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Resumen

En algunas zonas costeras de la Región de Valparaíso se desarrollan diversas acƟvidades an-

trópicas, entre las cuales se destacan las industrias de fundiciones y termoeléctricas, las que

en sus procesos generan residuos que conƟenenmetales. Estos residuos, pueden llegar a las

aguas costeras generando un riesgo ecológico para los organismos que habitan estos eco-

sistemas. Los metales generan efectos tóxicos, entre ellos genotoxicidad. Por lo anterior, el

objeƟvo de esta invesƟgación fue evaluar el efecto genotóxico de las aguas costeras de zonas

con una alta acƟvidad industrial en la región de Valparaíso. Para ello se recolectaron en los

sectores de Quintero, Ventanas, Playa Carvallo y Montemar moluscos de la especie Perumy-

Ɵlus purpuratus , en los cuales se determinaron las concentraciones demetales en tejido y el

efecto genotóxico en: hemocitos, espermatozoides y ovocitos. Los resultados muestran que

no se encontró relación entre las concentraciones de metales (Cu, Pb, Zn) y el daño gené-

Ɵco observado. No obstante, lo anterior, los individuos de la zona de Montemar mostraron

un mayor daño en el ADN, siendo las células germinales las más afectadas. En conclusión,

en los sectores estudiados existen otros agentes químicos biodisponibles, diferentes a los

analizados en este estudio, que provocan genotoxicidad en P.purpuratus lo que podría estar

afectando la ferƟlidad de este organismo.

Palabras claves:metales pesados, genotoxicidad, ensayo del cometa.
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1. Introducción

Los océanos, debido a su extensión, son completamente vulnerables a la contaminación que

deriva principalmente de la macro industria y del comercio maríƟmo, los cuales ayudan en la

concentración de metales pesados en los océanos y también de diversas sustancias tóxicas

(Kolaveric et al., 2013; Valdés, 2014). Siendo Chile un país con un extenso territorio maríƟmo

con más del 60% de la población viviendo en ciudades costeras y desarrollando acƟvidades

producƟvas, de transporte, recreacionales y turísƟcas, es posible encontrar altas concen-

traciones de xenobióƟcos provenientes de las zonas urbanas, los cuales, han contribuido

a la contaminación del sistema acuáƟco ocasionando un creciente deterioro del ambiente

a escala local, regional y global (Iannacone & Salazar, 2007). Las acƟvidades industriales y

portuarias aportan con diversos agentes contaminantes, pero destacan los metales pesa-

dos debido a que pueden potencialmente provocar genotoxicidad ya sea de forma directa o

indirecta (Caffeƫ et al., 2008; Calderón & Valdés, 2012).

1.1. AcƟvidades Portuarias

Las acƟvidades portuarias pueden provocar alteraciones de las condiciones del entorno na-

tural, mediante la instalación y operación del puerto. Los impactos de ésta acƟvidad pueden

llegar a ser considerables. Por otro lado, los puertos se ubican generalmente en los centros

urbanos y van generando conflictos debido a sus repercusiones a nivel ambiental (SECTRA,

2010).

Esto incide en la contaminación ambiental debido a la carga que es dispersada por el vien-

to llegando a ecosistemas próximos, tales como el medio marino. Las principales fuentes

de contaminación de las aguas se relacionan con los derrames accidentales durante la ope-

ración, así como por el escurrimiento de materiales almacenados a granel movilizados por

el viento. Esta acción contaminante puede afectar el medio marino incluyendo organismos
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bentónicos y planctónicos (CONAMA, 2009).

1.2. AcƟvidades generadoras de energía

En cuanto a la acƟvidad relacionada con la generación de energía, en la región de Valpa-

raíso, la segunda en importancia es la termoeléctrica. En su operación ésta puede uƟlizar

como combusƟble petróleo, carbón, carbón/petcoke, gas o puede ser de ciclo combinado.

Las centrales termoeléctricas, y principalmente aquellas que uƟlizan carbón, generan gases

efluentes que corresponden a material parƟculado, el cual está compuesto de una mezcla

de material sólido y líquido, conformado por disƟntos compuestos como nitratos, sulfatos,

metales, polvo, entre otros (Editec S.A, 2012; Kas ingeniería, 2009).

Además de generar material parƟculado, las termoeléctricas producen cenizas volantes, las

cuales corresponden al residuo fino resultante de la combusƟón del carbón pulverizado, es-

tas cenizas son depositas en silos de acopio para su almacenamiento temporal. Las propieda-

des İsicas y químicas de los productos de combusƟón dependen principalmente del Ɵpo de

carbón que sea uƟlizado y las técnicas de combusƟón empleadas. Las cenizas volantes Ɵenen

diferentes elementos trazas en su composición. Algunos de éstos son los establecidos en la

tabla 1 (Salazar, 2009).

Tabla 1: Elementos trazas encontrados en cenizas volantes (Salazar, 2009).

Elemento mg/kg
Ba, Mn, Sr 100-2500

B, Zn, Cr, Cu, Ni, Pb, V, Li 50–500
Co, Rb, As 20-200

Cd, U, Th, Be, Ge, Sn, Se 1-50
Hg < 1
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Al igual que las cenizas volantes y el material parƟculado, los residuos líquidos provenientes

de la planta de energía térmica incluyen descargas de aguas residuales, las cuales Ɵenen

una composición química diversa, dependiendo del combusƟble uƟlizado para la generación

eléctrica, así como también de la etapa del proceso. En este caso existen las aguas residuales

asociadas a las cenizas, en donde aquellas centrales que uƟlizan carbón y diésel, generan

cenizas provenientes de la combusƟón que son recolectadas en estado húmedo, las cuales

pueden contener sólidos ymetales pesados, entre otras sustancias. Estas cenizas son llevadas

a canchas de acopio donde son acumuladas y en donde producto de las lluvias estas podrían

escurrir siguiendo el curso natural de las aguas llegando finalmente a los ambientes acuáƟcos

cercanos (SMA, 2014).

