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RESUMEN

Los invertebrados acuaticos son muy buenos bioindicadores que resultan
particularmente Utiles para evaluar la calidad de los ecosistemas acuédticos; las especies
indicadoras deben reunir una serie de caracteristicas como poseer una amplia distribucion y una
gran abundancia; ademas presentar una relacion entre el contenido de contaminante en sus
tejidos y la concentracion de éste en el ambiente. Por otro lado, son adaptables a estudios de
laboratorio. Estos organismos han sido empleados en numerosos trabajos de investigacion, en
relacion con la capacidad de acumulacion de contaminantes y para determinar los cambios
producidos en sus rutas metabolicas debido a exposicion a xenobidticos, en la linea de nuestro
estudio, metales y farmacos; lo que ha determinado su seleccién para el desarrollo de esta Tesis
Doctoral.

La problemética de la contaminacion ambiental en ecosistemas acuéticos debido a
actividades antropogénicas ha provocado que en los Gltimos afios exista un especial interés en el
estudio de biomarcadores, que son parametros biol6gicos medidos en los organismos
bioindicadores, que indican, al alterarse sus niveles, la exposicion a estos contaminantes, sus
efectos biolégicos o los riesgos de su presencia en los ecosistemas. El analisis de
biomarcadoresconvencionales es un instrumento clave para detectar el impacto de la
contaminacion sobre la salud de los ecosistemas, aungue se requiere un profundo conocimiento
sobre los mecanismos toxicoldgicos en los que se ven envueltas las sustancias. Por esta razon
las 6micas son ahora la nueva herramienta para evaluar la respuesta bioldgica global a la
contaminacion, en concreto la presencia y modificaciones que sufren las metalobiomoléculas y
los metabolitos, utilizados como biomarcadores de estrés ambiental. Las nuevas tecnologias
analiticas para el estudio de la respuesta biolGgica, en particular el empleo de procedimientos de
especiacién basados en acoplamientos HPLC-ICP-MS vy las técnicas de extraccion de especies
quimicas rapidas y eficaces junto a técnicas de masas en tandem (Q-TOF), estan abriendo
nuevas posibilidades en el estudio y caracterizacién de metalobiomoléculas y metabolitos.
Asimismo, el desarrollo de técnicas metalémicas que utilizan cromatografia multidimensional
(SEC-HPLC) y deteccion ICP-MS, y métodos metaboldmicos mediante espectrometria de
masas por infusion directa y andlisis estadistico multivariante constituyen herramientas muy
poderosas e innovadoras que pueden ser Gtiles en la biomonitorizacion de ecosistemas
contaminados y en el estudio de la accién de sustancias contaminantes sobre organismos

bioindicadores.

El presente estudio se centra en la evaluacién y seguimiento de la contaminacién
ambiental del suroeste de la Peninsula Ibérica utilizando como bioindicadores tres
invertebrados, los moluscos Scrobicularia plana y Ruditapes philippinarum y el crustaceo
Procambarus clarkii, en los que se han estudiado la presencia y modificaciones que sufren

biomarcadores de estrés ambiental (metalobiomoléculas y metabolitos). Asimismo se ha lleva a
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RESUMEN

cabo experiencias de exposicion a farmacos en ambientes controlados para evaluar cambios

producidos en las rutas metabdlicas.

El estudio de la contaminacion ambiental en el suroeste de la Peninsula Ibérica
(Algarve-Cadiz-Parque Nacional de Dofana y alrededores) se ha llevado a cabo mediante el
analisis de biomarcadores relacionados con el estrés ambiental, concretamente
metalobiomoléculas, utilizando invertebrados Scrobicularia plana y Procambarus clarki
icapturados en distintas zonas de estudio. Para ello se ha desarrollado un procedimiento
metalomico basado en el acoplamiento de la cromatografia de exclusién de tamafio con
deteccion elemental ICP-MS, el cual se ha aplicado a diferentes érganos con objeto de
identificar posibles cambios de expresion de metalobiomoléculas como consecuencia de la
contaminacion ambiental. Ademas, en el caso de Procambarus clarkii, en base a los resultados
obtenidos, se han estudiado otros biomarcadores relacionados con la contaminacién por metales
(metalotioneinas y peroxidacion lipidica) y se ha desarrollado un método analitico para
especiacion de arsénico mediante cromatografia idnica acoplada a ICP-MS para comparar zonas

contaminadas y no contaminadas.

Por otro lado, se ha desarrollado un procedimiento metabolémico, en el contexto de la
metabolémica medioambiental, mediante la extraccion rapida de metabolitos y deteccién por
espectrometria de masas en tandem por infusion directa (ESI-QqTOF) con la el objetivo de
encontrar biomarcadoresmetabolémicos relacionados con la respuesta al estrés ambiental en
distintos 6rganos del cangrejo Procambarus clarkii. En este sentido, se ha desarrollado en la
presente Tesis un estudio de exposicion a diferentes farmacos (ibuprofeno, carbamazepina y
diclofenaco) en condiciones de laboratorio, en el que se realiza este mismo procedimiento
metabolémico para el estudio de la respuesta biolégica del bioindicador bivalvo Ruditapes
philippinarum, con objeto de identificar posibles cambios en rutas metabdlicas como
consecuencia de la exposicion a estos contaminantes emergentes. Al tratarse de crustaceos y
moluscos bivalvos, poseen un metabolismo mas sencillo que permite realizar de forma
simplificada ensayos de exposicién a elementos toxicos, extrapolables, posteriormente a

organismos mas complejos.

En general, esto convierte a estos organismos en bioindicadores muy adecuados para
estudios de toxicidad y contaminacion ambiental, mediante la comparacion de la respuesta
bioldgica al estrés y los diferentesniveles de expresion de metalobiomoléculas y metabolitos

relacionadas con exposicion a elementos toxicos.



OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general la evaluacion y seguimiento de la
contaminacion ambiental del suroeste de la Peninsula Ibérica utilizando como bioindicadores
tres invertebrados, los moluscos Scrobicularia plana y Ruditapes philippinarum y el crustaceo
Procambarus clarkii, en los que se han estudiado la presencia y modificaciones que sufren las
metalobiomoléculas y los metabolitos, utilizados como biomarcadores de estrés ambiental. Asi
como evaluar el impacto de contaminantes emergentes (fa&rmacos) en especies que pueden ser

empleadas como bioindicadores de estrés de este tipo de sustancias.
Dicho objetivo general se desarrolla en los siguientes objetivos concretos:

1.- Seguimiento y evaluacion de la contaminacion ambiental en 6 zonas de la costa del Suroeste
de la Peninsula Ibérica (costa de El Algarve y Bahia de Céadiz), estudiando las modificaciones
gue se producen en las metalobiomoléculas presentes en el bivalvo Scrobicularia plana
procedente de las distintas areas localizadas en marismas y ecosistemas acuaticos de la regién
transfronteriza de Espafia y Portugal, utilizando un procedimiento metalomico basado en el
acoplamiento de un sistema cromatografico de exclusiéon de tamafio (SEC) con un sistema de

deteccion multielemental, ICP-MS.

2.- Seguimiento y evaluacion de la contaminacion ambiental en 6 zonas del Parque Nacional de
Dorfiana y alrededores con diferentes niveles de contaminacion debido a su proximidad a zonas
de actividad agricola, minera e industrial. Se estudiara la presencia de en diferentes drganos del
cangrejo Procambarus clarkii (utilizado como especie bioindicadora), procedente de las zonas
en estudio. Se aplicara de forma integrada metodologias convencionales basadas en “target

analysis” y los procedimientos metaldmicos descritos en el Objetivo 1 (“non-target analysis”).

3.- Busqueda de biomarcadores metabolomicos relacionados con la respuesta al estrés ambiental
en distintos 6rganos del cangrejo Procambarus clarkii, utilizado como bioindicador en las zonas
de muestreo descritas en el Objetivo 2. Para ello se ha desarrollado un método metabolémico

mediante espectrometria de masas por infusion directa y analisis estadistico multivariante.

4.- Estudio de la respuesta biologica del bioindicador bivalvo Ruditapes philippinarum
sometido a experiencias de exposicion a diferentes farmacos (ibuprofeno, carbamazepina y
diclofenaco) en condiciones de laboratorio controladas, con objeto de identificar posibles
cambios en rutas metabdlicas como consecuencia de la exposicion a estos contaminantes

emergentes. Para ello se utilizo el procedimiento metabolémico propuesto en el Objetivo 3.

Xi
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1. LA PROBLEMATICA DE LA CONTAMINACION AMBIENTAL Y SU
DIAGNOSIS

El medio ambiente se ha convertido en una de las principales preocupaciones de los

paises desarrollados. Este creciente interés surge, fundamentalmente, de tres circunstancias:

La insostenible sobreexplotacion a que estdn sujetos los recursos naturales, que

compromete seriamente el abastecimiento para el futuro.

El deterioro de la calidad de vida que para los propios humanos conlleva la degradacion

ambiental.

La obligacion moral que tienen las generaciones actuales de preservar el patrimonio

natural para generaciones venideras.

Sin embargo, el incremento de la poblacién, unido al aumento del consumo de
productos procesados y de la actividad industrial de las sociedades modernas, demanda cada vez
mas una cantidad creciente de recursos, que explotados irracionalmente no garantizan su
sostenimiento a largo plazo, requiere una dedicacion cada vez mayor de tierras para su
explotacion, deteriora y contamina los habitats naturales del planeta y desplaza hacia espacios

cada vez mas reducidos a las demas especies, provocando graves pérdidas de biodiversidad.

Se pueden citar algunas de las actividades antropogénicas mas relevantes que afectan al
medio ambiente, como las de transformacion (quimica, metalirgica, petrolera, etc.), las
extractivas mineras, y las agroquimicas, como la introduccion denuevos plaguicidas y
fertilizantes en la agricultura intensiva. Ademas, no podemos obviar las grandes catéstrofes
medioambientales, como los vertidos accidentales al mar o los rios y los desastres ecoldgicos.
Este tipo de actividades alteran el equilibrio natural de un ecosistema, ya que liberan sustancias
toxicas minerales (metales pesados y sus compuestos, materiales radiactivos, etc.) u organicas
(plaguicidas y fertilizantes, dioxinas, hidrocarburos, etc.), en cantidades que causan efectos
adversos en el hombre, los animales y/o vegetales expuestos a dosis que sobrepasen losniveles
aceptables en la naturaleza. Todo ello afecta a la supervivencia de los organismos, perturba la
estructura y funcion de los ecosistemas naturales, modificando el nimero de especies (por
introduccidn de especies exdticas o eliminacion de las nativas), y la diversidad de ecosistemas y
habitats naturales [1-4].

Una definicién de polucidn es la dada por Holister and Porteous en su Diccionario del
Medio Ambiente [5]: “Un contaminante es aquella sustancia que altera el medio ambiente por

cambios en las rutas de crecimiento de las especies, interfiere la cadena alimenticia, es toxico, o
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interfiere en la salud, confort, comodidades o propiedades de la gente”. En términos generales la
polucion causa degradacion y dafios en el funcionamiento natural de la biosfera. El dafio

causado se puede resumir en los siguientes puntos:

- Dafios en la salud humana causados por sustancias quimicas especificas presentes en

el aire, comida y agua, y radioactividad.
- Darios en el medio ambiente con efectos en la vegetacién, animales, suelo y agua.

- Dafos en la calidad estética del medio ambiente causados por los humos industriales y

ruido entre otros.

- Dafios causados por contaminacion a largo plazo, como los causados por sustancias
que pueden ser absorbidas por el organismo durante largos periodos, por ejemplo sustancias
carcinogénicas, radioactividad o ruido excesivo [5].

Muchos contaminantes son xenobidticos, compuestos extrafios a los seres vivos que se
incorporan a sus rutas bioquimicas [6-7]. La mayoria han aparecido en el medio ambiente
durante los ultimos 100 afios en los cuales se ha producido un espectacular aumento de la
fabricacion y uso de compuestos quimicos sintéticos, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHS), Dbifenilos policlorados (PCBs), dioxinas, dibenzofuranos, tributil estafio,
nitroaromaticos, organofosforados, carbamatos, metales, organoclorados (p.ej., dieldrinas, DTT,
hexaclorohexanos, hexaclorobencenos y clorofenoles) [8]. Las principales clases de
xenobidticos de importancia médica son los farmacos, carcinégenos quimicos y varios
compuestos que han llegado a nuestro ambiente de una u otra forma, como bifenilos

policlorinados (PCB) y ciertos insecticidas.

Los mares del planeta han sido utilizados tradicionalmente como enormes basureros,
considerando que eran capaces de absorber y diluir toda clase y volumen de deshechos
originados por la actividad humana. Sin embargo, el ingente vertido de todo tipo de residuos ha
saturado la capacidad de almacenamiento de estas aguas. Cada afo, miles de millones de
toneladas de substancias téxicas, elementos radiactivos, metales pesados como los compuestos
del mercurio o productos quimicos (pesticidas y biocidas en general), estan contribuyendo a que

se alcancen indices de contaminacion hasta ahora desconocidos.

Por otro lado, la presion humana sobre las areas litorales del planeta es enorme y va en
aumento. En este sentido, cabe destacar que el 60% de la poblacion mundial, unos 3.000
millones de personas, viven a menos de 60 Km de la costa, esperandose que para el afio 2100
esta proporcion llegue a alcanzar el 75%. Las practicas humanas producen diariamente una serie

de desechos, no procesados y libremente vertidos, que se convierten en contaminantes y
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deterioran seriamente la calidad ambiental del territorio. Este es el caso de las aguas residuales y
los vertidos sélidos urbanos. Puesto que s6lo una parte del caudal de aguas residuales producido
es depurado antes de su vertido a los cursos de agua naturales y, gran parte de los residuos

solidos producidos vertidos incontroladamente sin ningdn tipo de tratamiento.

Mas del 75% de la contaminacion marina se origina por los deshechos originados por el
uso urbano y rural de las tierras. La agricultura practicada en el interior suele tener efectos
contaminantes en la franja costera, debido al depdsito de abonos y biocidas que son arrastrados
por las lluvias a las aguas litorales, asi como por la contaminacion directa de acuiferos con
conexion marina. También el exceso de nutrientes procedentes de aguas residuales, abonos,
residuos organicos, etc. provoca procesos de eutrofizacién, con el correspondiente crecimiento
rapido del plancton y la descomposicién de algas, que disminuyen la proporcién de oxigeno
disuelto y produce la muerte de peces y otras formas vivas del medio acuético.

Por Gltimo, también es destacable la alteracion de las desembocaduras de las cuencas
fluviales o la construccion de infraestructuras en las é&reas litorales, como puertos,
embarcaderos, espigones, playas artificiales y otras construcciones costeras que afectan
negativamente a la dindmica de las aguas costeras, y la a la distribucion de las distintas especies,

llegando a modificar los perfiles costeros y sus comunidades bioldgicas.

Para poder hacer frente a toda esta problematica se hace cada vez mas necesario un
monitoreo, evaluacién y diagnosis medioambiental de las zonas costeras para definir qué
ecosistemas estan contaminados, los contaminantes implicados y sus fuentes, y evaluar sus
efectos en los seres vivos [9]. La medida del efecto de la actividad humana en términos de
calidad ambiental requiere el estudio de los efectos de los contaminantes en organismos
indicadores, bioindicadores. Estos responden a los xenobi6ticos y predicen su impacto
ambiental antes de que sea irreversible, a diferencia de los analisis quimicos clasicos, que s6lo
detectan parte de los xenobidticos presentes en un ecosistema y no revelan sus efectos en los
organismos [10-11]. Como ejemplos pueden citarse los moluscos y los crustaceos que han sido
utilizados frecuentemente como bioindicadores de contaminacidn en ambientes acuaticos [12-
14]

El presente estudio considera la evaluacion y seguimiento de la contaminacién
ambiental de areas litorales del suroeste de la Peninsula Ibérica usando invertebrados (moluscos
y crutaceos) como bioindicadores de contaminacion, al tratarse de organismos de vida libre.
Asimismo, se evalta el modo de accion de los contaminantes mediante experiencias de de
exposicion, realizadas con estos organismos. En relacidn a ello, es necesario analizar cuéles son

las fuentes de contaminacion en ecosistemas acuaticos de estas areas costeras y estuarinas,
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haciendo especial hincapié en los contaminantes emergentes que han sido objeto de estudio en

el presente trabajo, metales y farmacos.

