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RESUMEN

Hasta la actualidad, 5,8 millones de toneladas de petréleo han sido derramados en los océanos, y son
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) los compuestos que causan mayor impacto negativo
en estos ecosistemas. Comprender como los organismos acuaticos responden a la exposicién por
HAP a nivel molecular o bioquimico sirve como indicador diagndstico ambiental y podria ayudar
en la formulacion de politicas de conservacion. Recopilamos 15 afios de investigaciones evaluando
efectos subletales en ostras del género Crassostrea luego de su exposicidn a diferentes hidrocarburos.
Analizamos genes y la actividad de enzimas relacionadas con el sistema de biotransformacion,
donde los genes CYP450-like y la enzima GST demostraron ser los mas sensibles. Sugerimos utilizar
estos biomarcadores como herramientas de alerta temprana en programas de monitoreo ambiental
marino-costero.

Palabras clave: biomarcadores, derrames de petrdleo, bivalves, CYP450, GST
ABSTRACT

To date, 5.8 million tons of oil have been spilled into the oceans, with polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) being the compounds that cause the greatest negative impact on marine
ecosystems. Understanding how aquatic organisms respond to PAHs exposure at the molecular
and/or biochemical level serves as an environmental diagnostic indicator and could help in the
formulation of conservation policies. We compiled 15 years of research evaluating sub-lethal effects
in oysters of the genus Crassostrea after exposure to different hydrocarbons. We analyzed genes
of the cytochrome P450 (CYP450) superfamily and the activity of conjugation enzymes. CYP450-
like genes and GST enzymes were found to be the most susceptible to hydrocarbon exposure. We
therefore suggest using these biomarkers as early warning tools in marine-coastal environmental
monitoring programs.

Keywords: Biomarkers, oil spills, bivalves, CYP450, GSTs
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Introduccion
Contaminacion por hidrocarburos

Los HAP constituyen una clase de contaminantes
organicos altamente distribuidos en los ambientes
acuaticos, la atmodsfera y el suelo (Patel et al., 2020)
Una de las fuentes antropogénicas de HAP en estos
ambientes es la contaminacidn petrogénica, que
consiste en la descarga o derrame de petréleo crudo o
de productos petroliferos. La persistencia de los HAP en
el medioambiente estd directamente relacionada con
el aumento del peso molecular y, en consecuencia, del
numero de anillos de benceno (Sakshi y Haritash, 2020).
Son compuestos poco solubles en agua y su solubilidad
disminuye a medida que aumenta el niumero de anillos
de benceno en su composicion (Sakshi y Haritash, 2020).
La degradacion ambiental de los HAP suele ocurrir
lentamente, y la exposicién a los HAP causa riesgos para
la salud de los humanos y otros animales, ya que algunos,
ademas de ser toxicos, tienen caracteristicas cancerigenas,
mutagénicas o teratogénicas (Patel et al., 2020; Ramesh,
Harris y Archibong, 2022). Debido a estas caracteristicas,
los HAP figuran en las normas y legislaciones ambientales
de muchos paises como una clase de contaminantes
de alta prioridad en los analisis de riesgos para la salud
humana y riesgo ecoldgico de los efluentes. La principal
legislacion que aborda detalladamente las cantidades de
HAP en aguay sedimentos esta vigente en Estados Unidos,
a través de la Agencia de Proteccidon Ambiental (United
States Environmental Protection Agency, US EPA) (US
EPA, 2015) y en la Unidn Europea (UE, 2011).

Saldafa-Serrano et al.

Uso de biomarcadores en el monitoreo ambiental

Tras un derrame de petréleo, la bioacumulacion
de hidrocarburos puede conllevar al proceso de
biomagnificaciéon, donde las sustancias se transfieren
a niveles superiores de la cadena tréfica, lo que resulta
en un aumento de la concentracion y dispersion de
contaminantes toxicos (Qin et al., 2020). Por lo tanto, es
importante realizar una evaluacion rapida de los efectos
nocivos de estos eventos en el ecosistema. Esta evaluacidn
se puede realizar mediante el analisis de biomarcadores,
que son cambios bioldgicos a nivel molecular, bioquimico,
celular, fisioldgico y comportamental que expresan los
efectos toxicos causados por los contaminantes (Walker et
al., 2016). La evaluacion de biomarcadores en organismos
acudticos expuestos a HAP representa una herramienta
rdpida y fundamental para la evaluacién temprana de la
calidad ambiental en eventos de derrames de petrdleo
(Kumariy Khare, 2018).