1.3. AcƟvidad minera

La acƟvidad minera genera contaminantes en sus diferentes etapas del proceso, entre es-

tos, metales pesados. Los metales pesados se pueden producir por reacciones químicas, los

resultados de estas reacciones pueden drenar en aguas superficiales o subterráneas, como

ejemplo, se puede nombrar la oxidación de la pirita, importante en el proceso de oxidación-

lixiviación, en esta se genera sulfato férrico que aporta iones fe+3. De estamisma forma otras

reacciones químicas van aportando otros metales pesados tales como el cobre, zinc y plomo

a los disƟntos cuerpos de agua circundantes, si éstos llegan a estuarios o zonas costeras los

impactos en la vida acuáƟca pueden ir desde efectos sub-letales que afecten el crecimien-

to, comportamiento, capacidad reproducƟva de los organismos, hasta la muerte de éstos

(Oyarzun et al., 2011).

Las fundiciones de cobre por su parte, generan emisiones al aire. Estas se caracterizan por

contener dióxido de azufre, material parƟculado y sustancias tóxicas como arsénico, mercu-

rio, plomo y cadmio entre otros. Estos úlƟmos pueden, por acción del viento, viajar largas

distancias pudiendo depositarse en algún cuerpo de agua por acción de la gravedad (Gonzá-
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lez, 2014).

1.4. Metales pesados

Los metales son elementos químicos que en su mayoría son componentes principales de

la naturaleza y suelen ser indispensables para el correcto desarrollo de diversas funciones

dentro de los organismos. Los metales esenciales se encuentran en todos los organismos y

Ɵenen diversos papeles, como estructurales y también parƟcipan en sistemas redox, entre

otros. Debido a esto, se sabe que una falta de metales escenciales en los organismos puede

acarrear diversos problemas en las funciones biológicas, pudiendo provocar muerte celular,

problemasmetabólicos, también los organismos pueden ver afectado su crecimiento, repro-

ducción, entre otros. (Cornelis et al., 1993; Fleming, 1989; Macready, 1998; Rojas & Citlalli,

2011).

Entre los metales destacan aquellos denominados metales pesados tales como Plomo, Cad-

mio, Zinc, Mercurio, Arsénico, Plata, Cromo, Cobre, Hierro, que presentan una densidad re-

laƟvamente alta y que pueden generar diferentes grados de toxicidad dependiendo de la

concentración, Ɵempo de exposición, entre otros (Carmona, 2009; Duruibe et al., 2007).

Si bien los metales pesados se pueden encontrar en la naturaleza, cuando las concentra-

ciones de éstos aumentan pueden generar diversos daños tanto para los organismos como

para el ecosistema en donde estos se encuentran. Los organismos enfrentados a elevadas

concentraciones de metales, que superen el requerimiento biológico, pueden sufrir disƟn-

tos efectos genotóxicos pudiendo producir finalmente problemas fisiológicos, reproducƟvos

(disminuyendo la capacidad reproducƟva de los organismos) y comunitario (reduciendo el

número de especies) (Carrasco et al., 2006; Valdés, 2014).

El problemamedio ambiental de losmetales pesados consiste en la dificultad de ser degrada-

dos, permaneciendo de esta manera en la biota durante años. Los procesos biogeoquímicos

que no pueden degradar los metales pesados, si pueden hacer que formen parte del ecosis-
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tema, ya que pueden adquirir caracterísƟcas İsico-químicas, entre las cuales encontramos

el material parƟculado coloidal y especies disueltas. Los iones metálicos hidratados forman

parte de éstas úlƟmas y son considerados como la fracción metálica más biodisponible (Car-

mona, 2009; Carvajal, 2012).

La biodisponibilidad es la capacidad delmetal para ser asimilados, acumulados e incorporado

a las funciones biológicas. La acumulación se produce principalmente por la unión conmolé-

culas orgánicas, haciendo diİcil su eliminación. La bioacumulación suele agravarse a lo largo

de la cadena trófica debido a que se produce el fenómeno de biomagnificación (Carmona,

2009; Vicente, 2010).

1.4.1. Factores que modifican la biodisponibilidad de los metales

La materia orgánica es uno de los factores que modifica la biodisponibilidad, la bioacumu-

lación y por ende la toxicidad. Esto se debe a que la materia orgánica forma complejos re-

duciendo las concentraciones de otros iones tóxicos. La materia orgánica puede a su vez

reaccionar fuertemente con algunos metales especialmente el Cu, encontrándose menos

biodisponibles (Rojas & Citlalli, 2011).

El Ph es otro factor condicionante de la adsorción y solubilidad de los metales, este afecta

la especiación química y la movilidad de muchos de estos. La dureza del agua Ɵene estrecha

relación con el Ph y es otro de los factores que condiciona la biodisponibilidad, cuando ésta

es elevada los metales se ligan a los carbonatos insolubles disminuyendo la biodisponibili-

dad de estos, un ejemplo de esta interacción es el cobre cuya toxicidad aumenta al disminuir

la dureza del agua. El Ph posee también una relación directamente proporcional con la sa-

linidad, esta úlƟma es condicionante de la biodisponibilidad debido a que iones metálicos

suelen penetrar en la célula a través de los mismos sistemas de transporte que uƟlizan otros

iones importantes como sodio y potasio, estos úlƟmos compiten por los siƟos de transporte

celular con losmetales pesados en cuesƟón. Igualmente los aniones cloruro y sulfato pueden
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formar compuestos más estables con algunos metales (Carvajal, 2012; Vicente, 2010).

Las caracterísƟcas intrínsecas del metal también influyen en la toxicidad a generar y en su

biodisponibilidad, algunas de estas caracterísƟcas son, su naturaleza, debido principalmente

a que tal como se nombró, hay metales pesados que son esenciales, pero hay algunos, como

el plomo que no lo son y que en pequeñas concentraciones pueden causar muchomás daño

a los organismos. Otros factores que van modificando el grado de toxicidad y la biodispo-

nibilidad de éstos compuestos son, el estado de oxidación del metal, el Ɵpo de moléculas

orgánicas e inorgánicas y la fase del compuesto metálico, disuelto y/o parƟculado, (Duruibe,

2007; Vicente, 2010).