El estudio se enmarca en el Proyecto I2TEP; liderado por la Universidad de Huelva,
integrado en la Red de Investigacion y Transferencia Transfronteriza Espafia-Portugal, para el
intercambio de conocimiento en el territorio transfronterizo Huelva-Algarve-Baixo Alentejo-
Cédiz-Sevilla, que recoge las demandas sociales en el eje del Guadiana, sobre todo las
relacionadas con la sostenibilidad, salud y educacion ambiental, dentro del Programa de
Cooperacion Transfronteriza Espafia-Portugal (POCTEP) 2007-2013.

1.1. Los metales en el medioambiente: esencialidad y toxicidad.

Los metales estan presentes en el medio ambiente de forma natural en cada uno de los
componentes de la Tierra: litosfera (corteza terrestre), hidrosfera, atmosfera y biosfera. La
figura 1 representa de manera esquematica la circulacién de metales pesados a través de los
diferentes compartimentos medioambientales. Entre los contaminantes potencialmente mas
toxicos para el medio ambiente se encuentran los metales pesados como As (metaloide), Cd, Cu,
Cr, Hg, Ni y Pb, éstos forman parte de los ciclos biogeoquimicos que determinan su presencia y

concentracion en los distintos componentes de los ecosistema.

Figura 1. Ciclos biogeoquimicos de los metales pesados

Los metales pesados, circulan a través de todos los compartimentos con diferentes
tiempos de residencia, pero los correspondientes a suelos y sedimentos varian entre cientos y
millones de afios, por lo que pueden considerarse como reservorios temporales estables, donde

los metales quedan retenidos hasta que vuelven a ser removilizados.

Las fuentes de contaminacion se pueden dividir en naturales y antropogeénicas. Entre las

fuentes naturales mas relevantes estan la erosion quimica de rocas metamérficas y los animales
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y plantas en descomposicion. Respecto a la presencia de metales en la atmésfera, las fuentes
naturales que mas contribuyen a su presencia son las derivadas de procesos volcénicos, erosion
de rocas, aerosoles y particulas procedentes de la superficie de los océanos [15]. La perturbacion
del ciclo biogeoquimico natural de los metales por la accién del hombre viene produciéndose ya
desde la Edad de Bronce aunque la extraccion de metales se ha incrementado enormemente
desde la Revolucion Industrial. Las fuentes antropogénicas mas importantes son las actividades
relacionadas con la mineria, fundicion y refinado o aquellas que implican el vertido de aguas
residuales de industrias siderurgicas, de actividades domésticas o las relacionadas con la
agricultura, tratamiento de superficies, curtidos, etc. Durante todos esos procesos se liberan
metales al medio ambiente [15, 16] ademas de los procedentes de la combustion de fosiles y
carbén [17]. Por otro lado, durante la vida til del metal, éste esta sujeto a corrosion y desgaste,
lo cual implica a su vez liberacién al medio ambiente [16]. Los metales se dispersan, bien de
forma natural o como ya se indicé anteriormente como consecuencia de actividades industriales,
a través del aire, tierra y agua; pero la mayoria de los contaminantes metalicos terminan en las
aguas superficiales y los que se emiten a la atmosfera acaban depositandose en la litosfera
mediante la lluvia [16, 18].Por otro lado, para tener una estimacion global, se suelen realizar
medidas no solo en las areas habitadas, sino también en areas remotas como la Antartica o sobre

materiales existentes antes de la industrializacion [19].

La persistencia de los metales en el medio ambiente es importante ya que son
esencialmenteno biodegradables, pudiendo, ademas, transformarse en otras especies mas toxicas
que las originales. Por ello es importante saber en qué estado tanto fisico como quimico se
encuentran las diferentes especies metalicas para poder estimar su biodisponibilidad [16, 20].
Los estados de oxidacion de los metales pueden provocar importantes consecuencias
medioambientales en relacion a la contaminacion. En este sentido, la solubilidad de los metales
suele ser mayor en estados oxidados y en ambientes acidos. A pHs mas alcalinos y neutros se
suelen absorber sobre la superficie de particulas de Fe(OH); insoluble o particulas de MnO, [20,
21]. Los elementos metalicos se depositan en los sedimentos y producen procesos de
coprecipitacién. Las interacciones con los sedimentos se producen mediante diversos procesos
fisico-quimicos, como la adsorcidn, cambio i6nico o formacion de complejos con puntos activos

del sedimento, fundamentalmente [22].

En los seres vivos, algunos metales generan especies reactivas de oxigeno que
promueven estrés oxidativo y dafio a nivel de biomoléculas, lo que genera el estado de
determinadas proteinas e induce enzimas antioxidantes [22-24]. En relacién con la influencia de
los metales en los seres vivos, es importante distinguir entre elementos esenciales y tdxicos. De
esta forma, existen elementos que, estando presentes en los tejidos en cantidades muy pequefias,

al nivel de trazas (mg/L) y ultratrazas (ug/L), son nutrientes esenciales. De los veintiln
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elementos reconocidos como esenciales para los organismos vivos, once de ellos son metales
(Na, K, Mg, Ca, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn). Estos elementos realizan funciones
indispensables para el mantenimiento de la vida, el crecimiento de los seres vivos y su
reproduccion. A estos elementos esenciales, cuya deficiencia en el hombre ha sido ampliamente
estudiada, se les denominan también oligoelementos. Se considera que un elemento traza es
esencial si: (i) su ingesta insuficiente produce deficiencias funcionales, las cuales pueden
revertir cuando el elemento recupera su nivel fisiolégico 6ptimo, (ii) el organismo no puede
crecer ni completar su ciclo vital sin este elemento, (iii) el elemento posee una influencia directa
sobre el organismo y esté involucrado en sus procesos metabolémicos, (iv) el efecto concreto de

un elemento esencial no puede sustituirse totalmente por ningun otro elemento [25].

El caracter esencial de un oligoelemento conduce inmediatamente a relacionarlo con el
concepto de requerimiento. Se ha de establecer una cantidad minima del citado oligoelemento
para el buen funcionamiento del organismo. Sin embargo, todos los elementos pueden originar
procesos de intoxicacion si la dosis ingerida de sus compuestos es lo suficientemente elevada.
Asi, podemos decir, que para los elementos esenciales existe un umbral de concentracion
minimo que genera una actividad metabdlica insuficiente, una concentracion mayor asociada
con un funcionamiento bioguimico 6ptimo y, por encima de ésta, concentraciones que tienen
caracter toxico e incluso, letales. Por tanto, existe un rango de concentracién, una ventana
biolégica, para cada oligoelemento donde la respuesta fisiol6gica es éptima, fuera del cual se

observan efectos carenciales o téxicos [25].

Ademas de los elementos traza esenciales en los organismos vivos, pueden existir otros
a nivel traza y ultratraza, como son As, Cd, Hg, Tl, Pb o Bi, sin una funcion fisiolégica
conocida hasta la fecha, que pueden alterar seriamente su metabolismo, originando fendmenos
de intoxicacion aguda o cronica a muy bajas concentraciones (ug/L). Estos elementos se

califican como toxicos.

El As es toxico para la mayoria de las formas de vida, aunque se han encontrado
bacterias en un lago de California que sustituyen el habitual fosfato por este elemento toxico,
para vivir y desarrollarse [26]. Asimismo, al incorporarse en la cadena alimentaria, el As
inorgénico y sus compuestos son progresivamente metabolizados en organismos marinos,
transformados en una forma menos tdxica del elemento mediante un proceso de metilacion [27].
El Cd es conocido como téxico ya que produce dafos irreversibles en los pulmones y
especialmente en el rifion, donde llega en forma de Cd-metalotioneina [28]. EI Pb a niveles de
traza puede afectar negativamente al cerebro, el sistema nervioso central, las células sanguineas

y los rifiones, pudiendo formar parte de la estructura de la metalotioneina [29]. El Hg en todas



INTRODUCCION

sus formas gquimicas puede causar graves problemas de salud, afectando al sistema nervioso e

inmunitario entre otros [30].

Por otro lado, la clasificacion de elementos esenciales no es absoluta ya que algunos
elementos, histéricamente considerados como toxicos, son ahora considerados como esenciales.
Como es el caso del Se, Cr [31] y, mas recientemente el [32], este Ultimo considerado como
esencial. Ademas, hay elementos con un doble caracter esencial/toxico dependiendo de la
concentracién y/o forma quimica en la que se encuentren (tales como el, Se y Cr). Finalmente
existen elementos que se suministran con fines terapéuticos, como es el caso del Li, Ba, Tc, Pt,
Au y Bi, cuya concentracion en el organismo debe controlarse igualmente. El ejemplo
paradigmatico es el cisplatino utilizado en el tratamiento del cancer [32].

Por ello, la determinacién de los elementos traza en muestras tanto bioldgicas como
medio ambientales es muy importante para elucidar la relacién entre los elementos quimicos y
los seres vivos, comprender el nexo entre el estado de salud y los problemas de exposicidn

medioambiental y para realizar diagnosticos clinicos, entre otros [33].

1.2. Los farmacos en el medioambiente

En el primer tercio del siglo XX se introdujeron en los tratamientos terapéuticos los
primeros barbitdricos, los arsenicales y la insulina, pero no fue hasta los afios cuarenta cuando
comenzd la introduccion masiva de nuevos farmacos [34]. Este avance en la mejora de la salud
tiene un coste medioambiental, por la presencia de los productos farmacéuticos en los ambientes
acuéticos. Estos contaminantes de nueva generacién se consideran emergentes porgue no existe
una normativa reguladora de sus niveles en las aguas y porque su uso es incontrolado y su

produccion de alto nivel.

Los farmacos que se vierten en el medio ambiente suelen obtenerse por sintesis organica
y su paso a través de los sistemas bioldgicos no garantiza su total biotransformacion. Cabe
destacar que muchos de estos compuestos son transformados en su totalidad en el higado y otros
son eliminados casi en su totalidad, pero los que permancen llegan a los sistemas acuaticos
provocando alteraciones ambientales o bioacumulacion en algunos de los niveles de la cadena
tréfica [35]. Cabe destacar que los productos farmacéuticos son formulaciones complejas y que
sus coadyuvantestambién generan productos de transformacion, que interactlan con la materia
organica y bajo las condiciones propias del ecosistema, pueden ser potencialmente mas toxicos

e incluso mas hioacumulables.

Los productos farmacéuticos no eran considerados contaminantes ambientales dado que

se desconocia su acumulacion o la de sus productos de transformacién en suelos, aguas, aire,
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tejidos vegetales y tejidos animales. A partir de los afios hoventa se empezaron a cuantificar en

las aguas, verificandose su presencia en niveles de partes por billon (ppb) y partes por trillon
(ppt) [36].

La mayoria de los estudios sobre productos farmacéuticos se han realizado en los paises
del norte o centro de Europa, asi como en los Estados Unidos. Aunque se esta ampliando la

informacidn disponible en los paises mediterraneos [37-38].

En estudios recientes se ha informado que en paises como Espafa, Italia, Alemania,
Canada, Brasil, Grecia y Francia se vierten al agua, aproximadamente, 500 toneladas de
analgésicos por afio, en donde el acido salicilico y el diclofenaco han alcanzado concentraciones

de 0,22 pg/L y 3,02 ug/L, respectivamente [35].

Los contaminantes convencionales como agrogquimicos, policlorados bifenilicos (PCB),
fitalatos, dioxinas (PCDD), furanonas (PCDF), hidrocarburos poliaroméaticos (PAH) e
ignifugos, entre otros, han sido objeto de estudios analiticos y précticas de reduccién de su
presencia, con objeto de contrarrestar o minimizar sus impactos ambientales negativos; pero en
los afios 90, algunos efluentes de sistemas de tratamiento de aguas residuales empezaron a
mostrar concentraciones significativas de productos farmacéuticos y se pusieron en marcha

diversas investigaciones para su identificacion y cuantificacion [39].

Los productos farmacéuticos alcanzan los cuerpos de agua (aguas superficiales, rios,
lagos, etc.) por la excrecion de hombre y animales, los vertidos de la industria farmacéutica, los
residuos hospitalarios, la eliminacién inadecuada de farmacos vencidos o no utilizados, y los

vertidos de instituciones de investigacion y desarrollo de farmacos, entre otros.

Las plantas de tratamiento de aguas residuales son una importante fuente de descarga de
estos compuestos en el medio ambiente [40]. De hecho, algunos productos farmacéuticos no son
totalmente eliminados por la tecnologia convencional utilizada en el tratamiento de aguas
residuales [41]. En un estudio llevado a cabo en plantas de tratamiento de aguas residuales
Alemania, se concluyé que los farmacos como la carbamazepina, atenolol, metoprolol,
trimetoprim y diclofenaco s6lo son eliminados en un 10%, mientras que compuestos como la

carbamazepina y el propranolol, se eliminan en un 7% y 96%, respectivamente [42]

Existen determinados factores que han influido de forma especial en la presencia y
persistencia de estos principios activos en las aguas, como la demanda por parte de la poblacion,
la frecuencia de administracién, la automedicacion, el consumo ilitico de drogas, y los propios
procesos fisioldgicos unidos al consumo [36]. Como ejemplo pueden citarse los datos
publicados en relacion a Alemania [43], donde cientos de toneladas de principios activos

farmacéuticos de alta demanda son incorporados al ambiente. De igual forma, los sistemas
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hospitalarios incorporan antimicrobianos al agua, promoviendo la generacion de
microorganismos resistentes y alteraciones en la actividad enzimética de la microbiota, lo cual
interrumpe los procesos de biodegradacion propia de materia organica en los cuerpos de agua
[44]. Sin embargo, poco se conoce sobre los efectos cronicos de los farmacos en el ambiente,
aungue algunos ensayos ecotoxicoldgicos alertan del gran problema.

Al encontrarse estos farmacos en concentraciones muy bajas en las plantas de
tratamiento de aguas, no se le ha prestado hasta ahora suficiente atencién, siendo necesario
buscar métodos alternativos para evaluar su riesgo. Con este proposito, en el Capitulo 4 de esta
Tesis se describe la puesta punto de una herramienta de evaluacién de productos farmacéuticos
en ecosistemas acuaticos basada en técnicas mas precisas de estimacion de la toxicidad que
hacen uso del andlisis metabolomico en tejidos de especies marinas con una alta sensibilidad a
los cambios en su habitat. Debido a ello, estos estudios establecen biomarcadores precisos de la
calidad de las aguas, ya que se relacionan con la presencia de medicamentos y actGan como un

sistema de alerta temprana ante posibles dafios en el entorno.

Los efectos de los compuestos farmacéuticamente activos (pharmaceutically active
compounds: PhACs) a los que los organismos acuaticosson expuestos de forma continua no han

sido ampliamente estudiados, quizas debido a la falta de métodos analiticos adecuados [45]

Los analgésicos constituyen uno de los farmacos de mayor consumo mundial y son
considerados los de mayor automedicacion [46]. En medicina humana, varios PhACs se utilizan
con frecuencia como la carbamazepina, el diclofenaco y el ibuprofeno (figura 2). Estos son los
farmacos que se usaron en el disefio experimental descrito en el Capitulo 5, los cuales se
seleccionaron por ser los mas utilizados para distintos tipos de dolencias; se consideraron dos

antiinflamatorios, el ibuprofeno y el diclofenaco y un anticonvulsivo, la carbamazepina.