Las ostras como organismos bioindicadores

Los moluscos bivalvos como las ostras son animales
sésiles, filtradores y cosmopolitas, que tienden a acumular
contaminantes en sus tejidos, por lo cual son empleados
como organismos bioindicadores y se denominan
organismos centinela en programas de monitoreo
ambiental (Gunther et al., 1999). En particular, las ostras
del género Crassostrea, consideradas de gran importancia
comercial, como la especie Crassostrea gigas, tercer
molusco bivalvo mas cultivado en el mundo (FAO, 2022),
y las especies Crassostrea gasar y Crassostrea rhizophorae,
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Figura 1. Esquema del metabolismo de biotransformacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en organismos acuaticos. Citocromo P-450

(CYP450), glutation S-transferasa (GST) y sulfotransferasas (SULT).
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especies nativas de la costa en el Atlantico Sur, se pueden
encontrar en ambientes muy diversos, y son recolectadas
y cultivadas para el consumo humano. Debido a la
importancia econdmica, social y ambiental, estas
especies se utilizan para evaluar los biomarcadores tras la
exposicidon a derivados del petrdleo e hidrocarburos. Sin
embargo, aun son pocos los estudios que han evaluado el
impacto de los HAP en moluscos bivalvos, especificamente
las ostras.

Biotransformacion

La biotransformacion es el proceso por el cual las
sustancias que ingresan al cuerpo cambian de moléculas
hidrofébicas a hidrofilicas para facilitar su eliminacidn,
generando en ocasiones productos con poco o ningun
efecto toxicoldgico (Walker et al., 2016). Una vez que los
HAP ingresan a la célula animal, su metabolizacién se
produce mediante la activacién de enzimas especificas
que participan en reacciones de biotransformacién. El
proceso de biotransformacién de los HAP se produce en
dos fases (figura 1). La fase I, la cual involucra enzimas
como el complejo citocromo P450 (CYP), que participan en
el primer proceso de activacién de HAP, tiene el principal
objetivo de inducir modificaciones quimicas en los grupos
funcionales de los HAP, lo que da como resultado la
formacién de sustancias con mayor capacidad de ser
excretadas del organismo. Sin embargo, los metabolitos
generados, ademas de tener caracteristicas cancerigenas
o toxicas, pueden no ser aun lo suficientemente solubles
en agua para ser excretados de la célula (Abdel-Shafy y
Mansour, 2016)y necesitan conjugarse conotrasmoléculas.
Este proceso de conjugacion se lleva a cabo mediante las
enzimas de biotransformacién de fase Il, como la glutation
S-transferasas (GST) y las sulfotransferasas (SULT)
(Ambrosoney Tang, 2009). La fase Il de biotransformacion
es fundamental para reducir la toxicidad de los HAP, al
hacerlos mas solubles en agua y facilitar su excrecion.
Debido a su importancia en la metabolizacidon de los
HAP, los genes y enzimas de biotransformacion de la fase
Iy Il se utilizan frecuentemente como biomarcadores de
contaminacién acudtica por derrames de hidrocarburos y
derivados del petréleo.

Enfoque y discusion

Los HAP son considerados los componentes con
mayor toxicidad en los organismos acuaticos entre los
constituyentes quimicos del petrdleo y sus derivados
(Pampanin y Sydnes, 2013). La Agencia Estadounidense
de Proteccion Ambiental (US EPA, 2015) establecio
16 HAP prioritarios para monitorear contaminantes
persistentes, clasificados por la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC, 2013) segun sus
propiedades cancerigenas, de los cuales resaltamos los
HAP estudiados estos 15 afios de investigacion (tabla 1). En
este sentido, la evaluacion de biomarcadores de exposicidn
tiene el potencial de servir como base en el desarrollo de

programas de monitoreo ambiental luego de accidentes
de derrames de petrdleo, lo que permite la identificacion
rapida y efectiva de riesgos para los organismos vivos.

Tabla 1. Nombre, estructura quimica, peso molecular y clasificacion de
los HAP, segtin la IARC, que fueron investigados en este estudio.