Las interacciones de efecto sinérgico o antagónico que puedan establecerse entre los com-

puestos o iones metálicos con otros, también van modificando la biodisponibilidad ya sea

potenciándola o disminuyéndola. Estos Ɵpos de interacción también influye en la toxicidad

de los metales pesados en los organismos expuestos (Gaete & Chavez, 2009; Iannacone &

Salazar, 2007).

1.4.2. Toxicidad de los metales

Diversos son los factores que afectan la biodisponibilidad de los metales. Pudiendo provocar

disƟntos efectos tóxicos sobre los organismos. El exceso de metales pesado puede desesta-

bilizar los ecosistemas e incluso producir la muerte de los individuos. El efecto tóxico de los

metales se manifiesta por la interferencia metabólica y por la mutagénesis que provocan,

también se unen a enzimas y a proteínas específicas compiƟendo con otras sustancias que

son esenciales para el mantenimiento y funcionamiento conƟnuo de las células. Esto podría

llevar a consecuencias negaƟvas para la reproducción, desarrollo y competencia de los orga-

nismos. Una vez asimilados los metales pesados son ampliamente distribuidos por el cuerpo

del organismo hacia disƟntos órganos, incluyendo glándulas, sistema nervioso central y hue-

sos (Besser & Leib, 2007; Pandey & Mandhuri, 2014).
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1.4.3. Compuestos metálicos y toxicidad

Los metales pesados que se encuentran más fuertemente relacionados con las acƟvidades

industriales y que son considerados a su vez como contaminantes son: Cadmio, Mercurio,

Cobre, Cromo, Níquel, Plomo, Zinc (Valdés, 2014).

Plomo: El plomo orgánico e inorgánico entra al ambiente de varios modos y puede

tener diversos efectos en el organismo, incluso en elementos esenciales con efecto en

enzimas que Ɵenen grupos–SH. Se han descrito efectos sobre diversas enzimas, como

la disminución de acƟvidad de la ATP-asa a nivel de la membrana del riñón e hígado.

Se destacan también la afinidad del plomo con las mitocondrias en donde se inhibe la

fosforilación oxidaƟva (Pandey & Mandhuri, 2014; Vicente, 2010).

Cobre: Es un oligoelemento esencial para la biosfera. Esto se debe a que puede ser-

vir como cofactor para la acƟvación enzimáƟca y puede unirse a proteínas tales como

la cito cromo oxidasa. Al haber un exceso, éste puede unirse a ligando no específicos

ocupando así espacios celulares o receptores, cuya función es bloqueada por su pre-

sencia. Se ha observado que altos niveles de exposición al cobre han producido daño

en el desarrollo y en la reproducción de los animales (Carvajal, 2012; Vicente, 2010)

Zinc: Al igual que el cobre, es un oligoelemento esencial, esto debido a que parƟci-

pa en numerosas funciones fisiológicas, es cofactor de más de 200 enzimas. El Zinc

al igual que los otros metales pesados es dañino en altas concentraciones, especial-

mente después de una exposición prolongada, el origen de los numerosos problemas

a los organismos deriva de la alteración del metabolismo de ácidos nucleicos, daños

oxidaƟvos en proteínas y ADN (Vicente, 2010).
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1.4.4. Efecto genotóxico producido por los metales pesados

Los metales pesados Ɵenen la capacidad de generar un Ɵpo específico de toxicidad que es

la genotoxicidad, esta se refiere al daño provocado en el ADN por diversos agentes conta-

minantes. El efecto más conocido por el cual los metales pueden producir genotoxicidad, es

debido a que estos, ya sean esenciales comono esenciales pueden inducir el estrés oxidaƟvo,

el cual se define como un desequilibrio entre la producción de radicales libres y los sistemas

de defensa anƟoxidante, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento de la

producción de especies reacƟvas de oxígeno que corresponden a radicales libres, iones de

oxígeno y peróxidos (ERO) (Bo-Mi et al., 2004).

Diversos estudios han analizado el efecto de la relación entre los metales pesados y el estrés

oxidaƟvo. El daño del ADN puede ser a nivel de la transcripción y replicación, pudiendo dar

lugar amutaciones, cáncer e incluso lamuerte de los organismos. También se ha demostrado

que, a pesar de ser perjudiciales para las células, las especies reacƟvas de oxigeno pueden

también funcionar como moléculas de señalización inducidas por el estrés (De Vizcaya-Ruiz

et al., 2008; Matés et al., 2010; Rowe et al., 2008; Srivastava et al., 2006; Valko et al., 2006).

En los organismos acuáƟcos se induce estrés oxidaƟvo debido a la presencia demetales pasa-

dos u otros contaminantes, los cuales van generando las especies reacƟvas de oxígeno, tales

como los radicales hidróxilo (HO−), una especie altamente reacƟva que puede modificar las

bases de purina y pirimidina y causar roturas de la cadena que dan lugar a daños en el ADN.

El anión superóxido (O2− ) presente en las células debido a las fugas de la cadena respiratoria

en las mitocondrias. El peróxido de hidrógeno H2O2 resultante de la dismutación de (O2−) o

debido a la acción de enzimas oxidasa. Estos y otros radicales libres pueden dañar macro-

moléculas tales como proteínas, lípidos y ADN. Debido a que los radicales libres alcanzan

la estabilidad mediante la adquisición de electrones provenientes de estas macromoléculas

provocando una reacción en cadena de liberación de más radicales libres que Ɵene como

consecuencia el daño en el ADN entre otros (Matés et al., 2010; Bo-Mí et al., 2004).
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Los radicales libres pueden generar disƟntos daños en el ADN, como roturas de cadena sim-

ple y modificaciones en las bases nitrogenadas que componen el material genéƟco. Esta

acción es potenciada además por los mismos metales pesados que pueden interferir en los

mecanismos de reparación del ADN (Carmona, 2009).