Ibuprofeno Carbamazepina Diclofenaco
— Cl
OH
NH
O
j\ Cl OH
0~ "NH, 0

Figura 2. Estructura molecular de los farmacos estudiados en esta Tesis

El diclofenaco y el ibuprofeno, son antiinflamatorios no esteroideos (AINE), que actlian
por inhibicion de la sintesis de prostaglandinas mediante el blogueo de la actividad de la

ciclooxigenasa [47]. Se prescriben a los seres humanos para tratar una variedad de dolores
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agudos y cronicos y estados inflamatorios. Entre los productos farmacéuticos humanos, el
diclofenaco es el mas cominmente encontrado en el medio acuético [48]. La carbamazepina se
utiliza para el tratamiento de la epilepsia y tiene la funcion fisiolégica de estabilizar el estado
inactivado de los canales de sodio, por lo que las células cerebrales se convierten en menos

excitables.

En los Gltimos afos, la capacidad de PhACs para interrumpir el la funcion endocrina
normal de la vida silvestre es de gran preocupacion [49]. Una consecuencia de ello es la
feminizacion de peces machos en los rios del Reino Unido, hecho muy extendido que relaciona
con la exposicion a compuestos disruptores endocrinos presentes en el medio ambiente [50].

Se sabe mucho menos sobre el alcance y la magnitud de las alteraciones endocrinas en
los ecosistemas estuarinos y marinos, en particular en los invertebrados, que se han utilizado
ampliamente como organismos centinelas marinos (por ejemplo bivalvos) [51]. Con este fin, los
bivalvos son considerados biomonitores o bioindicadores muy sensibles, que permiten la
investigacion de los cambios ambientales, debido a su alta tasa de filtracion, su capacidad de
bioconcentracion de toxicos, su ubicuidad, abundancia e importancia en las cadenas tréficas de

los ambientes estuarinos [52].

Ademas, entre los tejidos estudiados en invertebrados,el 6rgano principal para la
regulacion metabolica es la glandula digestiva; que participa en los mecanismos de defensa
inmune y regulacion homeostatica del medio interno (por ejemplo calcio, pH hemolinfatica,
volumen celular), y en los procesos de detoxificacion y eliminacion de xenobiéticos. En
cambio, el seguimiento de las células del sistema branquial, se considera una aproximacion

rapida para la evaluacion de la contaminacion en los ecosistemas marinos [53].

1.3. Monitoreo y diagnéstico medioambiental

Lo comentado previamente inidica la necesidad de llevar a cabo seguimientos
periodicos de diferentes contaminantes en los ecosistemas, con objeto de evaluar su calidad
medioambiental. El monitoreo de contaminantes en el medio ambiente proporciona informacion
de los efectos tdxicos, si existen, causados por los contaminantes, ayudando a conocer las areas
de impacto y lugares donde la concentracién es manifiesta. Ademas, es (til conocer la tendencia
de estos contaminantes a lo largo del tiempo, ya que los datos que se obtengan permiten
relacionar la presencia de wuna determinada sustancia tdxica con los problemas

medioambientales que origina.

Generalmente, los estudios para evaluar la contaminacion ambiental de entornos

naturales costeros amenazados se han basado en el analisis quimico de elementos traza toxicos
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como Cd, As, Pb, Hg y otros, asi como de contaminantes organicos persistentes (COPs) como
plaguicidas, PCBs e hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAHS) principalmente, muy
resistentes a la degradacién por sistemas bioldgicos, fotoliticos o quimicos lo que hace que
mantengan sus efectos perjudiciales a largo plazo. Entre éstos destacan los compuestos
orgénicos halogenados o compuestos organoclorados. Entre los organohalogenados se
encuentran: PCBs, dioxinas, furanos, hexaclorobenceno, atrazina y simazina, mirex, toxafeno,
heptacloro, clordano, DDT, etc. La alta lipofilicidad (afinidad por grasas y lipidos) de estos

compuestos determina su bioconcentracion en los organismos.

Estas sustancias predominan en entornos naturales contaminados por actividades
antropogeénicas tales como la agricultura, la mineria, la industria y los vertidos accidentales [54-
56] y pueden acceder a los entornos naturales a través de los rios, y de ahi se distribuyen por
todos los compartimentos de los ecosistemas, poniendo en peligro a todos los organismos que lo
habitan.

No obstante, el andlisis de las concentraciones totales de metales o contaminantes
organicos en agua, sedimentos, suelos o biota solo nos da informacion de la mayor o menor
presencia de los mismos en cada tipo de muestra, pero no nos proporciona una informacion
directa sobre su disponibilidad y efectos biol6gicos en los organismos a la hora de monitorizar
un ecosistema. La mejor alternativa para evaluar la contaminacion de un ecosistema, seria
determinar los contaminantes en la zona de estudio, buscar una especie bioindicadora y evaluar

su respuesta a través de diversos biomarcadores [57-60].

Los biomarcadores convencionales reflejan la respuestas de los organismos a las
situaciones de estrés provocadas por las perturbaciones ambientales y la contaminacion, siendo
los mas sensibles y tempranos los moleculares [23]. Sin embargo, el uso de estos biomarcadores
convencionales exige un profundo conocimiento de sus mecanismos de toxicidad y sélo
abordan procesos conocidos, generalmente muy bien establecidos, pero ignoran otros muchos
cambios que puedan experimentar los seres vivos, que pueden pasar desapercibidos, como las

modificaciones en la expresion de las proteinas o los metabolitos.

En este sentido, el estudio de la respuesta bioldgica proporciona un sistema de deteccion
integrado para evaluar la biodisponibilidad, bioacumulacién y efectos ecotoxicolégicos de los

contaminantes sobre los organismos [61-62].

Por otro lado, el uso de técnicas de andlisis masivo (las -Omicas) constituyer una
alternativa prometedora para la diagnosis de problemas medioambientales como puede

comprobarse de lo comentado en el siguiente apartado.
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En esta Tesis, el uso de invertebrados como Procambarus clarkii, Scrobicularia plana'y
Ruditapes philippinarum como bioindicadores en el seguimiento y valoracion de la
contaminacion del suroeste de la Peninsula Ibérica ha permitido determinar la existencia y
evolucion de contaminantes en los ecosistemas acuéticos y terrestres de su entorno, debido a
que desarrolla gran parte de su actividad en contacto con los sedimentos. La aplicacion a estos
organismos de técnicas émicas como la metabolémica, metalomica y protedmica, ha permitido

evaluar la respuesta bioldgica a los contaminantes estudiados.

2. TECNICAS DE ANALISIS MASIVO: METALOMICA Y
METABOLOMICA MEDIOAMBIENTAL

El estudio de los sistemas vivos constituye un reto permanente para la ciencia y en
particular para las disciplinas cientificas que contribuyen a su conocimiento y caracterizacion.
La célula, los tejidos biol6gicos y en definitiva los seres vivos vulneran, en apariencia, los
principios de la fisica relacionados con la transferencia de energia, es bien conocida la paradoja
del segundo principio de la termodinamica en su aplicacion a la vida. Todo ello se debe a la
enorme complejidad presente en los mecanismos celulares y en el funcionamiento general de los
seres vivos. En Ciencia se esta intentando comprender qué “ocurre” en el interior de la célula, y
para ello se precisan nuevas herramientas que permitan obtener una informacién “masiva” de

todas las moléculas, procesos y reacciones que se producen en la célula en un instante dado.

Durante la ultima década, las tecnologias de analisis masivo (0 ciencias 6micas) han
generado informacion muy valiosa y métodos que han permitido una descripcion exhaustiva de
casi todos los componentes celulares. En este sentido, la gendmica permite conocer la
informacién contenida en el ndcleo celular, la cual determina el funcionamiento, la evolucién y
el origen de los genomas. Por tanto, la gendmica permite conocer lo que podria ocurrir en un ser
vivo, pero la forma de convertir esa informacion potencial en real y temporal, “aqui y ahora”, es
mediante las proteinas, las obreras de las células, las que hacen que el edificio celular exista y
funcione. Por ello hay que hablar de la segunda gran émica, la protedmica, considera el
conjunto de proteinas en una célula, tejido u organismo, su localizacion, estructura, estabilidad e
interaccion [63-66], y a partir de ahi muchas més: transcriptomica metabolomica, glicomica,

secretdmica, etc.

La transcriptdmica establece la conexion entre las secuencias genémicas y las proteinas
codificadas, utilizando la informacion contenida en el conjunto de moléculas de ARNm o
transcritos producidos en una célula o una poblacion de células [67]. Esta 6mica nos permite

conocer lo que parece que estd ocurriendo en un ser vivo. Por otro lado, la protedmica (que
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considera el analisis masivo de proteinas en organismos bioindicadores, midiendo la alteracion
de la expresion proteica bajo la accion de los contaminantes) [63, 66] nos informa sobre lo que

provoca que algo ocurra en un ser vivo.

Mas recientemente, la metaboldmica ha hecho posible obtener la informacion a nivel
demoléculas pequefias 0 metabolitos, que determinan el funcionamiento del ser vivo ycuya
concentracién varia como consecuencia de cambios fisioldgicos [68-69]. Esta dmica se
considera de especial interés, ya que los metabolitos constituyen el Gltimo mecanismo de accion
antes de cualquier consecuencia en el fenotipo y por tanto, nos permite conocer lo que ocurrié o

esta ocurriendo en este momento.

1_'_’
\l, mexmnu

3
d TRANSCRIPTOMICA

. PROTEOMICA

‘& *f' |
METABOLOMICA FENOTIPO

Tissue/Cell Lines

£ 2
J”J,{, Genomics

Chromosomes / .

Lipids
Lipidomics

'r 5} & At Metabolomics \‘i
' ". Metallomics ™ = o

Carbohydrates i
BNA ’ & Glycomics \ B

I
Amino acids

Transcrip tomu's ’/ mRNA
Protein

Proteomics

M: Metal ion

Figura 3. La cascada de las émicas (arriba) y el esquema simplificado de un

sistema biol6gico y ciencias —Omicas (abajo) [70].
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La figura 3 muestra el esquema simplificado de un sistema biol6gico y las —dmicas que
nos aportan informacion acerca del mismo. Generalmente las Omicas se encuentran
interconectadas y puede hablarse de una cascada de informacion que fluye desde la genémica y
transcriptomica, a la protedmica, metaboldémica y finalmente la metalomica, como muestra la
figura anterior. La metalomica y la metaboldmica son las 6micas mas recientes, la primera, por
su vinculacion con los metales, ha surgido como consecuencia del desarrollo de sensores para
trazas metélicas muy sensibles como el ICP-MS, mientras que la segunda hace referencia a
moléculas de pequefia masa molecular que desempefian el mecanismo ultimo de accion y

funcionamiento en el organismo [71].

Asi, mientras que la genémica nos informa sobre lo que un organismo puede hacer, la
protedmica nos dice como puede hacerlo, y la metabolémica como el organismo, finalmente,
funciona. Por otro lado, la metalomica puede considerarse a caballo de la protedmica y la
metabolomica, ya que muchas proteinas son metaloproteinas y existen numerosos metabolitos

con metales (metalo-metabolémica) [72].

La metabolémica y metalomica se desarrollan en los siguientes apartados de esta Tesis

ya que constituyen una parte fundamental de la misma.

2.1. Metaldmica.

La metaldmica es fundamental para llevar a cabo el seguimiento de metales pesados en
organismos vivos utilizando diferentes biomoléculas relacionadas con el estrés ambiental
(biomarcadores) como metaloproteinas, enzimas redox y metabolitos [57], lo que va a constituir

la base para el conocimiento del funcionamiento celular, de los tejidos e incluso del organismo.

Es importante destacar que aproximadamente un tercio de todas las proteinas requieren
de la presencia de metales como cofactores para desarrollar su funcién (por ej., Cu, Zn, Fe, Mn)
[73-74]. Estos metales son responsables de las propiedades cataliticas o estructurales de las
proteinas y su presencia en las moléculas esta determinada en muchos casos por el genoma [74].
Pero las proteinas tienen también otras funciones dindmicas en el control de la homeostasis de
los metales y en determinadas funciones en las que el metal se une transitoriamente a la

molécula.

Como ejemplo puede citarse al zinc, que actia como cofactor en seis clases de enzimas
y en proteinas de regulacion celular [75]. Varias familias de proteinas de membrana transportan
Zn (I1) a través de las membranas hasta el interior de las células [71, 77], aunque la quimica
intracelular y los mecanismos por los que el Zn (Il) es detectado, almacenado, o incorporado

como cofactor en las células no se conocen aun suficientemente. En este sentido, O"Halloran et
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al [78] ha demostrado que la concentracion total de cinc en las células permanece constante, lo
gue muestra la existencia de un preciso mecanismo de control de este elemento que hace
indispensable la identificacion metaloproteinas y otras moléculas en estrecha interaccion con

los iones metalicos.

Ademas, los iones metalicos pueden participar en la expresion de las proteinas, como
ocurre con las metalotioneinas [79], unirse eventualmente, como ocurre con las
metalochaperonas que son “escoltas personales” de éstos, almacendndolos y transportandolos a
los sitios de union de otras proteinas [80-81], o las proteinas transportadoras extracelulares,
como la albimina y la transferrina que son fundamentales en el transporte global de los metales

y su homeostasis [82].

La importancia de los metales en el mundo de las proteinas, y en general de la célula y
de los seres vivos es por tanto fundamental. Por ello, junto a conceptos como el de “genoma”,
relacionado con la informacién contenida en el nucleo y el de “proteoma” las numerosas
proteinas por las que el organismo ejerce su funcion, es necesario también conocer la
distribucion de metales y metaloides en diferentes especies y compartimentos celulares, el
“metaloma”, que constituye su complemento inorganico. Por tanto, junto a conceptos como el
de genoma y proteoma hay que afiadir también el del metaloma cuando se estudian los procesos

bioquimicos que se desarrollan en el interior de una célula [83].

Williams define el metaloma como la distribucion de elementos, concentraciones en el
equilibrio de iones metalicos o elementos libres, presentes en compartimientos celulares, células
u organismos [84], y estd relacionado con la identificacion y/o cuantificacion de
metales/metaloides y sus especies [82, 85-87]. El significado del término metaloma que
proponen se extiende a elementos metalicos y a las especies metélicas presentes en un sistema

bioldgico, definido en cuanto a su identidad y/o cantidad. [85].
El metaloma aporta informacion acerca de:

1. Como un elemento (metal o metaloide), esta distribuido entre los compartimentos

celulares de un tipo dado de célula.

2. Su coordinacién medioambiental, en qué biomoleculas esta incorporado o con qué

bioligando esta complejado.
3. Las concentraciones de especies individuales de metal presentes.

4. La localizacion en el tejido o componente celular
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Por todo ello, podemos definir la metalémica como el estudio cualitativo/cuantitativo
del metaloma o conjunto de especies de metales o metaloides en una célula o tejido. Especies
idnicas (ionoma) o complejos con proteinas (metaloproteoma). Y la especiacion como el estudio
cuantitativo/cualitativo de una o mas especies quimicas en un sistema [86]. Por ello, la
metalémica considera que la identificacion de un metal que actta como cofactor en una proteina
es clave para conocer su funcion y localizarla en el contexto de una ruta celular determinada
[84].

El término metalémica es el objetivo de numerosas publicaciones cientificas [72, 83,
88-89] y esto hace que hoy en dia revistas como la Royal Society of Chemistry se haya

involucrado en este campo con una revista dedicada Unicamente a este campo (Metallomics).

Sin embargo, la metalémica no relaciona las metaloproteinas, el contenido de metales y
sus variaciones en la célula con el metabolismo. Esta aproximacion metodoldgica es propia de
la metaboldmica, que considera el andlisis de moléculas pequefias 0 metabolitos relacionados
con el funcionamiento de los organismos, asociando sus concentraciones y las variaciones que
experimentan como consecuencia de cambios fisioldgicos y genéticos [90]. Dentro de esta
disciplina, la metalometaboldmica [91], estudia los metabolitos que presentan un metal o

metaloide en su estructura.

