citocromo el cual es
selectivamente oxidado al burbujear
mondxido de carbono en la cubeta de
reaccién.

Los espectros siguientes corres-
ponden al trabajo con bivalvos, aunque
la metodologfa bésic te es la mi
que para vertebrados, es necesario utili-
zar antioxidantes como dithiothreitol
(DTT), un inhibidor de proteasas el fe-
nilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), rangos
de pH distinto en los buffer y una escala
ampliada dado que la cantidad y activi-
dad de éste sistema enzimético es menor
en invertebrados (ver metodologia).

La Fig. 2c muestra el espectro
diferencial de microsomas de tejido Ch.
chorus mantenidos por seis meses en
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condiciones de laboratorio. El objetivo
de mantener los Ch. chorus en condicio-
nes libres de contaminacién por un largo
periodo, fue obtener un espectro de refe-
rencia del sistema enzimético en micro-
somas de sistema digestivo, sin la accién
de contaminantes.

La Fig. 2d muestra el espectro di-
ferencial del sistema citocromo obtenido
de microsomas de 5. algosus, al igual que
en la Fig. 2¢, en los resultados no se ob-
serva un pick definido que indique que
sus sistema citocromo se encuentra in-
ducido por la p ia de algun xeno-
bistico. Estos bivalvos fueron recolecta-
dos desde un banco natural en el sub-
mareal de la playa de Lenga en la bahia
San Vicente. Los resultados obtenidos
desde las preparaciones microsomales
de tejido digestivo indicarfan que en
esta zona la contaminacién posible por
xenobifticos no estarfa afectando a la
poblacién de S. algosus. Esto tiltimo, po-
dria deberse a la forma de circulacién de
la bahfa. Las aguas procedentes de la
plataforma continental adyacente, en-
tran preferentemente por el sector sur,
en que se ubica la playa de Lenga, y sa-
len por el sector norte con un tiempo de
residencia menor a un dia (Ahumada et

al. 1989).

La Fig. 2e muestra el espectro di-
ferencial del sistema citocromo obtenido
desde mierc de S. al, reco-
lectados en la cabeza de la baha
Concepcién, cerca de efluentes de plan-
tas procesadoras de pescado y del
puerto de Talcahuano. A diferencia de
los espectros obtenidos de los otros bi-
valvos, éste presenta un claro pick en
450 nm, El pick cercano a 420 nm obser-
vado en la figura corresponderia al cito-
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cromo degradado e inactivo (Hodgson
& Dauterman 1982). La concentracién de
citocromo Pgsg p te en las tras
se estim6 en 0.047 pmol/mg de proteina
microsomal, aproximadamente dos ve-
ces superior al estimado en los bivalvos
mantenidos en laboratorio y los reco-
lectados en la playa de Lenga de la bahfa
San Vicente y érdenes de magnitud me-
nor que la cantidad presente en higado
de rata estimulado con fenobarbital.

Este aumento significativo en la
concentracién del sistema citoeromo Pyso
en los bivalvos recolectados en la cabeza
de bahf{a Concepcién, permite deducir
que en estos bivalvos se encuentra in-
ducido el sistema multienzimatico al
que pertenece el sistema citocromo Py,
por la presencia de xenobibticos en el
drea, grasas provenientes de plantas
procesadoras de pescado e hidrocarbu-
ros producto de la actividad portuaria
(Rudolph & Ahumada 1989).

A diferencia de la bahfa San
Vicente, la bahfa Concepcién presenta
menor profundidad y un tiempo de re-
sidencia mayor de sus aguas, estimado
entre 2,5 a 3,2 dfas en verano (Arcos &
Wilson 1984, Mesias & Salinas 1986) y 24
dfas en invierno (Arcos & Wilson 1984).
Ademés esta sujeta a activos procesos de
surgencia de sus aguas subsuperficiales
(Arcos & Navarro 1986), lo que hace que
los organismos que la habitan esten mas
expuestos a sus contaminantes y deban
mantener activo los sistemas enzimati-
cos que les permitan contrarrestar hasta
donde les es posible la accién de téxicos,
en este caso el sistema citocromo Py,
analizado.

En razén a que en las costas de la
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VIII Region la almeja (Mulinia edulis) es
abundante y de importancia econémica
y teniendo como objetivo bésico este
trabajo, reunir informacién sobre el sis-
tema citocromo en bivalvos, se realizé
preparaciones de microsoma de sistema
digestivo de almeja. Sin embargo en esta
especie, utilizando la metodologia des-
crita para choritos, no fue posible obser-
var en las preparaciones de microsoma
de almeja, un pick atribufble a citocromo
Pgso (Fig. 2f), lo que podria indicar que la
técnica utilizada no es la adecuada para
ésta especie y/o que la concentracién
del sistema multienzimético es inferior a
la escala en que se realizé el anélisis.

Este es un estudio preliminar, se
hace necesario desarrollar un estudio
més amplio sobre la influencia ambien-
tal (i.e., T" cambio estacional y el estado
reproductive y nutricional de los orga-
nismos), para estandarizar el método y
decidir su posible aplicacién como mé-
todo de diagnéstico de contaminacién.

La evidencia encontrada en rela-
cién a la induccién de un aumento en la
concentraci6n citocromo Py, en aquellos
organismos recolectados en bahia de
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Concepcién, cerca del 4rea de descarga
de efluentes con altas concentraciones
de orgénicos y materia grasa, permitiria
inferir que el fenémeno de induccién
enzimética, podria ser postulado como
un fndice de respuesta a la contamina-
cién por xenobi6ticos existente en el lu-
gar. Pero es indudable que se requiere
de informacién adicional en relacién a
c6mo se regula el sistema citocromo Pysp
en estos organismos y cual o cuales de
los xenobibticos presentes en el 4rea, in-
ducen esta respuesta.

CONCLUSION

Se ha postulado que en moluscos, la in-
duccién del sistema multienzimético
detectado a través de la medicion del
citocromo Py podria ser un método
rapido y selectivo para identificar con-
taminacién por hidrocarburos en el am-
biente acuético. Los resultados presen-
tados, en que se cuantifica la actividad
de citocromo Pysq en bivalvos de dos ba-
hfas de la VIII Regi6n, demuestran una
estrecha correlacién entre la actividad
del citocromo Py, y el grado de conta-
minacién de la zona desde donde fueron
extrafdos.
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