1.5. Biomonitores

Los biomonitores son especies en los que su existencia, sus reacciones y su funcionamien-

to cambian cuando se generan alteraciones en el ambiente en el cual se encuentran. Esto

se debe a que presentan sensibilidad a los cambios que en el ambiente se puedan gene-

rar y reaccionan a éstos como si fueran esơmulos específicos. Por su parte estos esơmulos

generan información de los cambios ocurridos y en ocasiones también entregan informa-

ción sobre la magnitud del cambio. Numerosos estudios avalan el uso de biomonitores ante

diversos escenarios de contaminación, ya que representan una herramienta de alerta tem-

prana ante cualquier riesgo de contaminación (Hernández et al., 2000; Reis et al., 2011; Van

der Wat & Forbes, 2015). En este senƟdo las normas de calidad ambiental, se basan en la

evaluación de la exposición a los agentes químicos, a través de las determinaciones de las

concentraciones, sin embargo, la aproximación es insuficiente para la protección de las co-

munidades biológicas expuestas, ya que no permiten predecir el efecto. La toxicidad de los

agentes químicos, como ya fue nombrado, dependen de las interacciones entre ellas (sinér-

gica, adiƟva, antagónica) y de factores ambientales (dureza, materia orgánica, pH, salinidad,

entre otros) (Gaete, 2008; Iannacone & Salazar, 2007).

El uso de biomonitores son herramientas complementarias almomento de implementar nor-

mas de calidad, con la ayuda de estos organismos de prueba y de diversos bioensayos se

puede determinar el efecto de los contaminantes en los individuos (CONAMA, 2004).
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1.5.1. Selección del biomonitor

Para poder realizar la selección de la especie a uƟlizar comobiomonitor, es necesario conocer

disƟntas caracterísƟcas de su formade vida, alimentación, época de reproducción, estructura

poblacional entre otras. Las parƟcularidades que deben presentar los Biomonitores son:

Acumular altos niveles del contaminante

Tener forma de vida sésil/sedentaria/con migración corta.

Presentar abundancia.

Presentar amplia distribución.

Estar a lo largo del año.

Presentar hábitos de alimentación simple.

Debe ser preferentemente de importancia ecológica, económica y comercial.

Obtención los organismos debe ser rentable.

La biomonitorización es el uso regular y sistemáƟco de organismos, da información acerca de

la interacción entre las condiciones ambientales y el mundo vivo. La biomonitorización a tra-

vés de los datos obtenidos en diversos estudios puede ayudar a predecir cambios futuros en

organismos y ecosistemas, por estos moƟvos la biomonitorización permite para desarrollar

programas de control efecƟvo y gesƟón del medio (Hernández et al., 2000; Páez & Osuna.,

2001).

La respuesta de los biondicadores suele estar dado por un biomarcador, el cual hace referen-

cia a un cambio químico, molecular y fisiológico. La respuesta del biomarcador suele estar

asociada con la probabilidad del desarrollo de una enfermedad. El daño en el ADN corres-

ponde a un biomarcador de exposición. Los moluscos son una de las especies que han sido
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uƟlizadas como bioindicador y esto se ve reflejado en los numerosos estudios sobre efectos

contaminantes de diversos agentes (Arango, 2011; Baqueiro et al , 2007; Rigonato et al .,

2005).

1.5.2. PerumyƟlus purpuratus (Lamarck, 1819)como bioindicador

Su amplia distribución geográfica y su alta tasa de fecundidad lo convierten en un buen can-

didato para estudiar el efecto de la contaminación sobre sus poblaciones. Al igual que otros

bivalvos pertenecientes a la familia MyƟlidae, P.purpuratus en figura 1, es considerado un

biomonitor de excelencia para evaluar efectos de contaminación acuáƟca, por una serie de

condiciones que han permiƟdo considerarlo como un excelente bioindicador para estudios

de monitoreo ambiental de zonas costeras afectadas por acciones de desechos antropogé-

nicos, que en su mayoría están relacionados con los efectos de citoxicidad y genotoxicidad

evaluados especialmente en células libres como en el caso de hemocitos, cuya función prin-

cipal es la inmunidad (mecanismo de defensa) y los gametos (relacionados con la ferƟliza-

ción), dada la importancia del genoma se ha desarrollado el ensayo del cometa (Acevedo et

al., 2010; Castro et al., 2008; Cares & Leny, 2013; Collins et al., 1995., Gosling, 2004; Ostling

& Johansen, 1984; Salamanca et al., 2004; Velásquez, 2005; Vargas-Albores& Barroco, 2001).
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Figura 1: Matrices tridimensionales de PerumyƟlus purpuratus en la zona intermareal ro-
cosa superior.

1.6. Ensayo del cometa

El ensayo del cometa es una prueba citoquímica uƟlizada para detectar el daño ocurrido en

el ADN causado por agentes genotóxicos, según Ostling & Johansen (1984) y Collins et al ,

(1995). El daño detectado con estos ensayos corresponde a roturas de cadenas dobles y sim-

ples mediante electroforesis en condiciones alcalinas. Las ventajas se deben principalmente

a ser un método sensible, rápido, sencillo, de bajo costo y aplicable a varios Ɵpos de células

eucariontes (Coughlan et al ., 2002; González et al ., 2012; Lacaze et al., 2010; Zúñiga, 2009;

Wong et al ., 2005).
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2. Planteamiento del problema

Las acƟvidades económicas en la zona central son muy diversas, concentrándose en gran

parte empresas que desarrollan acƟvidades industriales, portuarias y mineras, específica-

mente en las zonas de Ventanas y Quintero presentando un uso intensivo del área costera

(GORE, 2012).