Estas 6micas emergentes que tienen en comin el andlisis de especies metélicas bien
unidas a proteinas (metaloprotedmica) o a metabolitos (metalometabol6mica), son areas
especificas de la metalémica que tienen como origen la especiacion quimica como muestra la

figura 4.
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Figura 4. Relacion entre el analisis de especiacion, la

metalémica y sus areas especificas de bioanalisis [92]

Un problema importante es conocer la concentracion del metal implicado, ya que

numerosos elementos trazas enddgenos en sistemas bioldgicos estd por debajo o en el rango
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sub-ng / g, y a su vez distribuido entre varias especies, en las que la contribucién del metal al
total de la estructura es insignificante en términos de peso. Este hecho, y la complejidad de la

matriz, hacen que los limites de deteccion constituyan un reto analitico en este campo.

Sin embargo, el principal problema en el anlisis de metaloespecies es la identificacion
mediante espectrometria de masas que precisa una gran pureza en la muestra, lo que implica una
exhaustiva y compleja etapa de purificacion. La mayoria de metaloespecies de interés,
especialmente, aquellas con niveles trazas muy bajos o ultratrazas, no estan todavia
descubiertas. En otros casos las especies estan en librerias, pero la disponibilidad de patrones de
calibracion es imposible. Algunas veces la baja estabilidad del complejo hace que la tarea
analitica sea aln mas exigente ya que la preparacion de la muestra puede liberar el metal unido

a la biomolécula.
2.1.1. Especiacion Quimica y Metalémica

Segun la IUPAC, un analisis de especiacion quimica es la identificacion y/o medida de
las cantidades de una o mas especies individuales en una muestra. Las especies quimicas son las
formas especificas de un elemento definidas por su composicién isotopica, electronica o estado
de oxidacion y/o complejo o estructura molecular [93]. La especiacién quimica puede decirse
gue ha sido el origen de la metalémica y otras 6micas como la proteémica guiada por
heteroatomos. Esta Gltima aborda el estudio del proteoma mediante MS utilizando la presencia
de un heteroadtomo para distinguir las proteinas unidas al heteroatomo (menos C, H, N, O) del

resto de proteinas presentes.

Los estudios de especiacion se han ido desarrollando durante los Gltimos 20 afios,
pudiendo encontrar métodos establecidos para analisis de rutina en medio ambiente, alimentos y
estudios clinicos. La mayoria de los procedimientos en especiacion estan relacionados
generalmente con el estado de oxidacién de los elementos o el andlisis de compuestos
organometélicos antropogenicos y los productos de su degradacion medioambiental como

metilmercurio, alquilplomo, butil y fenilestafio.

Estas especies quimicas individuales tienen un comportamiento diferencial enrelacion
con su toxicidad, movilidad y biodisponibilidad. Un claro ejemplo seria el Hg, que en su forma
orgdnica como metilmercurio, presenta mayor toxicidad, siendo un compuesto neurotéxico
capaz de concentrarse en el organismo (bioacumulacion) y concentrarse asi mismo en las
cadenas alimentarias (biomagnificacion). En el caso delarsénico se presenta la situacion inversa,

la toxicidad de los iones simples (As" y AsY) disminuye, hasta que se elimina, cuando el

elemento se incorpora en una molécula organica mas compleja, como arsenobetaina (AsB).
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La presencia de un enlace covalente metal-carbono asegura una estabilidad razonable
del analito o analitos durante la preparacion de la muestra.La situacion es diferente cuando un
analista esta interesado en especies de metal endégenas y exdgenas en sistemas bioldgicos [94-
95] como sucede en los estudios metalomicos, en los que la complejidad de las moléculas se
incrementa notablemente, y lo que es mas importante, se trata, generalmente de especies
desconocidas, para las que no se dispone de patrones o calibrantes que permitan su
identificacion y cuantificacion. Asi, mientras que enespeciacion se estudian, con frecuencia,
especies organometalicas simples, en metalomica se estudia una gran variedad de ligandos que

pueden coordinarse con elementos trazas.

Entre estos ligandos pueden citarse ligandos organicos pequefios (por ejemplo citrato,
tartrato, oxalato o fitato, aminoacidos y oligopéptidos), moléculas macrociclicas (por ejemplo,
porfirinas) o macromoléculas (por ejemplo, polipéptidos, proteinas, fragmentos de restriccion de
ADN, polisacéridos), como se muestra en la figura 5.

INCREASING MOLECULAR
COMPLEXITY

R Organometallic
T . S N A complexes and
¢ L e organometalloids

Figura 5. Esquema del incremento de la complejidad molecular en metalomica.

En especiacion quimica, las especies metalicas objeto de estudio son, ademas de
estables, como se ha comentado previamente, simples y conocidasa priori, por lo que es posible
disponer de patrones comerciales lo que facilita extraordinariamente el analisis respecto al

metalémico.

Entre los sistemas analiticos desarrollados para determinar metales pesados y sus
especies, sin duda, las técnicas de absorcion y emision atémica han sido las més utilizadas, ya
gue son robustas y poseen limites de deteccidn bajos (en el orden de los pg/L a los mg/L).

Dependiendo del sistema de atomizacion empleado estas técnicas son mas o menos sensibles y
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selectivas. Numerosos trabajos se han centrado en el anlisis de metales pesados en muestras de
agua en diversos ecosistemas acuaticos, usando absorcion atémica de llama (AAS) [96-100]. No
obstante, la tecnologia de plasma acoplado inductivamente (ICP), es muy superior
analiticamente, porque permite una buena atomizacion de la muestra, la eliminacion de

interferencias y la deteccion simultanea de varios analitos.

Diversos estudios de monitorizacion de la contaminacion ambiental han comprobado la
presencia de metales pesados en suelos, sedimentos, plantas y tejidos de animales usando
técnicas de extraccion de metales como la digestion acida y técnicas de deteccion como la
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) [101-102] o
espectrometria de emision dptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) [101-106].
La espectrometria de emision atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) también
se ha usado para medir metales en aguas subterrdneas como consecuencia de desastres
accidentales [107]. Otra de las técnicas atomicas usadas para analizar metales pesados en
sedimentos es la Emision de rayos X inducida por particulas (PIXE) [108].

Para la determinacion de especies quimicas, estas técnicas atdbmicas deben utilizarse de
forma acoplada a una unidad de separacién, que segun la volatilidad puede ser un GC, HPLC o
electroforesis capilar, pudiéndose alternativamente modificar la volatilidad de una especie

mediante una etapa de derivatizacion previa al analisis.

Como se ha comentado previamente, la metabolémica se define como el estudio del
conjunto de todos los metabolitos de un sistema biol6gico, también denominado metaboloma, y
de los cambios metabdlicos observados en respuesta a una perturbacion genética o
medioambiental. EI metaboloma est4 compuesto por un elevado nimero de metabolitos intra- y
extracelulares (moléculas biol6gicas con un peso molecular inferior a 1500 Da), los cuales

participan directamente en los procesos metabolicos.

El analisis metabolomico puede clasificarse ya sea como “non-targeted” o no dirigido
y especifico o dirigido [109]. El analisis metabolémico “non-targeted”’o no dirigido es un
analisis cuantitativo no sesgado de todos (o un gran nimero) de metabolitos encontrados en una
célula, tejido o fluido bioldgico [110]. Por otro lado, un analisis metabolémico dirigido analiza

un grupo especifico de metabolitos, tales como aminoacidos, lipidos, y otros [109].

Aungue se hadesarrollado un importante nimero de metodologias para observar los
cambios en gendmica, transcriptdmica, protedmica y perfiles, a veces la informacion basica
necesaria para realizar interpretaciones coherentes a partir de estos datos no esta disponible
[111]. Sin embargo, la estructura y funcion de la mayoria de los metabolitos estan en la practica

bien caracterizadas y tal vez el nimero de metabolitos es inferior en nimero que los genes y las
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proteinas; en este sentido, el genoma humano contiene alrededor de 30.000 genes, cerca de
100.000 proteinas y entre 2.000 y 20.000 metabolitos [112]. Ademas, los estudios
metaboldmicos se caracterizan normalmente por un nimero méas pequefio de caracteristicas;-y
un tamafio de muestra mayor que se puede usar, lo que permite a la metabolémica ser mucho
mas potente en la deteccion estadistica de respuestas en comparacion con tecnologias basadas
en gendmica o protedmica [113].

El papel central que los metabolitos juegan en la biologia de sistemas confiere una serie
de ventajas a la metaboldmica frente a otras ciencias 6micas, las cuales pueden resumirse en los

siguientes puntos [114]:

La metabolémica es el indicador més fiable del fenotipo de un organismo, ya que los
metabolitos representan el punto final de las reacciones biogquimicas, reflejando directamente las
interacciones entre la expresion génica, las proteinas y el medioambiente. Los cambios en el
metaboloma son generalmente mas acusados que los observados en otros niveles bioldgicos
como el transcriptoma o el proteoma, lo que repercute en una mayor sensibilidad. El elevado
dinamismo del metaboloma lo convierte en un indicador instantaneo de las perturbaciones que
ocurren en el organismo. La metabolémica permite estudiar los cambios asociados alos procesos
de control fisiolégico y metabdlico, ya que muchos metabolitos estan implicados en las
modificaciones post-translacionales de las proteinas (e.g. ATP, acetil-coenzima, glucosa). Las
técnicas metabolomicas pueden aplicarse en maltiples compartimentos bioldgicos del
organismo estudiado (e.g. tejidos, fluidos biolégicos), simplemente cambiando el procedimiento
de preparacion de muestra, lo cual permite investigar de forma global las
perturbacionesmetabdlicas. El coste y tiempo de analisis es por lo general menor en
metabolémica que en otras técnicas émicas.

No obstante, la metabolémica es aln una ciencia emergente con algunas limitaciones
importantes. El principal reto de la metabolémica es el desarrollo de metodologias capaces de
determinar el mayor numero posible de metabolitos en un solo analisis. Mientras que los
andlisis gendmicos, transcriptomicos y proteémicos estan dirigidos a moléculas con una gran
analogia estructural, por lo que el metaboloma presenta una gran complejidad que dificulta su
medicidn e identificacion [115]. En primer lugar cabe destacar la heterogeneidad quimica de los
metabolitos presentes en cualquier muestra bioldgica, entre los que pueden encontrarse lipidos,
acidos orgénicos, alcoholes y otros muchos compuestos. Ademds, el metaboloma estd
compuesto por metabolitos procedentes de diversas fuentes, incluyendo metabolitos enddgenos
(sintetizados y metabolizados en el organismo), exdgenos (por ejemplo: farmacos, nutrientes),
asi como metabolitos procedentes de la interaccion entre distintos organismos (por ejemplo:
microflora intestinal). Esta diversidad composicional resulta en una gran variabilidad de

propiedades fisico-quimicas, incluyendo masa molecular, polaridad (hidrofobicidad-
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hidrofilidad), propiedades acido-base o volatilidad, lo cual implica la necesidad de multiples
enfoques metabolémicos complementarios para obtener una cobertura analitica completa. Otro
factor importantees el amplio rango de concentraciones en que se pueden encontrar los
metabolitos (desde pM a mM), lo cual dificulta la determinacion simultanea de todos ellos. Por
altimo, el dinamismo del metaboloma también debe tenerse en cuenta a la hora de disefiar un
experimento metaboldmico ya que los perfiles metabolicos sufren de una alta variabilidad
temporal (por ejemplo: cambios diurnos) e interindividual, en la que intervienen numerosos

factores como el sexo, la edad o la dieta.

A pesar de estas limitaciones, la metaboldmica ha demostrado una gran aplicabilidad en
NUMerosos campos gracias a su potencial para caracterizar fenotipos complejos afectados por
diversas condiciones anormales. Asi, algunas de las aplicaciones mas relevantes son el estudio
de los mecanismos de accion de tdxicos [116-117], la metabolémica medioambiental [118], y
las aplicaciones biomédicas relacionadas con el estudio de los mecanismos subyacentes a la
patologia de las enfermedades, el descubrimiento de posibles biomarcadores y el desarrollo de
nuevos tratamientos terapéuticos [119].

2.1.2. Metabolémica ambiental

La metaboldmica ambiental es la aplicacion de la metabolémica para caracterizar las
interacciones de los organismos con su ambiente. Asi, el nimero de aplicaciones que la
metabolémica esta encontrando para las ciencias del medio ambiente va en aumento, desde
entender las respuestas de los organismos a presiones abidticas hasta sus respuestas hacia otros
sistemas vivos. Esas interacciones pueden ser estudiadas desde individuos hasta poblaciones,
gue pueden ser relacionadas a los campos tradicionales de la ecofisiologia y la ecologia, y
pueden abarcar desde efectos instantaneos hasta aquellos en escalas de tiempo evolutivas,

permitiendo asi estudios de adaptacion genética [120].
Los estudios basados en metabolomica ambiental pueden ser utilizados para:

- descubrir el modo de accién (MOA) de metales tdxicos a través de experimentos
controlados de laboratorio

- evaluar la toxicidad (respuesta adversa a una sustancia bioldgica), que pueden ser
Gtiles en la evaluacion del riesgo

- y para desarrollar nuevos biomarcadores (basado en cambios en el metaboloma
descubiertos a través de experimentos controlados de laboratorio) que se pueden aplicar

en el biomonitoreo ambiental (un escenario mas realista del medio ambiente).
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En general, el objetivo de esta metodologia es encontrar biomarcadores que nos
permitan evaluar el estado fisiolégico real de un organismo. La figura 6 muestra la evolucién
del numero de publicaciones sobre metabolémica ambiental desde 2001; como puede
observarse ha habido un aumento significativo de publicaciones relacionadas con la

metaboldmica ambiental.
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Figura 6. Evolucién de las publicaciones sobre
metabolémica ambiental desde 2001 [121]

Esta subdisciplina de la metabolomica, la metabolomica medioambiental, requiere
técnicas analiticas con una alta sensibilidad, especificidad y capacidad para la identificacion de
moléculas, que ademas son accesibles para la mayoria de los laboratorios, como MS que junto
la resonancia magnética nuclear (RMN) son las mas comunes herramientas utilizadas en analisis
metabolémicos [122]. Ademas, los avances tecnoldgicos en instrumentacion analitica estan
proporcionando nuevas alternativas instrumentales para investigar los metales en profundidad, y

generar una comprension mas completa de las interacciones entre los metales y las células.

Hasta la fecha se han llevado a cabo numerosos estudios de exposicion controlada a
elementos tdxicos, siendo la toxicometabolomica una aproximacion interesante en el campo
medioambiental. En esta Tesis, se ha medido la respuesta metabolémica de organismos
centinela (como el cangrejo Procambarus clarkii) en ecosistemas afectados por contaminacion
por metales y se han realizado experimentos de exposicion a farmacos en otros biondicadores
invertebrados (como la almeja Ruditapes philippinarum). Los metabolitos de los diferentes
organos y fluidos bioldgicos se han extraido en dos etapas; por un lado los metabolitos polares
usando como extractante una mezcla metanol/agua (80:20) y por otro lado, aquellos que
presentan naturaleza lipofilica usando como extractante en este caso una mezcla
cloroformo/metanol (50:50). Los metabolitos se analizaron mediante infusién directa a un
espectrometro de masas hibrido, DI-ESI-QqQ- TOF-MS. Finalmente, los metabolitos

responsables de la clasificacion se identificaron tras un andlisis discriminante (PLS-DA),
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utilizando como variables las m/z obtenidas en el espectro de masas, con ayuda de las bases de

datos y la espectrometria de masas en tandem relacionarlas con los metabolitos.

3. BIOINDICADORES DE CONTAMINACION AMBIENTAL EN
SISTEMAS ACUATICOS

El medio ambiente acuético incluye a los organismos de la columna de agua (con los
organismos plancténicos y pelagicos) y de sustrato (con los organismos bentonicos y
demersales), y se encuentra en sistemas dulceacuicolas lénticos (lagos) y l6ticos (rios),

estuarinos (lagunas costeras) y marinos (plataforma continental).