Estructura Peso
Nombre HAP L. molecular (g/ IARC grupo
quimica
mol)
Fenantreno N ™ 178,23 No clasificable
Fluoreno 1 ey, 166,22 No clasificable
f 4 8 B
Pireno 202,25 No clasificable
Criseno Posiblemente

cancerigeno

& 228,29
o™

En este articulo revisamos estudios recientes con
biomarcadores de exposicidn a diversos hidrocarburos
en ostras del género Crassostrea, y nos centramos en el
sistema debiotransformacion (faseslyll) (tabla2). Nuestro
objetivo fue resaltar genes y enzimas cuyas variaciones
pueden estar relacionadas con HAP especificos o con
petréleo crudo. Estos biomarcadores tienen el potencial de
servir como herramientas en los programas de monitoreo
ambiental después de accidentes de derrames de petroleo,
lo que permite una identificacion rapida y eficaz de los
efectos negativos en los organismos acuaticos. Estudios
previos indicaron cambios significativos en la fase | de
la biotransformacion, tanto a nivel de la transcripcion
génica (CYP2-like, CYP2AUT-like y CYP356A1-like) como
enzimatica (actividad de EROD), en branquias y glandula
digestiva de las ostras del género Crassostrea, después
de una exposicion aguda (24 h o 96 h) a concentraciones
ambientalmente relevantes de diferentes contaminantes:
fraccion de diésel acomodada en agua (Lichmann et al.,
2011), fenantreno (Liichmann et al., 2014; Nogueira et al.,
2017; Zacchi et al., 2017; Lima et al., 2018), pireno (Zacchi
et al., 2019; dos Reis et al., 2023), fluoreno (dos Reis et al.,
2020) y criseno (Bastolla et al., 2023). Los resultados de la
mayoria de estos estudios destacan la regulacién al alza
de las isoformas de los genes CYP, GST y SULT luego de la
exposicidn a concentraciones ambientalmente relevantes
del fenantreno, fluoreno y pireno. De manera contraria, el
criseno reguld a la baja la transcripcidn de estos genes y
enzima. Sugerimos que estos cambios significativos en los
biomarcadores de fase Il, incluidas las alteraciones en la
actividad de GST y la expresidn génica de GSTO-like, MGST
y en SULT-like, pueden indicar un papel fundamental de
estos biomarcadores en los procesos de desintoxicacion
de las ostras, luego de estar expuestas a los HAP.
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Tabla 2. Resumen de los HAP, organismo-prueba y biomarcadores analizados en los ultimos 15 afios de investigacion en el LABCAL.

Biomarcadores

Nombre HAP Modelo biolégico I'!ef.erellqa
Genes Enzimas bibliografica
Fraccién acomodada en Lichmann et al.
agua (WAF) Crassostrea gasar GST (1) (2011)
CYP2-like 1(*), CYP-like 2 (1), CYP2AUT-like Lichmann et af
(1), GSTO-like (1), CYP356A1-like (1), GST (V) (2014) :
GSTO-like (1) e MGST3-like (1)
Fenantreno Crassostrea gasar CYP2-like 2 (1); Lima et al. (2019)
CYP2-like 1(1); CYP2AUT-like (1); )
CYP-like 2 (1), SULT-like (1) Zacchiet al. (2017)
Fenantreno Crassostrea gigas (larvas D) CYP2AU2 (1); CYP30CT (V) Nogl(12e(|)r1a7)et al.
Fluoreno CYP2AUT-like (1)
Crassostrea gasar CYP34751(1); CYP2AUT-like (1); CYP2-like (1); EROD (1); Zacchi et al. (2019)
Pireno CYP356A (1); GSTO (1); MGST-like (1); MGST ( ¢)’
SULT-like (1)
Fluoreno Crassostrea gigas CYP2AU2 (1); GSTO (1); SULT (1)
MGST (1) dos Reis et al. (2020)
Pireno
Pireno Crassostrea gasar CYP2AUT-like (1) dos Reis et al. (2023)
Crassostrea gasar CYP2AUT-like (V'); GSTO-like (V)
. . CYPI-like (V); CYP2-like (V); MGST-like (V);
Criseno Crassostrea rhizophorae SULT-like (V) Bastolla et al. (2023)
Crassostrea gigas GST (V)