Las acƟvidades nombradas anteriormente generan una serie de impactos sobre la población

que habita en las cercanías o sobre el medio natural en el que se sitúan. En el caso de los

complejos portuarios, presentan problemas asociados a derrames de granel y de aguas de

las senƟnas. Las Fundiciones por su parte, generan diversas emisiones atmosféricas desta-

cando la emisión de dióxido de azufre y material parƟculado. Los conflictos ambientales más

emblemáƟcos Ɵenen relación con la contaminación del recurso agua por la descarga en el

mediomarinos de disƟntosmetales pesados, tales como cobre, zinc, plomo, entre otros (CO-

NAMA, 2000; González, 2014; Salazar, 2009). En relación a lo anterior, se desconoce si estas

aguas costeras con alta acƟvidad industrial conƟenen agentes químicos en concentraciones

biodisponibles que pudieran generar daño genéƟco en los organismos acuáƟcos que habitan

este ecosistema, como bivalvos que se caracterizan por ser filtradores y por lo tanto bioacu-

mular agentes químicos como los metales provenientes de las acƟvidades antrópicas que se

desarrollan en la zona de estudio.
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3. Hipótesis

En esta invesƟgación se postula que las aguas costeras de la Región de Valparíso de lugares

con mayor acƟvidad industrial presentan mayor daño genéƟco que zonas con menor acƟvi-

dad industrial y que se relacionaría con la concentración de metales bioacumulados.

4. ObjeƟvos del estudio

4.1. ObjeƟvo general

Evaluar el efecto genotóxico de las aguas costeras en zonas con acƟvidad antrópica, minera

y portuaria en la V Región.

4.2. ObjeƟvos específicos

Determinar la genotoxicidad en aguas costeras con acƟvidad antrópica sobre células

marcadoras, hemocitos, ovocitos y espermatozoides, de P. purpuratus.

Determinar las concentraciones de cobre, plomo y zinc en las muestras de agua obte-

nidas en las zonas de estudio y en tejido.

Relacionar el grado de genotoxicidad de las células marcadoras con las concentracio-

nes de Cu, Pb y Zn en tejido.
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5. Materiales y métodos

Recolección de Individuos

Para este estudio se uƟlizó,PerumyƟlus purpuratus Lamarck (1819) conocido en Chile co-

mo chorito ”maico”, perteneciente a la familia MyƟlidae, es una especie bentónica bastante

abundante en la zona intermareal rocosa, se encuentra formando densas matrices tridimen-

sionales para incrementar su protección frente al efecto mecánico de las olas (Cares & Leny,

2013; Castro etal ., 2008). Los individuos se obtuvieron desde las costas de playa Carvallo,

Ventanas, Quintero y en la Estación de Biología Marina Montemar, entre los meses de no-

viembre y enero. Una vez colectados fueron transportados al laboratorio, en agua de mar a

4°C para evitar estrés térmico, y dejados en acuarios con aireación conƟnúa a temperatura

ambiente.

Obtención del agua de mar

De los sectores ya nombrados se realizó la toma de muestra de agua de mar para el poste-

rior análisis de metales. El agua fue refrigerada (10°C) y preservada con ácido nítrico (HNO3)

hasta el análisis de metales. Los análisis de metales en agua cruda fueron determinados me-

diante el método: St Methods 3111B, el cual corresponde al método de aspiración directa,

llama aire aceƟleno. Realizados en el Laboratorio de servicios de análisis de la Universidad

de Playa Ancha.

Extracción del tejido corporal

Para el análisis demetales en tejido semidió y pesó a los individuos recolectados, fue necesa-

ria la extracción de 20 gramos de tejido corporal en peso húmedo. Las metodologías uƟliza-

das, NCh2638.Of 01: Determinación de cadmio- Métodos Espectrofotométrico de Absorción

atómica por llama NCh2751.Of 03: Determinación de plomo mediante espectrofotometría

de absorción atómica.

AOAC 986.15:Método oficial 986.15 As; Cd; Pb; Zn; Se.MulƟelementmethod EAARealizados
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en el Laboratorio de servicios de análisis de la Universidad de Playa Ancha.

Extracción de Hemolinfa

La Hemolinfa fue obtenida desde el músculo aductor uƟlizando una jeringa de 100 µl.

Ensayo de viabilidad celular

Este ensayo permite conocer el estado de viabilidad de los hemocitos que serán usados. La

viabilidad celular se determinó antes de cada prueba y preparación de la muestra, para lo

cual se goteó hemolinfa (10 µl) sobre un porta objeto y luego la muestra fue teñida con

eosina Y (0,5%), las muestras fueron observadas en microscopio ópƟco 40X. Para dar paso

al ensayo del cometa, los individuos debieron presentar una viabilidad celular mayor al 75%

(Mai et al ., 2012; Kolaveric et al ., 2013).

El método ensayo del cometa consisƟó en los siguientes pasos:

Preparación de porta objetos y montaje de la muestra:

Los portaobjetos en donde se depositó la muestra de hemolinfa fueron preparados

con anterioridad, en donde se agregó en ellos agarosa de punto de fusión normal al

1dejándose solidificar en estufa por alrededor de 30 min a 45°C. Una vez adherida la

capa de agarosa, una canƟdad de 10µl de hemolinfa fuemezclada con 10 µl de agarosa

de bajo punto de fusión al 1%, luego se tomaron 15 µl de esta mezcla y se depositaron

en los portaobjetos. Se montó el cubreobjetos y se dejó solidificar a 4°C durante 10 a

15 minutos.

Los cubreobjetos deben ser reƟrados con mucho cuidado para no despegar del por-

taobjeto las capas de agarosa que conƟenen la muestra.

Etapa de Lisis:

La solución de lisis uƟlizada se preparó con 2,5M (8g) NaCl, 100mM (37,2g) EDTA,

10mM (1,2 g) Tris- base, 8g NaOH; (el Ph se debió ser ajustado a 10 uƟlizando 0,1M de

HCl o 1 M NaOH), DMSO 10%, 1% de tritón X-100. Los portaobjetos con las muestras
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fueron someƟdos al proceso de lisis durante 2 horas en completa oscuridad y a una

temperatura de 4°C.

Electroforesis:

Luego la lisis los porta objetos fueron llevados a la cámara de electroforesis la cual con-

tenía un buffer preparado con 1mM EDTA y 300mM NaOH. Para obtener un Ph>13 se

debió regular con hidróxido de sodio 1M. Las láminas con lasmuestras quedaron total-

mente cubiertas con el buffer para que la corriente pudiera llegar de forma uniforme a

éstas. La electroforesis fue realizada durante 25minutos con un voltaje de 25 y 300mA.