Las causas principales de perturbacion ambiental en estos ambientes incluyen entre
otros, como se ha como comentado anteriormente, la temperatura elevada, el pH elevado o
reducido, condiciones de hipoxia y anoxia, sustancias toxicas (insecticidas, cadmio, niquel,

vanadio, metales pesados, acido sulfhidrico), hidrocarburos y materia organica.

Los cambios en los pardmetros fisico-quimicos normales en un ambiente acuético
afectan la estructura y funcion de las comunidades floristicas y faunisticas del bentos, resultando
de una composicion comunitaria diferente de la normal. De aqui surgen las especies
indicadoras, indicadores bioldgicos o bioindicadores. La denominacion de una especie como
bioindicadora requiere de un conocimiento previo respecto a la composicion comunitaria bajo
condiciones normales, incluyendo el ciclo de vida de las especies, su estacionalidad y sus
variaciones naturales, de manera que sea posible comparar las condiciones antes y después de

una perturbacion ambiental.
Las especies indicadoras cumplen con las siguientes caracteristicas:
- tienen tolerancias ambientales estrechas,

- presentan una gran abundancia, al tiempo que se registra la ausencia de otras especies que

bajo condiciones normales estarian presentes,

- presentan una relacion entre la concentracion del contaminante en sus tejidos y la

concentracion del contaminante en el ambiente,
- son sedentarias,
- tienen una distribucion amplia para facilitar comparaciones,

- tienen una permanencia larga que permita registrar el efecto del contaminante a largo

plazo,
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- tienen una variabilidad genética y ecoldgica baja,
- tienen caracteristicas bioldgicas y ecol6gicas conocidas,
- son adaptables a estudios de laboratorio.

Los bioindicadores incluyen a las bacterias, rotiferos y protozoarios, lasmicro y
macroalgas (briozoarios, nematodos, anélidos, crustaceos, moluscos e insectos) y los anfibios, la

mayoria de los cuales forman parte de las comunidades bentonicas.

De entre los bioindicadores disponibles de areas costeras y estuarinas en esta Tesis se
han seleccionados los moluscos bivalvos de las especies Scrobicularia plana (de vida libre) y
Ruditapes philippinarum (para condiciones de ensayo de laboratorio) y el crustaceo
Procambarus clarkii (de vida libre). Los moluscos bivalvos son ampliamente conocidos por su
capacidad de acumular altos niveles de numerosos contaminantes en sus tejidos. Esta es una de
las razones por las que se emplean habitualmente como especies centinela o bioindicadores en

los programas de vigilancia de la contaminacion acuética.

Las zonas naturales donde se localizan, los estuarios, son consideradas como entornos
bioldgicos de alto riesgo, por ser areas ambientalmente sensibles a la contaminacion y a la
alteracion de variables fisicas como la T?, salinidad, pH y oxigeno disuelto. Estos organismos
bentdnicos habitan en sedimentos de estuario/marinos en los que se ha producido una grave
degradacion como consecuencia del incremento de la actividad humana, ocasionada por la

revolucidn industrial durante el siglo XX [123].

En los estuarios los niveles de toxicidad son consecuencia de una gran variedad de
productos quimicos procedentes de las actividades industriales, urbanas, agricolas y maritimas
que provocan que sus efectos se puedan acumular. También el amplio desarrollo costero ha
ocasionado su fragmentacién causando la interrupcion del patrén de circulacion natural. Estos

hechos hacen que los estuarios sean cada vez méas inadecuados para la fauna y flora.

A pesar de los esfuerzos para limitar la cantidad de vertido a las aguas costeras y de
transicion a través de la convencion OSPAR (Oslo and Paris Conventions) o la WFD (Water
Framework Directive), estos inputs siguen deteriorando la calidad de los ecosistemas marinos,
potenciando la necesidad de desarrollar herramientas toxicol6gicas que permitan entender como
los organismos interaccionan con los contaminantes en su medio natural y determinar los

riesgos sanitarios, ambientales y humanos posibles [124].

La evaluacion del riesgo ambiental en estas zonas, y mas concretamente el andlisis del
riesgo, se realiza a partir de ensayos de toxicidad o bioensayos, que ante diferentes fuentes de

estrés ambiental, proporcionan informacion sobre la biodisponibilidad, efectos adversos y
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relacién dosis-respuesta. Los bioensayos posibilitan la deteccién de respuestas bioldgicas a
distintos niveles de organizacion (desde nivel molecular hasta nivel de comunidad) originadas
por la exposicion de un organismo a un determinado contaminante o una combinacion de varios,

permitiendo evaluar la biodisponibilidad de los mismos y su potencial toxico.

Existen varias razones por las que los invertebrados, y en particular los moluscos
bivalvos, son preferibles como especies bioindicadoras para la evaluacion del riesgo ecolégico
frente a los vertebrados. La primera de ellas es su elevada abundancia, constituyen el 95 % de
todas las especies de animales, lo que origina que los invertebrados sean los componentes
principales de los ecosistemas, siendo sus poblaciones tan numerosas que la toma de muestra no
supone una variacion significativa en la dinamica poblacional. Ademas, su extensa distribucion,
su estilo de vida sedentaria y su facilidad de recoleccién hacen que, por todos estos motivos, los
moluscos bivalvos sean candidatos idoneos en los procesos de ERA (evaluacion del riesgo
ecoldgico o ambiental) en el medio ambiente marino [125].

LOS MOLUSCOS BIVALVOS

La clase bivalvo pertenece al filo mollusca, que son invertebrados mas numerosos
después de los artropodos, que se caracterizan por poseer el cuerpo aplanado lateralmente y una
concha con dos piezas o valvas, que lo cubre completamente. Las valvas estan unidas por un
ligamento que junto a la «charnela», funciona a modo de visagra, y permite la apertura de la
concha, pormedio de la accién de los musculos aductores (anterior y posterior). EI manto, es una
epidermis en forma de lamina que «cuelga» del cuerpo del organismo protegiendo laspartes
blandas y creando una cavidad en la que se encuentra la masa visceral. EI manto es el encargado
de la secrecion de la concha. El borde del manto contribuye al crecimiento en diametro de la

concha, mientras que la zona interna se encarga del crecimiento en grosor (figura 7)
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Figura 7. Anatomia interna de un molusco bivalvo
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LOS CRUSTACEOS

Los crustaceos son un extenso subfilo de artrépodos. Los artrépodos presentan un
exoesqueleto de quitina endurecido por sales célcicas y apéndices articulados. Tienen el cuerpo
dividido en segmentos y en regiones; los segmentos también estan articulados entre si. Ademas,
tienen mudas periddicas del exoesqgueleto que, en algunos casos, se acompafian de
metamorfosis. En concreto, el cangrejo de rio pertenece al orden decapodo, éstos cumplen una
gran variedad de papeles ecoldgicos en océanos, lagos y rios donde habitan, como también en

ambientes terrestres y semi-terrestres himedos.

Los crustdceos son acudticos, respiran por branquias situadas en la base de los
maxilipedos y pereiépodos. Tienen el cuerpo dividido en dos regiones: cefalotérax (cabeza y
térax), y abdomen. Tienen un rostro, o prolongacion anterior de la cabeza, mas o menos
desarrollada.Y por ultimo ojos compuestos y pedunculados.El cangrejo de rio posee un
cefalotdrax compuesto por un par de anténulas birrameas, un par de antenas unirrameas, un par
de ojos compuestos, apéndices bucales y 5 pares de patas locomotoras o pereiépodos (el primer
par acabado en pinza). ElI abdomen esta compuesto por un par de plebpodos por segmento
(excepto en el penultimo y ultimo segmento). El caso de los machos los ple6podos son
pequefios excepto en el primer par y el segundo par que son apéndices copuladores, y para la
hembra los pledpdos son mayores y plumosos. También por un par de urépodos en el penaltimo
segmento del abdomen (la aleta caudal, urépodos y telson).
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Figura 8. Morfologia y anatomia interna de un cangrejo de rio
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3.1. Scrobicularia plana como bioindicador

En concreto la almeja Scrobicularia plana (da Costa, 1778) (figura 9) ha sido una
herramienta Util, como podemos observar en la bibliografia, para evaluar la bioacumulacién de

contaminantes durante la vida util del animal.

La denominacion mas frecuente de las obtenidas es coquina de fango, nombre que
alude al habitat caracteristico de la especie, el fango pegajoso y cremoso caracteristico de zonas
himedas de elevada sedimentacion.Vive en el intermareal, enterrada en el sustrato en zonas de
mareas en lugares de salinidad variable, como rias y estuarios. Esta ampliamente distribuida

desde Noruega al Mediterraneo y al Oeste de Africa.

Figura 9. Ejemplares de Scrobicularia plana. Rio Guadalquivir
(Bonanza) - 2005. (Fuente: A. M. Avrias, Ictioterm, 2005)

Un ejemplo es un estudio donde se han medido concentraciones de metales (Co, Hg,
Mo, Ni y Zn) en conchas en las estaciones del estuario del Guadalquivir que han sido afectadas
por el derrame de la mina de Aznalcollar [126]. Se observé que el nivel de estos cinco
elementos se redujo de 1999-2007, lo que sugiere que el efecto del accidente de la mina se ha
visto disminuido. Sin embargo, el contenido de metales en los tejidos blandos no siguid la
misma tendencia decreciente que indica que los tejidos blandos presentan una diferente

capacidad de acumular metales del medio ambiente.

29



INTRODUCCION

Otros ejemplos donde se ha usado Scrobicularia plana como bioindicador son otros
trabajos sobre los efectos adversos provocados por metales traza en estuarios [127-128]. En
ellos se abordaron los factores de bioacumulacién relacionadas con cada metal y la influencia de
la salinidad. Bajo condiciones empleadas en bio-ensayos donde se puede inferir como son los
mecanismos de bioacumulacién de Zn y Cd a valores altos de salinidad, asi como el mecanismo

de bioacumulacién de Pb y Cu en estos bivalvos y la induccién de metalotioneinas.

3.2. Ruditapes philippinarum como bioindicador

Entre las diferentes clases de bivalvos el género Ruditapes, mas concretamente sus
especies Ruditapes decussatus y Ruditapes philippinarum, se han empleado con éxito en todo el

mundo como monitores bioldgicos de presiones antropogénicas, o bioindicadores [129-130].

Ruditapes philippinarum (Adams y Reeve, 1850) (figura 10), cominmente conocida
como almeja japonica, es una especie endémica de la regién Indo-Pacifica. Fue introducida en
el Atlantico norte y en el Mediterraneo a principios del 1970 con fines comerciales [131]. Es
infaunal y epibentonica (pueda vivir tanto en el interior del sedimentos como en su superficie)
lo que condiciona su modo de alimentacion y las caracteristicas de la dieta natural. Su posicion
en la cadena trofica marina, hace que sean un punto union entre los productores primarios, otros
invertebrados y depredadores superiores. Se encuentra entre los bivalvos mas explotados del
mundo, adquiriendo una considerable importancia econémica tanto en términos de acuicultura
como fuente de recurso natural [132-135]. Sus habitats y requerimientos son similares, no

solamente compiten en la produccion acuicola, sino también en los habitats naturales [133]

Figura 10. Ejemplares de Ruditapes philippinarum.
Mercado Municipal de Cadiz-2005. (Fuente: A. M. Arias,
Ictioterm, 2005)
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Aunque se ha descrito ya la sustitucion de Ruditapes decussatus por Ruditapes
philipinarum en diferentes ecosistemas [136], ambas especies han sido utilizadas en bioensayos
como especies bioindicadores en distintas fases de su ciclo de vida, desde estadio larvario [137],
juvenil [138] hasta adulto [140], con el fin de desarrollar una herramienta idénea que garantice
el anélisis del riesgo ambiental en los ecosistemas costeros y de transicion (estuarios).

Como se ha descrito anteriormente, no solo la contaminacion antropogénica constituye
una fuente de estrés ambiental en ecosistemas de estuario, costeros y marinos sino también, la
intensificacion y el aumento de la frecuencia de episodios extremos climéticos. ElI cambio
climatico representa una especial amenaza para especies nativas de estuario, como Ruditapes
decussatus y Ruditapes philipinarum, debido a que su capacidad de dispersidn hacia zonas mas
favorables se vera limitada [141]. El calentamiento global ademas de afectar a la temperatura
del agua, origina cambios en el rango de las variables fisica claves (pH, T? salinidad, oxigeno
disuelto etc.) [141].Por ejemplo, el aumento de las temperaturas puede modificar indirectamente
la salinidad del medio natural al incrementarse la frecuencia y la severidad de las tormentas, por
la fusion de los casquetes polares y el aumento del nivel del mar, mediante la alteracion de la
circulacion termohalina y el aumento de evaporacion. En este sentido se manifiesta que el
destino de las comunidades en el estuario puede depender de la capacidad de los organismos de
tolerar y adaptarse a esta combinacién de factores fisico-quimicos, de estrés bidtico y a la

disminucién en la disponibilidad de habitat.

Por tanto, se hace necesario un andlisis critico sobre la investigacion realizada con
especies bioindicadoras tales como Ruditapes sp, utilizadas en las Gltimas décadas en procesos
de ERA, con el objeto de estudiar su idoneidad a la hora de afrontar nuevos retos en lo que se
refiere a nuevos contaminantes antropogénicos (contaminantes emergentes) y otras fuentes de
estrés ambiental en el marco del cambio global. Por esta raz6n se considera importante
profundizar en el uso de Ruditapes sp para la evaluacién del riesgo ambiental en sistemas

litorales y marinos.

Un ejemplo sobre el uso de esta especie como bioindicador es en experimentos de
exposicion a farmacos donde se evalla el estado de los organismos expuestos a concentraciones
ambientales [142] como una herramienta de deteccion para la evaluacion de la contaminacion

por los productos farmacéuticos en ambientes marinos.

3.3. Procambarus clarkii como bioindicador

El cangrejo rojo Procambarus clarkii (Girard, 1852) (figura 11), también llamado
cangrejo de las marismas o cangrejo de Louisiana es una especie con gran capacidad

colonizadora, como pone de manifiesto el hecho de que hoy en dia puede ser encontrado
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practicamente en cualquier lugar del mundo, a pesar de que su origen geografico se circunscribe
a una concreta zona fronteriza entre Estados Unidos de América y México. Esta dispersion
actual de la especie se fundamenta en la capacidad competitiva que caracteriza al cangrejo rojo,

pero no habria tenido lugar si no hubiera actuado el ser humano como vector de transmision.

Figura 11. Ejemplar de Procambarus clarkii. Rio Guadalquivir
(Corta de La Cartuja) (Fuente: A. M. Arias, Ictioterm, 2005)

El poder competitivo del cangrejo rojo como especie invasora frente a las especies
nativas de cangrejo de rio se basa en una mayor capacidad para soportar condiciones adversas
del medio (escasez de oxigeno disuelto en el agua, elevadas temperaturas, etc), una madurez
sexual mas precoz (gracias al rapido crecimiento gque experimentan los ejemplares de esta
especie, al afio de edad tanto machos como hembras ya son capaces de reproducirse), una
capacidad reproductiva sensiblemente mayor (el nimero de huevos por puesta de la hembra
oscila entre los 200 y los 700, mientras que en el cangrejo autéctono la media es de unos sesenta
huevos por hembra, y ademas, se han registrado casos de mas de una puesta anual para una
misma hembra de cangrejo rojo, fendmeno este que no sucede en el caso de la especie
indigena), y una capacidad de dispersion natural muy elevada (en condiciones adecuadas, los
cangrejos rojos son capaces de realizar largas caminatas fuera del agua, a la busqueda de nuevas

zonas en las que establecerse).