En concordancia con nuestros hallazgos, la revision
de Santana y colaboradores (2018) demostraron que
EROD y GST son biomarcadores sélidos para evaluar los
efectos de los HAP en los peces y, ademas, destacaron
que los efectos fueron mas fuertes en los experimentos
realizados en el laboratorio en comparacién con los
estudios de campo y de biomonitoreo activo. En otra
situacién, Sadauskas-Henrique y colaboradores (2024)
monitorearon el impacto del derrame accidental de
cemento asfaltico de petrdleo en Sdo Raimundo, ubicado
en el Rio Negro (Manaus, Amazonas, Brasil) empleando
un conjunto de biomarcadores en dos especies de peces
Acarichthys heckelii y Satanoperca jurupari después de 10,
45y 90 dias del derrame, y observaron que los metabolitos
biliares tipo HAP en la actividad de acetilsolinestarasa
en el cerebro, el dafio del ADN en los eritrocitos y la
actividad de etoxiresorufina-O-desetilasa en el higado
fueron los biomarcadores mas sensibles para ambas
especies de peces, ya que presentaron un aumento
durante los dias de monitoreo, probablemente a causa de
la exposicion a residuos de HAP. Por lo tanto, los estudios
sobre biomarcadores bioquimicos o moleculares de
contaminacion acuatica son muy utiles para el desarrollo
de estrategias de proteccion del entorno costero marinoy
continental (Sarkar et al., 2017), sobre todo cuando estas
herramientas son empleadas como sefiales tempranas
del impacto provocado por los HAP en los organismos

acuaticos, luego de un derrame de petréleo, puesto que
los resultados podrian servir a los especialistas como un
instrumento de toma de decisidon al momento de sugerir
o tener que aplicar medidas de mitigacién o remediacion
sobre el drea impactada, antes de presenciar un impacto
ambiental severo.

Conclusiones y recomendaciones

A través de la recopilacién de investigaciones
realizadas durante los ultimos 15 afios con ostras del
género Crassostrea expuestas a diferentes derivados de
HAP petrogénicos, podemos resaltar la importancia de
los genes y las enzimas del sistema de biotransformacién
y su potencial uso como biomarcadores en programas
de monitoreo ambiental luego de la contaminacion
por derrames de hidrocarburos o petréleo y sus
derivados. Ademas, sugerimos que el uso de genes y
enzimas de biotransformacion, incluidas las familias del
citocromo p450 (CYP), glutation S-transferasa (GST)
y sulfotransferasa, como potenciales biomarcadores
en casos de contaminacion por HAP o derivados del
petréleo en especies del género Crassostrea. También
destacamos que el tiempo de exposicidon a la respuesta
aparente de estos biomarcadores puede variar segun el
tipo de HAP y el tipo de biomarcador analizado. Segun
los estudios analizados en este articulo, en general,
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las respuestas relacionadas con genes aparecen con
un tiempo de exposicion mas corto (short-term), y las
respuestas relacionadas con enzimas tienden a aparecer
con un tiempo de exposicion mas largo (long-term).
Las branquias y las glandulas digestivas son ejemplos
de posibles 6rganos para el analisis de biomarcadores
en este caso. Se sugiere el uso de branquias, ya que son
el primer 6rgano de las ostras en contacto con el medio
acuatico externo y, por tanto, con los HAP. Es importante
resaltar que los experimentos analizados se llevaron
a cabo en condiciones de laboratorio. En condiciones
ambientales, las respuestas bioldgicas pueden variar
debido a otros factores fisico-quimicos no cuantificados,
como la temperatura, la salinidad, otros contaminantes,
compuestos y sustancias orgdnicas e inorganicas. Se
sugiere realizar mas estudios, incluyendo otros HAP
catalogados como sustancias de riesgo ambiental y para
la salud humana y animal, asi como pruebas realizadas en
otras especies de moluscos bivalvos, para validar estos y
otros genes y enzimas de biotransformacion.

Por lo tanto, sugerimos el empleo de los
biomarcadores como herramientas de alerta temprana
para evaluar el impacto de los HAP en los organismos
acuaticos marinos como los moluscos bivalvos, luego de
un evento de derrame de petréleo. Ademas, que sean
incluidos en protocolos, guias o manuales de monitoreo

ambiental de entidades de fiscalizacién ambiental del
Peru. Recomendamos que los centros de investigacion o
universidades peruanas elaboren documentos técnicos
relacionados con planes de monitoreo ambiental por
contaminacidon de HAP que incluyan el empleo de los
biomarcadores, para luego ser validados por instituciones
como el Organismo de Fiscalizacion Ambiental (OEFA),
el Ministerio del Ambiente (Minam) y el Ministerio de
Produccion (Produce).
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