Neutralización:

La solución de neutralización fue preparada con 0,4M Tris-base, el Ph fue ajustado a

7,5 con 1M Hcl. El lavado de los portaobjetos en esta etapa consisƟó en tres lavados

cada 5 minutos.

Tinción:

Se añadió Bromuro de eƟdio (20 mg/ml) sobre las muestras celulares las cuales debie-

ron permanecer en oscuridad hasta la observación en el microscopio de epifluoresen-

cia. La observación de las muestras se realizó con un filtro de excitación de 480-550

nm y un aumento de 40x.

Conteo celular:

Se trabajó con tres Ɵpos de células: gaméƟcas tanto de hembra como demacho, (ovo-

citos y espermatozoides) y hemocitos. Debido a la estructura y forma cilíndrica de los

espermatozoides de P.purpuratus, la imagen del cometa presenta un patrón isodia-

métrico de la cabeza, diferente a aquella estandarizada con una clara polaridad re-

presentada por dos regiones (cabeza y cola), ver Fig. 2, presentada por Lacaze et al.,

(2010).
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Figura 2: Formas de la migración del ADN para disƟntos Ɵpos celulares, obtenidos en la
invesƟgación realizada por Lacazeet al, (2010).

Se uƟlizó una clasificación visual que consisƟó en 5 estados con disƟntos grados de daño, esta

clasificación va de 0-4 en donde el estado 0 representa a las células sin ningún Ɵpo de daño y

el nivel 4 representa el nivelmás alto de éste, dicha clasificación se encuentra relacionada con

la longitud (µm) de la cola del cometa, ver tabla 2, tal como lo establece Brugés & Reguero,

(2007). Para la evaluación cualitaƟva del daño se apreció la longitud de la cola del cometa,

para esto se uƟlizó elmétodo estandarizado por Collinset al(1995), posteriormente se realizó

el conteo total de la muestra (NTM) con la siguiente relación:
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NTM = ( % de células en clase 0) x 0 + (% de células en clase 1) x 1+

(% de células en clase 2) x 2 + (% de células en clase 3) x 3+

(% de células en clase 4) x 4

Esta fórmula además de establecer el % de daño en las células individuales también estable-

ce el daño total de la muestra a analizar. La clasificación de daño por medio de la formula

anterior se encuentra en un intervalo de 0 a 400, siendo 0 la ausencia de daño genéƟco y

400 el mayor daño presente en las células.

Tanto los hemocitos, ovocitos y espermatozoides, fueron clasificados en 5 estados para luego

de terminar el daño celular en cada uno de los sectores. Los Estados fueron elegidos a parƟr

de los resultados en imágenes del daño celular ( Collins et al., 1995; Brugés & Reguero, 2007;

Zúñiga, 2009).

Tabla 2: Categorización de los estados del cometa e interpretación del grado de daño ge-
notóxico acorde a la longitud de la cola (Brugés & Reguero, 2007).

Estados Longitud (µm) Grado de toxicidad)
0 0-24 No genotóxico
1 25-32 Ligeramente genotóxico
2 33-40 Moderadamente genotóxico
3 41-53 Altamente genotóxico
4 Mayor a 53 Extremadamente genotóxico
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6. Resultados

Estados de daño celular: Hemocitos

En figura 3, se muestran los diferentes estados de daño genéƟco de los hemocitos. En el

control se observa un hemocito con sus límites bien definidos, mientras que a mayor daño

las paredes celulares comienzan a volverse más irregulares (1 y 2). Los estados siguientes

(3 y 4) evidencian la formación de la denominada “Cola del Cometa” representada por el

aumento de fragmentos de ADN.

Figura 3:Migración de ADN. Grado 0: ausencia de daño; Grado 1: mínima frecuencia de da-
ño; Grado 2: frecuencia media de daño;Grado 3: frecuencia alta de lesiones; Grado 4:má-
xima expresión de cola de cometa. Barra 10 µm

Estados de daño celular: Espermatozoides

Se puede observar en la figura 4, que la forma celular del espermatozoide de P. purpuratus

difiere de la forma de los hemocitos. En los estados avanzados de daño celular (2, 3 y 4) se

comienza a notar el desprendimiento de material genéƟco pero esta vez sin la formación de

la “Cola del Cometa”.
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Figura 4: Migración de ADN. Grado 0: ausencia de daño; Grado 1: mínima frecuencia de
daño; Grado 2: frecuencia media de daño; Grado 3: frecuencia alta de lesiones; Grado 4:
máxima expresión de daño.

Estados de daño celular en Ovocitos

Los estados de daño genéƟco de losOvocitos sonmuy similares a los de los hemocitos debido

a la forma celular de éstos, ver figura 5. La cabeza del cometa en el úlƟmo estado de daño

(4) se ha reducido considerablemente como consecuencia de la fragmentación y migración

del ADN.
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Figura 5: Migración de ADN. Grado 0: ausencia de daño; Grado 1: mínima frecuencia de
daño; Grado 2: frecuencia media de daño; Grado 3: frecuencia alta de lesiones; Grado 4:
máxima expresión de cola de cometa..

Resultados del estado de genotoxicidad:

Se determinó el daño a nivel celular de los disƟntos Ɵpos de células con las cuales se trabajó

en esta invesƟgación. Se realiza el desarrollo de esta información para contrastar el daño

celular por cada Ɵpo de célula con los sectores estudiados. Se observa en la tabla 3, que el

mayor daño celular corresponde a los ovocitos específicamente del sector de Montemar.
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Tabla 3: Ensayo Cometa. Promedio de frecuencia celular en cada estado (0 al 4) y número total de la muestra.