La primera introduccion de esta especie de cangrejo en el estado espafiol data de hace
treinta afios, y fue promovida por el archiduque Andrés Salvador Habsburgo Lorena, quien en
1973 ordeno la distribucion de unos 100 Kg. de cangrejos rojos, procedentes de Norteamérica,
en los arrozales de su finca “Malpartida”, sita en la provincia de Badajoz.Posteriormente, se
importaron otros 500 Kg. de cangrejos de las marismas desde el estado norteamericano de

Louisiana, de los que solo sobrevivieron una quinta parte. La suelta se realiz6 el 10 de Mayo de
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1974, en la localidad sevillana de Puebla del Rio. A pesar de esta mortandad inicial, los
ejemplares supervivientes se aclimataron de tal modo a su nuevo hébitat que, a los dos afios de

la suelta, ya se pudo realizar la primera captura y comercializacion de cangrejos en el mercado.

La noticia de la llegada de los cangrejos rojos y de la rentabilidad econdémica que
producian se difundié muy rapidamente, y fueron los propios pescadores quienes se encargaron
de distribuir esta especie por toda la zona arrocera del bajo Guadalquivir, apareciendo entonces
las consiguientes disputas entre pescadores y arroceros. Los primeros se dedicaban a expandir el
area habitada por el cangrejo rojo, y su pretension era que ninguna zona susceptible de albergar
poblaciones del crustaceo se quedara sin ellas, mientras que los agricultores con cultivos de
arroz observaban como la presencia de esta especie afectaba gravemente a sus explotaciones,
mas por el deterioro que las galerias construidas por los cangrejos provocaba en los azudes y
demés barreras para la retencion del agua (con lo que las fincas se secaban y se perdia la

cosecha), que por lo que los cangrejos pudieran consumir directamente.

Estas primeras sueltas se hicieron, como ya hemos dicho, en arrozales, donde el
cangrejo rojo encontrd un caldo de cultivo inmejorable, pero desde alli se extendi6 a marismas,
rios y embalses, tanto “ayudado” por nuestra especie como de manera independiente, llegando a
establecerse en practicamente toda la geografia peninsular en apenas quince afios. La rapidez de
esa expansion se justifica por multiples razones: la desaparicion del cangrejo autéctono, como
consecuencia de la afanomicosis o peste del cangrejo, habia dejado vacante un nicho ecoldgico
que podia ser ocupado con facilidad por el cangrejo rojo, los comportamientos colonizadores y
la gran capacidad competitiva caracteristicos de esta especie ayudaron a acelerar el proceso de
expansion, y la irresponsabilidad de algunos humanos que, por razones egoistas e ignorando el
grave problema que estaban causando, se dedicaron a introducir el cangrejo rojo en zonas a las
que, por medios naturales, jamas habria llegado o habria tardado mucho mas tiempo en
llegar.En efecto, al igual que sucedio6 con los pescadores profesionales en los primeros afios tras
la introduccion del cangrejo rojo en la provincia de Sevilla, en el resto de la peninsula se fueron
multiplicando los nuevos focos con cangrejo rojo por parte de los aficionados a la pesca de
cangrejos que, seguramente desconocedores del dafio que estaban haciendo, se ocuparon de
“repoblar” los rios en los que antafio disfrutaban de su aficion con aquello que tenian mas a
mano, ya que la tradicion gastronémica indicaba que los cangrejos de rio debian ser cocinados
“en vivo” y, por tanto, las pescaderias comercializaban los cangrejos vivos procedentes del sur

peninsular.

La introduccion de algunas especies crustaceos ha producido alteraciones de agua

dulce ambientes y disminuciones de especies nativas en todo el mundo. El cangrejo rojo, se
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introdujo produciendo graves impactos en la agricultura del arroz y en la biota nativa como

macrofitos, gasterépodos, cangrejo autéctono y anfibios.

El cangrejo Procambarus clarkii, que tiene un ciclo de vida largo, amplia distribucién
y puede estar en una amplia gama de condiciones ambientales; se ha sugerido como
bioindicador para controlar la contaminacion.El cangrejo se introdujo en las marismas del rio
Guadalquivir colonizando rapidamente el ecosistema acuatico y alcanzando el ecosistema
acuatico del Parque Nacional de Doflana (DNP) [143]. El Parque Nacional, que es un
(Organizaciéon de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura) de la
UNESCO Reserva de la Biosfera, sin embargo, no esta libre de riesgos, al estar situado cerca de
la Faja Piritica Ibérica que genere drenaje acido de mina y de las zonas industriales en Ria de
Huelva. Ademas, se vio afectada por el vertido minero de Aznalcollar en el estuario del
Guadalquivir en 1998. Todo esto hace necesaria la realizacién de un seguimiento regular de la
calidad del medio ambiente basado en el analisis de los contaminantes y las respuestas
bioldgicas a ellos.

En este sentido, el cangrejo Procambarus clarkii se ha propuesto anteriormente para
evaluar la contaminacion en el Parque Nacional de Dofiana utilizando biomarcadores
convencionales [144], y también en esta Tesis se le ha dado un enfoque metabolémico para la
evaluacion de la contaminacion de esta zona, teniendo en cuenta la respuesta biolégica de este
organismo a la contaminacion. Ademas, se determind la acumulacion de metales en los tejidos
de cangrejo. Por lo tanto, el analisis integrado de los datos metabolémicos y metalémicos

permitié el estudio de la respuesta metabolica del organismo [69].
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4. BIOMARCADORES

4.1 Concepto de biomarcador

Como se comentd en apartados anteriores el impacto de los contaminantes en los
ecosistemas se evalla por diferentes metodologias: i) valoracion fisico-quimica, estableciendo
umbrales de concentracion para algunas sustancias tdxicas o indicadoras de calidad y ii) analisis
de diversos parametros bioldgicos (biomarcadores) cuya alteracion respecto a las condiciones

naturales indica una perturbacion del ecosistema.

Sin embargo, los efectos de un vertido en una comunidad pueden persistir mucho
después que los parametros fisico-quimicos hayan vuelto a la normalidad (los ecosistemas
necesitan tiempo para recuperarse). Asi, los andlisis quimicos tienen limitaciones, es necesario
conocer previamente los contaminantes buscados, tienen una sensibilidad limitada (a veces
superior a las concentraciones que afectan los organismos), posibles interferencias, y no
informan sobre los efectos bioldgicos de los contaminantes [23]. Mientras un analisis fisico-
quimico puntual seria una ‘fotografia’ del estado de un ecosistema y habria que realizar un
seguimiento continuado para obtener una vision mas amplia de la calidad ambiental, el analisis
bioquimico seria una ‘pelicula’ de lo sucedido desde un tiempo determinado hasta la fecha. De
hecho, algunos procesos de contaminacion se detectan mejor por un seguimiento biol6gico
[145].

Segun la definicién ya clasica de McCarthy & Shugart (1990), los biomarcadores son
"medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular, tanto en poblaciones naturales
provenientes de habitats contaminados, como en organismos expuestos experimentalmente a
contaminantes, y que indican que el organismo ha estado expuesto a sustancias toxicas y la
magnitud de la respuesta del organismo al contaminante”. Es decir, solo consideramos
biomarcadores a las medidas realizadas en los niveles molecular y celular de organizacion
bioldgica, ya que es en estos niveles donde ocurre la interaccion inicial de los contaminantes
con los organismos y en base a los cuales podremos desarrollar medidas sensibles que sirvan
como sefales de alarma temprana de efectos en los niveles superiores de individuo, poblacion o
ecosistema [146-147].

Los biomarcadores son  parametros  biolégicos  medidos en  los
organismosbioindicadores, que indican, al alterarse sus niveles, la exposicion a
estoscontaminantes, sus efectos bioldgicos o los riesgos de su presencia en los ecosistemas [23,
148-149]. Estos parametros se usan en programas de biomonitorizacién, en los cuales el

programa de muestro es se hace muy cuidadosamente, para poder obtener conclusiones
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validasestadisticamente. También se debe tenercuidado al escoger la(s) especie(s) a monitorear,
asi como los biomarcadores a emplear. Esto debe hacerse en base a la experiencia en el area de
estudio, y a las posibles fuentes de contaminantespresentes en la region.

La biomonitorizacion tiene como objetivos: i) Vigilar a largo plazo zonas afectadas o
libres de contaminacion. ii) Evaluar riesgos en zonas de vertido frecuente. iii) Implantar
medidas reguladoras y estandares ambientales. iv) Comprobar la efectividad de las medidas

correctoras tras episodios de contaminacion.

Este concepto de biomarcador se fundamenta en que para que los efectos de los
contaminantes sean evidentes en el ecosistema, el primer nivel de interaccién es el molecular-
celular (figura 12). Este nivel de organizacion es ademas el ideal para estudiar relaciones causa-
efecto y los mecanismos de accion de los contaminantes. Asi, la propuesta o desarrollo de un
biomarcador debe basarse en el conocimiento del mecanismo de respuesta del mismo. Es
fundamental que el tiempo de respuesta del biomarcador sea corto (horas, dias), de forma que
éste pueda ser utilizado como "sistema de alarma temprano” y puedan tomarse medidas de
reparacion antes de que el ecosistema se vea afectado. Si, ademas, el biomarcador muestra valor
diagndstico, éste podra ser entonces utilizado de forma predictiva.

POSIBLE EFECTO EN LOS ORGANISMOS

ESTRES EFECTO:
AMBIENTAL TARDIOS

Alerta preventiva
| temprana

Cambios en la l
diversidad |

Cambios en la /

reproduccion /

~ Inhibicion de
. Dafio en crecimiento
Enzimas membrana

\1‘?‘

e BIOMARCADORES —

Figura 12. Biomarcadores a diferentes niveles de organizacion

bioldgica, y diferentes escalas temporales.

Todo lo contrario ocurrira cuando el efecto sea detectado en los mayores niveles
deorganizacion, donde los cambios en la diversidad oen la reproduccion seran dificiles de
remediar y enalgunos casos los dafios serdn irreversibles. Generalmente cuando se detectan

efectos a este nivel ya es obvio que hay un problema.

Los moleculares son alertas tempranas, pues se alteran antes que los ecosistemas

sufran dafos irreversibles. Aquellos a nivel de poblacion, comunidad o ecosistema tienen mayor
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relevancia toxicoldgica, pero responden de forma més lenta [23, 148-150]. En la tabla 1 se
indican algunos ejemplos de biomarcadores pertenecientes a distintos niveles de organizacion y
los tipos y tiempos de repuestas bioldgicas a que dan lugar.

Biomarcador Respuesta bioldgica N'V.EI d?, 1Aparicic’)n Nivel _qe
organizacion deteccion
Dafio al DNA Formacion de Molecular Temprana Bajo
aductos
Metabolitos Xenobidticos Molecular Temprana Bajo
Enzimas antioxidativas | Defensa contra estrés
S Molecular Temprana Moderado
oxidativo
Colinesterasa Inhibicion enzimatica Molecular Temprana Moderado
Biosintesis de hemo Porfirinas anormales Molecular Media Moderado
Otras actividades / Disfuncion
relacionAMP:ATP metabolica Molecular Temprana Moderado
relacion RNA:DNA
Aberraciones cromosomicas DNA anormal Subcelular Media/tardia Alto
Estabilidad lisosomas/ Homeostasis
Necrosis/Genotoxicidad - A Subcelular Tardia Alto
mortalidad individual
Inmunosupresion /Tumores H(_)meosta§|§ Celular Tardia Alto
mortalidad Individual
Inmunocompetencia Fagocitosis Celular Media/tardia | Moderado
Transformacion celular Necrosis/neoplasia Celularftisular Tardia Alto
Fecundidad/Comportamiento Cambios en la Organismo Tardia Alto
reproduccion
indices de condicién Var|a0|or_1 en tasas de Organismo Tardia Alto
crecimiento
Mortalidad individuos Cambios en la Poblacion Tardia Alto
poblacion
Diversidad Dlsm_lnum_on de la Comunidad Tardia Alto
diversidad

ITemprana: de horas a dias; media: de dias a semanas; tardia: de semanas a meses/afios.

Tabla 1. Ejemplo de biomarcadores, aparicion en el tiempo y tipo de repuesta, nivel de

organizacion bioldgica al que pertenecen y sus niveles de deteccion.

Por su significado podemos distinguir tres tipos de biomarcadores: deexposicion, de
efecto y de susceptibilidad [151]. Los de exposicidn, indican la presencia de contaminantes,
metabolitos derivados de su biotransformacion o productos de su reaccion con biomoléculas
[149, 151]. Los de efecto, indican el dafio producido por la exposicion o los cambios
bioquimicos dentro de un organismo como resultado de la exposicion axenobioticos. Estos
altimos incluyen alteraciones bioquimicas, fisiologicas o de otro tipo dentro de lostejidos o
fluidos corporales de un organismo. Finalmente, los de susceptibilidad o prediccion de riesgos,

predicen la posibilidad de una alteracion grave a nivel de poblacién, comunidad o ecosistema, se
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refieren a lasaptitudes inherentes o adquiridas especificamente por ciertos organismos a
laexposicion a xenobidticos [152-153]. Pueden ademas ser marcadores genéticos que incluyen
alteraciones en la estructura cromosémica, tales como polimorfismos en lalongitud de

fragmentos de restriccion o polimorfismos de actividades enzimaticas.

Un biomarcador debe ser especifico para un compuesto o tipo de compuestos,
detectable en pequefias cantidades de muestras, medible por técnica barata, sencilla y
reproducible, asociado a una exposicién anterior, predictivo para un estado de alteracién
reversible [154]. La mayoria de los biomarcadores son inespecificos, como las monooxigenasas
que se inducen por muchos compuestos [155], aunque la é-aminolevulinato deshidratasa se
inhibe por Pb [23, 150] y algunas esterasas por OPs y CMs [156]. Los inconvenientes derivados
de los falsos resultados positivos se evitan usando una bateria de biomarcadores cuyos
resultados se complementan para explicar una respuesta integrada a episodios de estrés
ambiental [149].

Para conocer el estado de contaminacién de un ecosistema que mas se aproxime ala
realidad conviene utilizar una bateria de biomarcadores, organizados de formas jerarquicas y
relacionadas funcionalmente entre ellos, cuyos resultados se complementen para dar una

respuesta integrada a episodios de estrés ambiental [157].

Es conveniente que las medidas de los tres tipos de biomarcadores se lleven a cabo en
los mismos individuos ya que, entre otras razones, facilita la demostracion de relaciones
causa/efecto y aumenta la capacidad de desarrollar modelos estadisticos que permitan predecir
el grado de perturbacion sufrido por el sistema. Ademas, la estacionalidad de los procesos
fisiologicos (reproduccion, desarrollo, etc.) y factores ambientales (nutrientes, temperatura, etc.)
condiciona sus respuestas [158]. Para minimizarlo y facilitar la interpretacion de los datos, los
programas de biomonitorizacion deben realizarse en distintas épocas del afio y/o usar

organismos control o referencia en cada estacion.

En conclusion, el analisis de biomarcadores de exposicion y de efecto es un
instrumento clave para detectar el impacto de la contaminacion sobre la salud de los
ecosistemas, normalmente en combinacién con otras aproximaciones para la evaluacion de la
calidad del medio, como los analisis quimicos convencionales, los bioensayos y los estudios

ecoldgicos a largo plazo.

4.2. Enzimas de biotransformacién como biomarcadores

Los organismos estdn continuamente expuestos a compuestos, naturales osintéticos

(xenobidticos), que pueden ser absorbidos del medio ambiente por inhalacién, ingestion o
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contacto dérmico. El metabolismo de los xenobiéticos se produce en todoslos 6rganos v tejidos,

pero el higado es el érgano detoxificador por excelencia.