Sector Ɵpo de células Estados de genotoxicidad

Quintero

0 I II III IV NTM
Espermatozoides 93.5± 12 550± 44.5 88± 72 76.5± 77 28.5± 40 123± 33

Hemocito 19.5± 12 50.5± 23.3 6± 8 1± 1 0 82± 9
Ovocito - - - - - -

Ventanas
Espermatozoides 1.5± 21 10.5± 9 6.5± 0 6.5± 2 1.5± 1 194± 62.3

Hemocito 40± 4 54± 34 26.5± 14.8 14.5± 2 3 117± 4
Ovocito 11± 7.1 13.5± 2 16± 2.8 11.5± 6.4 5.5± 6.4 117± 4

Carvallo
Espermatozoides 38.5± 39 312± 234.7 74.5± 81 26± 14 6± 8.4 122± 2.8

Hemocito 42.8± 7.8 181± 16.9 35± 1 20± 9.9 1.5± 2 113± 10.7
Ovocito 0 10 5± 5.6 3± 4 0 167± 22

Montemar
Espermatozoides - - - - - -

Hemocito 16± 12.7 15.5± 10.6 20.5± 6.4 15 14.5± 4 197± 26.7
Ovocito 3± 1.4 4± 1 37± 15.6 18.5± 5 13.5± 9 244± 15.6

23



Número Total de la Muestra Global (NTM):

Se determinó la canƟdad global (Espermatozoides+ ovocitos+ hemocitos) de células por es-

tado, para luego obtener el daño global por sector (NTMglobal), ver tabla 4. Esta información

fue desarrollada para obtener la relación entre las concentraciones de los metales (Cu-Pb-

Zn) en tejidos por sector y el daño celular. Observándose que es en el sector de Montemar

en donde el daño celular (global) es mayor.

Tabla 4: Frecuencia celular global en cada estado (0 al IV) y comparación promedio del
conteo total de la muestra global (NTM global). Letras diferentes (a-b) indican diferencias
significaƟvas (p< 0.05)

Sector Estado 0 Estado I Estado II Estado III Estado IV NTM global
Quintero 113 601±21 94±63.6 77.5± 76 28.5±40.3 119.6±30.8b

Ventanas 52.5±13 78±41 49±17 32.5±6.4 10±7.1 143.8±16.2b

Montemar 19±14.1 19±11.3 57.5±9.2 33.5±4.9 28±12.7 218.5±27.3a

Playa Carvallo 81±46.7 503±217.7 115±88.4 49±0.3 7.5±6.4 120.6±1.7b

Resultados Análisis de metales:

Se observa en la tabla 5, que en todos los sectores la concentración de zinc fue la más alta,

<0,06 mg/L. Mientras que las concentraciones de cobre fueron las más bajas en todos los

sectores.

Tabla 5: Concentraciones de metales (mg/L) en agua de mar.

SiƟos de muestreo Cu Pb Zn
Quintero <0.01 0.02 <0.06
Ventanas <0.01 0.04 <0.06

Playa Carvallo <0.01 <0.02 <0.06
Montemar <0.01 <0.02 <0.06

Las concentraciones de zinc encontradas en tejido fueron las más altas en todos los siƟos de
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muestreo, ver tabla 6. En Playa Carvallo se obtuvo la mayor concentración de este metal con

41,99 mg/Kg, el Plomo por su parte fue el metal que se encontró en menor concentración

en los tejidos.

Tabla 6: Concentraciones de metales (mg/kg) en tejido corporal completo.

SiƟos de muestreo Cu Pb Zn
Quintero 18.88 <0.2 40.81
Ventanas 4.89 <0.2 27.95

Playa Carvallo 4.79 1.65 41.99
Montemar 6.09 0.36 26.22

Regresión simple de metales en tejido

Se presenta en la tabla 7 la correlación de Pearson entre las variables analizadas, metales y

número total de la muestra (NTM). Para que se logre establecer una correlación entre varia-

bles P< 0,05.

Tabla 7: Coeficiente de correlación Pearson entre variables estudiadas.

Cu Pb Zn
Cu - - -
Pb -0.418* - -
Zn 0.478* 0.568* -
NTM -0.352* -0.340* -0.833*

NTM: Estado de daño total de la muestra celular de P.purpuratus por sector. *Valores no
significaƟvos con P> 0,05.
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Masa corporal y longitud

Se observa en la tabla 8 que los individuos de la bahía deQuintero presentanunamenormasa

corporal y también una menor talla. En la zona de Ventana se obtuvo el mayor promedio de

masa corporal y longitud.

Tabla 8: Promedio de la masa corporal y longitud de P.purpuratus.

P. purpuratus Masa corporal (gr) Longitud total (cm)
Quintero 2.1± 0.6 1.8± 0.2
Ventanas 7.5± 1 2.7± 0.4

Playa Carvallo 4.1± 1 2.2± 0.2
Montemar 3.2± 1 2.1± 0.5
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7. Discusión

El efecto genotóxico de las aguas costeras se ha manifestado por la exposición de los orga-

nismos a diversos contaminantes provenientes de acƟvidades antrópicas. Siendo relevante

en la región de Valparaíso la acƟvidad minera. Dada esta situación la uƟlización de bivalvos

filtradores para monitorear la presencia de metales, ha sido una necesidad (Acevedo 2010;

Campos 2004; Calderón et al ., 2012; Iannacone & Salazar, 2007).

Presencia de cobre, plomo y zinc en tejido corporal

El análisis de los metales evidenció diferencias en la acumulación de estos en el tejido, los

resultados revelan que la mayor concentración de Cu se obtuvo en Quintero, superando

ampliamente, a aquella encontrada en los organismos de Ventana, siendo similar a lo en-

contrado por Meléndez, (2013). Respecto al Pb, Quintero y Ventana presentaron la menor

concentración de este metal.

Es importante destacar que Playa Carvallo fue uƟlizado como zonas control por ser un siƟo

conocido libre de contaminación (Espinoza & Fernández, 2012; Meléndez, 2013) sin embar-

go, este registró la mayor concentración de Pb y Znmostrando un incremento al cabo de tres

años en la concentración de estos metales, principalmente del zinc.

Quintero y Playa Carvallo son las zonas que presentaron las concentraciones más altas de

zinc en tejido, no obstante, en las 4 estaciones predominó la concentración de este metal

por sobre los otros analizados. Demostrando que el zinc es el metal más bioacumulable en P.

purpuratus, estos resultados coinciden ampliamente con el estudio deCampos (2004), el cual

uƟlizó como biomonitor a Argopecton purpuratus, mostrando en los análisis de tejido una

alta concentración de Zn en comparación con los otros metales analizados. Situación similar

ocurre en la invesƟgación realizada por Calderón & Valdés (2012), en donde también fueron

analizados Cu, Pb y Zn en organismos bentónicos para evaluar el impacto de la acƟvidad

antrópica, en este estudio la concentración de Zn en los tejidos de organismos uƟlizados
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también supera ampliamente a las concentraciones de Cu y Pb.