Al conjunto de procesos enzimaticos a los que se ven sometidos los xenobidticos en
el organismo tendentes, en general, a su neutralizacién y eliminacién se les conoce como
reacciones de biotransformacion o de metabolizacion de xenobidticos. Las alteraciones en las
actividades de enzimas de biotransformacion suelen ser los biomarcadores mas sensibles
[159].Tradicionalmente estos procesos se han agrupado en dos fases o etapas. En la fase 1 los
xenobioticos son modificados mediante reacciones de oxidacion, reduccion o hidrdlisis y
convertidos en productos mas hidrosolubles gracias a la aparicion de nuevos grupos funcionales
de caréacter polar (hidroxilo, amino, carboxilo). En la fase 2 los xenobi6ticos, o los metabolitos
generados por las reacciones de la fase 1, se combinan con moléculas enddgenas de caracter
polar para formar productos de conjugacion que son rapidamente excretadosambién (como
glutation, aminoacidos, acido glucurénico, grupos sulfato, metilo o acetilo). En general, los
enzimas de fase 1 son capaces de transformar multiples substratos y catalizar reacciones
diferentes. Se trata de proteinas cataliticas de naturaleza muy diversa entre los que se incluyen
enzimas con actividad monooxigenasa, como el citocromo P-450 o la flavin monooxigenasa,
diversas oxidasas (alcohol deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas,
aromatasas), la epdxido hidrolasa o esterasas y amidasas hepéticas y plasmaticas (figura 13). El
citocromo P-450 es sin duda el miembro mas destacado de este grupo de enzimas y el que ha

sido mas ampliamente estudiado.

reductasas

hidrolasas

peroxidasas

Flavin-
monooxigenasa

Citocromo P45(

Figura 13. Participacion relativa de diferentes enzimas de fase 1 en

el metabolismo xenobidticos [160]
- Enzimas de fase I

Muchas reacciones de fase | son de monooxigenacion. En ellas, undtomo de oxigeno
del O2 es transferido al sustrato y el otro reducido a H20.Muchas monooxigenasas son sistemas

acoplados de transporte de electronescon dos enzimas (citocromo y flavoproteina
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oxidorreductasa) [155]. Los méas abundantes y diversos dependen de citocromos P450, donde el

poder reductor suele provenir del NADPH. La reaccién es la siguiente:
NADPH + H++02+RH <——>  NADP+ + H20 + ROH

Los citocromos P450 pertenecen a una superfamilia con multitud de isoenzimas [150].
Son hemoproteinas cuyo grupo prostético es una Fe-protoporfirina IX (hemo) y una cadena de
entre 45 y 60 kDa [161]. El Fe se coordina a los 4 N del anillo tetrapirrdlico de la porfirina, su
quinto ligandoes el S de una Cys, y el sustrato ocupa su sexta posicion. Los electrones del
NADPH son transferidos al citocromo P450 por una flavoproteina, NADPH-citP450 reductasa,
cada una rodeada por 10 a 30 moléculas deP450 [155, 161].

Las distintas isoenzimas P450 actian sobre muchos sustratos enddgenos (esteroides,
hormonas esteroideas, vitaminas liposolubles, prostaglandinas, acidos grasos, etc.) y exdgenos
(3-metilcolantreno, fenobarbital, PAHs, PCBs) [150]. Catalizan las siguientes reacciones: N-
oxidaciones,S- y P-oxidaciones, hidroxilaciones aromadticas, alifaticas y heterociclicas,
epoxidaciones, O-, N- 'y S-desalquilaciones, desulfuraciones, desaminaciones vy
deshalogenaciones oxidativas. Las tres principales familias que se inducen por xenobiéticos son
CYP1, CYP2y CYP3 [155].

Las flavin monooxigenasas catalizanla oxidacion de compuestos nitrogenados vy
sulfurados [150] por lo que son capaces de transformar algunos de los sustratos sobre los que

acttan los citocromos P450 [162].

El sistema del citocromo b5 (citocromo b5 y NADH-cit b5 reductasa)y las epoxido
hidrolasas activanlas monooxigenasas del citocromo P450 y catalizan la conversion deep6xidos

(productos de los P450) en dihidrodioles menos reactivos [150].
- Enzimas de fase Il

Los niveles de las enzimas de fase Il también pueden afectarse por la exposicion a
contaminantes [163]. EI mecanismo de induccion para la mayoria de enzimas de fase Il es
probablemente regulado por el receptor Ah. Bajo su control se encuentran un conjunto de genes
que se conoce como bateria génica Ah [164], entre los que se encuentran los genes de las
enzimas UDP glucuroniltransferasa, NAD(P)H quinona reductasa y glutation-S-transferasa
[150].

Las UDP-glucuronosiltransferasas conjugan metabolitos hidroxiladosen fase 1, con

acido glucurdnico en su forma activada (UDP-glucuronil), segln la reaccion:
R-OH + UDP-glucuronil <——> R-O-glucuronil + UDP
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Generalmente la conjugacion disminuye la toxicidad de los xenobioticos, aunque en el

caso del acetilaminofluoreno se ve incrementada [150].

Las glutation-S-transferasas (GSTs) conjugan el glutation (y-Glu-Cys-Gly) reducido

(GSH) con diferentes moléculas electrofilicas hidrofébicas, segun la reaccion:
GSH + R-X <——>GS-R +HX

donde R es un radical alifatico, aromético o heterociclico, y X halégeno, sulfato, nitrito
0 epoxido.

Pueden distinguirse dos superfamilias con diferente estructura, actividad, distribucién
celular y actividad biolégica: GST microsomales, unidas al reticulo endoplasmico y GST
citosdlicas [165].

Las citosolicas son homo- o heterodiméricas de ~28 kDa cada subunidad [166]. Las
cuales actuan sobre toxicos derivados del dafio oxidativo a lipidos y acidos nucleicos, e
intermediarios en la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos [167-168]. Ademas, participan en

la biotransformacion de farmacos, carcindgenos y plaguicidas [169].

Las sulfotransferasas conjugan xenobi6ticos activados en la fase Icon sulfato, en forma

de 5’-fosfoadenosin-3’-fosfosulfato (PAPSO®), segln la siguiente reaccion:
R-OH + PAPSO* <——>  R-0-SO*+ PAP
Ocasionalmente, esta conjugacion aumenta la toxicidad de lossustratos [150].

Las N-acetiltransferasas conjugan xenobidticos con grupos amino agrupos acetilos

procedentes de la acetil-CoA [150], segun la reaccion:
R-NH2 + CoA-S-CO-CH3 ~<——> R-NH-CO-CH3 + CoA-SH

4.3. Estrés oxidativo: Biomarcadores de dafio oxidativo

Los organismos aerobios usan O, como aceptor final de electrones en la cadena
respiratoria para obtener energia mas eficientemente, y en la fagocitosis, pues a partir del O, se
generan especies reactivas de oxigeno (EROs) que atacan a los agentes invasores. Sin embargo,
también dafian acidos nucleicos, proteinas, glucidos y lipidos [170]. En ocasiones las defensas
celulares frente a las EROs no son lo suficiente eficaces y se produce estrés oxidativo [171]. Las
EROs se forman por reacciones endégenas o inducidas por bifenilos, aminas aromaticas y

metales, durante la reduccion unielectronica del O2 [10, 172]:
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+1e - +le +1e +1e
: > H, O, > OH° > H,0,

Muchas reacciones producen radical anion superoxido (O,7) [170, 172-173]: 1)
Oxidacién de moléculas endogenas (semiquinonas, flavinas, tioles, catecolaminas) y metales. 2)
Actividad de oxidasas y deshidrogenasas (NADPH-P450 reductasa, NADH oxidasa, xantina
oxidasa) y cadenas de transporte electronico. 3) Metabolismo de algunos xenobi6ticos, quinonas
nitroaromaticas, bifenilos y metales de transicion. 4) Ciclado redox.

El peroxido de hidrogeno (H,0,) se forma por dismutacion espontanea o enzimatica
(superoxido dismutasa) del O, 7, o por reduccion dielectrénica directa del O,, catalizada por la
acido graso oxidasa, aminoacido oxidasas, etc [170]. La especie mas reactiva es el radical
hidroxilo (OH"), formado a partir de O, "y H,0, en la reaccion de Fenton [170] catalizada por

iones metalicos:
0,"+H,0, <—> 0,+ OH+ OH

Las EROs no causan dafio oxidativo en condiciones normales, es decir, cuando existe
un equilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes. Sin embargo, cuando tal equilibrio
se rompe a favor de las sustancias prooxidantes se produce el estrés oxidativo [172, 173]. Al ser
sustancias muy tdxicas las EROs causan dafios oxidativos en las biomoléculas: &cidos
nucleicos,proteinas, glucidos y lipidos [170]. Las proteinas sufren roturas de los anillos en los
residuos de His y Trp, o del enlace peptidico a nivel de las Pro, formacion de puentes disulfuro
o disulfuros mixtos en los residuos de Cys que puede conducir a la inactivacién temporal de
enzimas [174]. La formacion de disulfuros mixtos entre proteinas y GSH altera el estado redox
intracelular entre las formas reducidas y oxidadas del glutation.Las EROs provocan numerosos
dafios en el ADN, rotura de cadenas, alteracion de bases, aberraciones cromosémicas e
intercambios entre cromatidas hermanas, que pueden provocar mutaciones [172, 10]. El radical
hidroxilo (OH-) ataca los acidos grasos poliinsaturados, integrantes de los fosfolipidos de las

membranas, en una reaccion de peroxidacion lipidica [171, 175]:
(1) LlH + OH > Ll' + Hzo, (2) Ll' + 02(—> Lloo, (3) LlOO + L2H g LloOH + L2'

Si los lipohidroperdxidos formados (LOOH) no se eliminan, generan (en reacciones
catalizadas por metales) otros radicales (LO-), que pueden atacar otras biomoléculas, como
acidos nucleicos y proteinas [171]. Los niveles de peroxidacion lipidica pueden medirse
directamente, siguiendo el contenido de lipohidroperdxidos, o indirectamente, por los niveles de

malondialdehido. Este compuesto es un producto de la descomposicion de los
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lipohidroperoxidos, que forma un complejo coloreado y fluorescente con el &cido tiobarbiturico
[175-176].

Los sistemas antioxidativos eliminan EROs para evitar dafios en los organismos [170-
172 ]. Puesto que muchos contaminantes ambientales incrementan la produccion de EROs, estos
sistemas tienen gran importancia en la defensa de los organismos contra la contaminacion

ambiental.

El sistema de defensa antioxidativo incluye: 1) enzimas (catalasa, superdxido
dismutasa y glutatién peroxidasa) que destoxifican directamente las EROs; 2) defensas no
enzimaticas (vitaminas C y E) capaces de destoxificar EROs interrumpiendo la cadena de
reacciones que las generan; y 3) sistemas auxiliares (glucosa-6-P deshidrogenasa, glutatién
reductasa) que regeneran poder reductor, NADPH y GSH, que se consume durante
destoxificacion de las EROs [170].

1) Enzimas oxidativas que detoxifican directamente las EROs.

Las superoxido dismutasas (SOD) son metaloenzimas que catalizan ladismutacion
del radical anién superdxido, en la reaccion:2 O, + 2 H'« H,0, + O,. En eucariotas, se
distinguen las isoenzimas que poseen Cuy Zn (Cu/Zn-SOD), de localizacion citosélicas, que se
inhiben por la accién del cianuro, y la Mn-SOD, de la matriz mitocrondrial, que no se inhibe por
el cianuro [177]. La SOD es inducible por contaminantes y alto nivel de O, [23] y representa la
principal defensa contra el estrés oxidativo en los organismos, por eso se hausado en numerosos
estudios como biomarcador de contaminacion por metales pesados y estrés oxidativo [57, 178-
180].

La catalasa (CAT) posee un grupo hemo en su sitio activo, y esta presente en todos
los organismos aerobios estudiados, eucariotas y procariotas [170]. En eucariotas, se localiza
principalmente en los peroxisomas. Cataliza la dismutacion del peréxido de hidrogeno en agua

y oxigeno:
2 H202<—> 2 Hzo + 02

La catalasa es mas efectiva en niveles de alto estrés oxidativo, mientras que a niveles

bajos de estrés actla mejor el sistema glutation peroxidasa [181].

La glutation peroxidasa (GSHPX) es una enzima citosolica dependiente de Se que
cataliza la reduccion de perdxidos organicos y peroxido de hidrégeno, usando GSH como

donador de electrones:
R-OOH + 2 GSH+-R-OH + GSSG + H,0;
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HzOz +2 GSH <~ 2H20 + GSSG

Esta enzima juega un papel importante en la proteccidn de la célula frente al dafio

oxidativo evitando la peroxidacidn lipidica [182].

2) Defensas no enziméticas capaces de detoxificar EROs interrumpiendo la cadena de

reacciones que las generan:

La vitamina E (o-tocoferol), presente en las membranas celulares combate la
peroxidacion lipidica en estas al reaccionar con los radicales lipidicos y romper la cadena de
peroxidacion lipidica.

La vitamina C (ascorbato) es un antioxidante que reduce la semiquinona del o-
tocoferol [170].S6lo se usa como biomarcador en plantas y animales que lo pueden sintetizar
[159].

3) Sistemas auxiliares (glucosa-6-Pdeshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
glutatién reductasa) que regeneran poder reductor, NADPH y GSH, que se consume durante la
detoxificacion de las EROs [170].

La glutation sintetasa y glutation reductasa son responsables de la sintesis y reduccién
del glutatién [23]. La glucosa-6-P deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, forman
parte de la ruta de las pentosas fosfato y producen NADPH [172]. La NADPH-quinona
oxidorreductasa cataliza la reduccion divalente de quinonas a hidroquinonas, evitando asi la

produccién masiva de anion superoxido y el consumo excesivo de NADPH [183].

4.4. Metales mas relevantes en metaloproteinas de interés ambiental

El término metaloproteina es un término genérico que se refiere a una proteina que
contiene un i6n metalico como cofactor (figura 14). Las funciones de las metaloproteinas son
muy variadas en las células, actuando como enzimas, proteinas de transporte y almacenamiento,
y en la transduccion de sefiales. Aproximadamente de un cuarto a un tercio de todas las
proteinas requieren metales para llevar a cabo sus funciones. La presencia de los iones metalicos
en las metaloenzimas les permite llevar a cabo reacciones redox que no pueden ser facilmente
realizadas por el conjunto limitado de grupos funcionales que se encuentran en los aminoacidos
[184].
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‘VO“ 7 METALION | Figura  14.  Estructura  de las
& COFACTORS

metaloproteinas

Las funciones de las metaloproteinas son muy variadas en las células: Estructural (el ion
metalico es necesario para la correcta conformacién de una regién proteica y tiene una funcién
reguladora), transporte y almacenaje, transferencia de electrones (el ién metalico sirve como
centro redox para transferir, almacenar o aportar electrones. Ademas, el potencial redox del i6n
metalico viene definido por la proteina), enlace con el O, y catalitica (interviniendo en el

desarrollo de estados de transicion, de activacion de sustratos entre otros).

El metal suele estar coordinado por &tomos de nitrogeno, oxigeno o azufre
pertenecientes a los aminoacidos de la cadena polipeptidica y/o ligando macrociclico
incorporado en la proteina. De esta forma, la presencia del metal o metaloide es fundamental en
la biomolécula y por ello, a continuacion hacemos una revision de los metales o metaloides mas

importantes y su relacién con las funciones de determinadas biomoléculas.

Los principales iones metalicos presentes en las metaloproteinas son el Fe (citocromos,
transporte de oxigeno, enzimas), Zn (insulina, anhidrasa carbonica), Cu (oxidoreductasas) y Mn
(enzimas glicoliticas y proteasas). Dentro de las metaloproteinas cabe destacar las
metalotioneinas. Este tipo de proteinas destaca por su alto contenido en grupos sulfidrilos y son
metaloproteinas de tipo citoplasmatico que se encuentran en todos los vertebrados,
invertebrados (llamé&ndose en este caso proteinas similares a las metaloproteinas, MLP,

metallothionein like proteins) y en hongos. Se considerard en el siguiente apartado.