Análisis de metales en agua

Las concentraciones de metales en el agua de mar fueron contrastadas con la Guía de la CO-

NAMA (2004), para establecer los rangos aceptables de cada una de las estaciones elegidas.

Se destaca que las concentraciones de los metales analizados no presentaron grandes varia-

ciones, a pesar de esta situación, en todas las concentraciones de losmetales analizados y en

todas las estaciones el valor se encuentra en el rango establecido de “clase2” indicado en la

Guía CONAMA, lo que se refiere a la buena calidad del agua marina haciéndola apta para el

desarrollo de la acuicultura, acƟvidades pesqueras extracƟvas y para acƟvidades portuarias,

navegación, entre otras.

Determinación de la genotoxicidad: Ensayo cometa

El análisis molecular del daño ocurrido a nivel del ADN realizado en los tres Ɵpos celulares

hemocitos, espermatozoides y ovocitos mostraron efectos esperados de daño a nivel de las

hebras simples y dobles de ADN. Los hemocitos ampliamente uƟlizados en otras especies de

bivalvos (Gomes et al ., 2013; Lafarga et al ., 2008; Mai et al ., 2012; Klobucar et al ., 2003;

Kolaveric et al., 2013), en el caso deP. purpuratus, el volumen celomáƟco obtenido desde el

musculo aductor es reducido por lo que se obƟene una baja concentración de hemocitos,

consecuencia del pequeño tamaño que presentaron estos organismos, a diferencias de los

usados porMeléndez (2013). El uso de espermatozoides y ovocitos como célulasmarcadoras

en bivalvos han sido escasamente uƟlizados, Lacaze et al (2010) en Gammarus fossarum ha

registrado la respuesta genotóxica en células germinales.

Los hemocitos presentaron unmenor daño genotóxico comparado con los espermatozoides,

de acuerdo a Steiner et al (1998) y Lacaze et al (2010), la razón de esta situación se encuentra

en que los espermatozoides no poseenmecanismos de reparación del ADN, en comparación

con los hemocitos que si poseen estos mecanismos por lo que la respuesta de daño suele

ser mucho menor.
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El análisis entre el número total de la muestra por Ɵpo de células analizadas, puede esta-

blecer que en todos los sectores a estudiar el daño fue mucho mayor en células germinales,

que en hemocitos. En el caso de los ovocitos que, si presentan mecanismos de reparación

de ADN, el daño celular fue mucho mayor que el registrado en hemocitos, al igual que en el

caso de los espermatozoides en la mayoría de los siƟos estudiados.

En los resultados obtenidos del número total de la muestra global y en base a los estudios de

Collins et al (1995) y Burgués&Reguero (2007), se logró establecer que elmayor daño celular,

se encuentra en los individuos de Montemar, mientras que los individuos que presentaron

menor daño a nivel global de sus células fueron los de Quintero. Si bien es cierto que, de

acuerdo a estos resultados, los valores encontrados no representan un daño letal, estos son

indicadores de alerta temprana.

Al analizar los resultados de correlación entre el NTM y las concentraciones de metales en

tejido es posible inferir que no exisƟó correlación entre estos dos parámetros, esto debido a

que los metales no sólo presentan respuestas de forma individual, si no también, presentan

efectos sinérgicos o antagónicos los cuales pueden presentar respuestas aún más genotóxi-

cas (Cooper et al., 2009; Gaete & Chavez, 2008; Roney & Colman, 2004). Debido a las acƟvi-

dades antrópicas costeras, existe una mayor variedad de metales como Cr, Hg, Fe,etc, en las

aguas y también de otros agentes contaminantes como hidrocarburos (fernley et al., 2000;

Sadikaj et al., 2010; Lee & Steiner., 2003; Frenzilli et al., 2009) que no fueron analizados y

que pueden ser igualmente asimilados por los organismos, potenciando o bien disminuyen-

do la respuesta genotóxica del Cu, Pb y Zn. En el estudio de Lacaze (2010) un herbicida y

un ácido orgánico fueron los compuestos que generaron mayor genotoxicidad en las células

germinales de Gammarus fossarum, por sobre el efecto generado por el metal analizado,

por lo que podríamos establecer que en aquellos sectores en donde hubo un mayor daño

en espermatozoides y ovocitos fue por la acción de algún otro agente tóxico derivado de las

acƟvidades antrópicas más que por acción directa de los metales analizados.
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Factores como la salinidad del medio marino y el pH de éste también pueden influenciar en

los resultados obtenidos al igual que las variables intrínsecas del organismo como crecimien-

to, reproducción etc, factores que no fueron analizados en ésta invesƟgación (Abele et al .,

2002; Carvajal, 2012; Ladhar-Chaabouni et al., 2012; Lemus et al., 2013; Vicente, 2010).
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8. Conclusión

Las localidades estudiadas presentan agentes químicos que generan daño genotóxico,

exisƟendo diferencias significaƟvas entre estas, siendo la zona de Montemar la que

presentó el mayor daño en el ADN.

Los Ɵpos celulares presentan diferentes grados de daño genotóxico, siendo los esper-

matozoides y ovocitos las células más afectadas.

No hubo correlación entre la respuesta genotóxica y las concentraciones de metales

(Cu, Pb, Zn) en tejido.
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10. Anexos

Etapa de lisis

Figura 6: Etapa de lisis celular. Muestras sumergidas en vaso coplin con solución de elec-
troforesis (Ph: 10).
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Etapa de electroforesis

Figura 7: Tanque de electroforesis conectado a fuente de poder.

Etapa de neutralización

Figura 8: Etapa de neutralización de las muestras. Lavado de muestras con solución amor-
Ɵguadora (Ph: 7,5).
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