El hierro es un elemento reconocido por la OMS en 1973 como esencial, aunque su
situacion dentro de los elementos traza es discutible debido a la gran cantidad del mismo que
presenta la hemoglobina. El hierro es un elemento necesario para la vida, y su deficiencia es la
carencia de micronutrientes méas frecuente en el mundo. Este elemento de transicion juega un
papel crucial en el interior de la célula, como catalizador en procesos de transporte electronico y
como transportador de oxigeno. Las proteinas de las que forma parte el hierro se pueden
agrupar en proteinas hemo, proteinas ferroflavinicas y otras proteinas que contienen hierro con
una gran variedad de configuraciones moleculares, como la transferrina, la lactoferrina, la

ferritina y la hemosiderina.
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La hemoglobina y la mioglobina son proteinas con grupo hemo. La hemoglobina es una
proteina de color rojo, con una masa molecular de 68 kDa, que une el oxigeno con alta afinidad,
transportdndolo a los hematies y liberandolo en los tejidos. La mioglobina tiene una masa
molecular de 17 kDa y se encuentra en las células musculares, donde les sirve de almacén de
oxigeno para proteger contra la lesion celular durante los periodos de falta de oxigeno. También
son hemoproteinas los citocromos, citocromo oxidasa, ferroproteinas detoxificadoras catalasas,
peroxidasas y superoxido dismutasas, que participan en la reduccién de perdxidos y limitan la
accion de los radicales libres; y las oxigenasas.

Las proteinas ferroflavinicas incluyen la citocromo c¢ reductasa, succinico
deshidrogenasa, NADH deshidrogenasa y xantina oxidasa. Estas proteinas con funciones
bioldgicas importantes no actdan o no llegan a formarse sin la participacion del hierro. Para
abundar en la importancia del hierro indicaremos que casi la mitad de las enzimas del ciclo de

Krebs contienen hierro o necesitan su presencia.

En el tercer grupo se encuentran la transferrina, la lactoferrina, la ferritina y la
hemosiderina, fundamentalmente. Siendo la transferrina el transportador fundamental del hierro.
Esta proteina se sintetiza en el higado y en los linfocitos T colaboradores, cuya sintesis esta
regulada por la cantidad de hierro intracelular, de forma que una disminucion de éste produce un

aumento de la transferrina.

El manganeso forma parte de unas pocas enzimas, como la arginasa, implicada en la
formacion de la urea, la piruvato carboxilasa, que participa en la gluconeogénesis y la
superoxido dismutasa (SOD) mitocondrial, que interviene en los mecanismos de proteccion
contra los radicales libres oxigenados. En general, en las situaciones que favorecen el estrés
oxidativo se observa un aumento de la actividad de la SOD. Sin embargo, activa muchas otras

enzimas como hidrolasas, quinasas, descarboxilasas y transferasas.

El cobre forma parte del grupo de los elementos traza esenciales, en el que su
esencialidad, se debe a sus caracteristicas fisico-quimicas que le confieren de unas propiedades
mediante las cuales participa en una gran diversidad de procesos bioquimicos inherentes de la
materia viva. En el plasma, la mayor parte del cobre se encuentra unido a la ceruloplasmina,
mientras que el 10% se distribuye entre la albimina, los aminoacidos como la histidina, la
treonina y la glutamina y pequefios péptidos con los que forma complejos binarios y es
transportado hacia el higado, siendo el principal érgano que recibe el cobre absorbido y el lugar

principal de excrecién, ya que se elimina por la bilis.

La estructura de la SOD se compone de cuatro subunidades de peso molecular 86.000

Da con dos atomos de manganeso por molécula, son metaloenzimas que contienen un ién
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metalico de transicién (cobre, hierro 0 manganeso) en su sitio activo, nos centraremos en la
SOD de Cu y Zn, la cual se encuentra ampliamente distribuida en el citosol y en el nucleo de las
células eucariotas y algunas procariotas. La SOD Cu/Zn es una proteina con dos dimeros
idénticos, cado uno con un cobre y un zinc, fuertemente unidos a la cadena polipeptidica. Las
dos subunidades estan unidas por interacciones no covalentes, predominantemente hidréfobas,
entre los cilindros con estructura B, encontrandose los centros activos en los puntos opuestos de
la molécula.El cobre se encuentra relativamente expuesto al medio, mientras que el zinc esta

mas enterrado en la estructura proteica.

La principal funcion de la SOD consiste en eliminar al radical superéxido mediante
reacciones de oxidacion-reduccion ciclica de un cofactor metalico como se describe en las

siguientes reacciones:
SOD-Cu*+ 0, SOD-Cu*+ 0,
SOD-Cu*+ O,” 4 2H*= SOD-Cu**+ H,0,

Este equilibrio entre el radical superdxido y la SOD, es un equilibrio muy sensible y
delicado, que puede alterarse seriamente por la produccion en exceso de radical superdxido, el
cudl suele generarse por mecanismos patolégicos o genéticos, ademas de factores
exogenos.Tanto el radical superdxido como los productos que derivan de él, como son el radical
hidroxilo, el oxigeno singlete excitado, los peréxidos, etc, mas toxicos que el radical
superoxido, pueden iniciar una cadena de reacciones que conduzca a dafios celulares tan
importantes como hidroxilar las bases puaricas y pirimidinicas del ADN, originandose
mutaciones, peroxidacion de lipidos, que origina pérdidas en la integridad de las membranas

lipidicas y otros componentes celulares esenciales.

El zinc, al igual que el cobre, es un elemento quimico esencial para los seres humanos y
ciertos animales. El zinc puede ser esencial para la estructura, regulacién y/o la accion catalitica
de una enzima. Influye en la actividad de unas 300 enzimas distribuidas en seis clases:
oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas. Se halla en enzimas que
intervienen en el metabolismo del ADN, influye poderosamente en la sintesis de proteinas a
nivel de la traduccion; participa en la glicolisis y neoglucogénesis, en la sintesis de
prostaglandinas y en el metabolismo del colesterol; previene la peroxidacion lipidica y mantiene

las estructuras de membrana.

El arsénico es toxico para la mayoria de formas de vida. El arsénico inorganico y
suscompuestos, al entrar en la cadena alimentaria, son progresivamente metabolizados a

unaforma menos tdéxica de arsénico a través de un proceso de metilacion. Los
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compuestosorgano-arsénicos surgen a través de "biometilacion" de compuestos de arsénico
inorgénico,a través de procesos mediados por enzimas relacionadas con la vitamina b12. El
arsénico unido a carbohidratos da lugar a los compuestos conocidos como "arsenoazlcares".
Muchas especies marinas contienen compuestos liposolubles de arsénico como arsenobetaina y
arsenocolina y en algas abundan los arsenoazlcares. Ademas, el arsénico induce la produccion
de metalotioneina, una proteina rica en grupos SH y podria actuar como activador de la ornitina
decarboxilasa, la S-adenosil-metionina decarboxilasa y la aminopropiltransferasa, que participan

en el control del crecimiento y la proliferacion celular.

4.5. Biomarcadores convencionales: La metalotioneina y la peroxidacion lipidica

El estudio de los metales y metaloides en el sistema bioquimico que involucra células
muy complejas y tejidos requiere la integracion de enfoques experimentales para resumir las
maultiples variables que intervienen en los ecosistemas de trabajo. Muchos de los métodos
utilizados para evaluar la respuesta es el uso de biomarcadores bien establecidos para vigilar las

areas criticas, como la metalotioneina y la peroxidacion lipidica.

Como se ha comentado en apartados anteriores, mediante el uso de organismos
bioindicadores, una variedad de parametros moleculares (o biomarcadores) que responden al
estrés ambiental se utilizan como sefiales de alerta temprana que alerta ante la aparicion de
dafos irreversibles al ecosistema [185], generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que
inducen efectos deletéreos en los organismos acuéticos, tales como estrés oxidativo, ya que
refuerza la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [12, 171]. Esto se traduce en
dafios oxidativos a varias biomoléculas, tales como lipidos y un contenido alterado y el estado
redox del glutation; ademéas de un aumentao en las actividades de varias enzimas antioxidantes,

tales como metalotioneinas (MTs), que son inducidos por metales toxicos.

Estos efectos suelen ser evaluados mediante el analisis de ciertos mecanismos de
desintoxicacion de metales donde las MTs asumen un papel importante debido a que muestran
la capacidad de unirse o formar un complejo inactivo con ciertos metales por quelacién a través
de residuos de cisteina, favoreciendo su almacenamiento o excrecién, asi como propiedades
reconocidas secuestrando oxiradicales [186-187]; lo que permite que se utilce como

biomarcador de exposicién a metales.

Las MTs son una familia de proteinas ricas en cisteina, de bajo peso molecular (MW
gue van desde 500 hasta 14000 Da). Las MTs tienen la capacidad de unirse a metales tales como
el zinc, cobre, selenio, cadmio, mercurio, plata y arsénico, a traves del grupo tiol de sus residuos
de cisteina, lo que representa casi el 30% de sus residuos de aminoacidos [188]. Las células de

los mamiferos sintetizan dos isoformas MT-I y MT-1l. Cada metalotioneina esta formada por 61
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aminoacidos de los cuales 20 son de tipo cisteina, destacando la ausencia de puentes disulfuro.
Se han llegado a elucidar dos isoformas méas la MT-Ill y la MT-1V [189-190] presentes en la
lengua y en el cerebro de mamiferos. Las diferentes isoformas se diferencian por el punto
isoeléctrico y la hidrofobidad que presentan, ya que se distinguen por poseer algiin aminoécido
extra que puede variar en niumero de 1 a 15. Por ello, este tipo de proteinas se puede separar
mediante cromatografia de intercambio i6nico [191-192].

Como ya se ha comentado, existen dos isoformas, la MT-1 y la MT-II. Constituyen el
mayor almacén de elementos esenciales como cobre y zinc. Si el nivel de estos elementos es
alto en el organismo, se produce la transcripcion de los genes de las MTs y se sintetizan muchas
de ellas para unirse a estos metales. La acumulacion de metalotioneina est4 inducida por la
presencia de Zn, Cu, Hg y Cd, principalmente [193]. Por ello son detoxificantes de metales.
Cuando la concentracion de metales es baja, las MTs son rapidamente degradadas. Otras
propiedades intrinsecas de las MTs son la resistencia a la termocoagulacion y a la precipitacion
acida. Se pueden purificar mediante cromatografia de exclusién de tamafio y por intercambio
i6nico. El contenido de metal varia con la especie y el 6rgano origen de la proteina. Asi, en
general las metalotioneinas en el higado tienden a contener solo zinc, mientras que las del rifién

contienen Cd y Zn.

Las medidas del contenido intracelular de metal unido a metalotioneina sirven para
hacer una estimacion indirecta de la contaminacién. Como ya se ha comentado, el metal
absorbido por el organismo se une a la metalotioneina. Esta union provoca la transcripcion del
acido ribonucleico mensajero, 0 sea, se induce la sintesis de mas metalotioneina unida a metal.
La induccion de metalotioneinas es, por tanto, una respuesta protectora para reducir la
concentracion de contaminantes libres presentes en las células, ya que presentan la capacidad de

unirse a los iones metélicos eliminandolos del medio cuando la presencia de estos es elevada.

La peroxidacion lipidica (lipid peroxidation: LPO) se asocia con una presencia de
mas de ROS debido a fallo del sistema de defensas antioxidantes. La formacion de peréxidos
lipidicos se caracteriza por la presencia de un subproducto: malondialdehido (MDA) y
hidroxialquenales que se considera un biomarcador Util para evaluar dafios [12, 171]. LPO
conduce a una pérdida de la integridad y funcion de la membrana y, como resultado, a un dafio

estructural y funcional de las células, tejidos y 6rganos enteros [171].

El estrés ambiental inducido en el cangrejo Procambarus clarkii se ha evaluado en
estudios previos por el uso de varios biomarcadores moleculares que refleja los efectos de los
contaminantes sobre el metabolismo celular [144, 194]. En el capitulo 3 del presente trabajo se
muestran resultados de biomarcadores convencionales medidos en P. Clarkii, tales como

metalotioneina y la peroxidacion lipidica para evaluar la respuesta al estrés ambiental por
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metales, lo que nos aporta informacion complementaria al capitulo 4, en el que se ha
desarrollado un analisis metabolomico para investigar las relaciones entre los niveles de metal y

la respuesta metabolica del organismo [69].

5. AREAS DE INTERES AMBIENTAL DEL SUROESTE DE LA
PENINSULA IBERICA

El muestreo de organismos se ha repartido en dos zonas de estudio para los diferentes

bioindicadores, situadas en el suroeste de la peninsula ibérica, como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Muestreo de bioindicadores. Puntos rojos: muestreo de
Scrobicularia plana. Puntos verde y amarillos: muestreo de Procambarus

clarkii. El punto verde esté localizado en el Parque Nacional de Dofiana

5.1. Marismas y ecosistemas acuaticos de la region transfronteriza de Espafia y Portugal

Los niveles de contaminacion de metales pesados son generalmente mas altos en los
estuarios que en el mar abierto. Algunos estuarios como el estuario del Rio Arade, de Ria
Formosa y del Guadiana en Portugal o del Cafio de Sancti-Petri y el Rio Guadalquivir en la
provincia de Cadiz (Espafia), por ejemplo, tienen niveles particularmente altos de
contaminacion de metales, aungue mantienen una biomasa benténica muy alta y permanecen
bastante productivos. Las mediciones de contaminacion de los sedimentos son muy variables
debido a los diversos métodos de analisis quimico, el origen de los sedimentos y la diversidad

de las fuentes de contaminacion a las que se encuentran sometidos los estuarios. Por supuesto, la
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respuesta a los contaminantes varia mucho entre especies y conjuntos. Los metales traza
explican s6lo una pequefia parte de la variacion en la estructura de la comunidad benténica.
Algunas especies, como el camardn Crangon crangon, parece vulnerable a la contaminacion por
metales [195], mientras que otras especies, como Scrobicularia plana, son capaces de tolerar
niveles bastante altos de cadmio en sus tejidos [196].

5.1.1 Situacion medioambiental del area de estudio

La costa sur de Portugal tiene unos 150 km desde su margen occidental en el Océano
Atlantico hasta la frontera oriental con Espafia, separados por el rio Guadiana. Esta zona costera
tiene tres principales sistemas acuéticos, el rio Arade y el estuario del Guadiana y la laguna de
Ria Formosa. Existen varios focos de contaminacion que ya se han identificado a lo largo de
esta costa siendo los principales contaminantes organicos presentes metales, PAHs, PCBs y
compuestos organicos de estafio (TBT), principalmente.

Para la descripcion de la situacion medioambiental del area de muestreo, vamos a
comenzar en la zona mas occidental de la Peninsula Ibérica, en Portugal hasta la zona méas
oriental en Cadiz (Espafa). Por lo que comenzamos por el estuario del Rio Arade, un sistema de
gran importancia ecoldgica y econdmica que se encuentra bajo una creciente presion
antropogeénica debido a la existencia de un gran puerto pesquero y un puerto deportivo. El
estuario recibe las aguas residuales tratadas de la ciudad adyacente de Portimao (45.500
habitantes), y en los ultimos afios, ha habido un aumento en las practicas en piscifactorias que

liberan nutrientes y compuestos quimicos en la zona.

La Ria Formosa es una gran laguna de marea que se extiende unos 55 km a lo largo
de la costa sur de Portugal y tiene una anchura maxima de 6 km, tiene también la categoria de
parque natural de mas de 170 km2 y un lugar de parada para cientos de aves diferentes durante
la primavera y los periodos migratorios de otofio. La parte occidental de la laguna esta

delimitada por una zona densamente urbanizada rodeada de tierras agricolas [197].

Dentro de la laguna se desarrollan actividades importantes para la economia como el
marisqueo Y la acuicultura. Sin embargo, en los ultimos 10 afios, la produccién disminuyé como
consecuencia del deterioro de la calidad del agua de la laguna. La liberacién de metales en la
laguna a través de aguas residuales no tratadas, efluentes industriales y la escorrentia agricola
contribuyé a la disminucién de la poblacion de almejas y se convirtieron en una importante

amenaza ambiental [129, 198].

Por otro lado, el rio Guadiana, es el cuarto rio mas largo de la Peninsula Ibérica, con

una longitud total de 810 kilémetros. El ultimo tramo de 200 kilémetros forma una frontera
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natural entre Portugal y Espafia. En términos geol6gicos, el estuario se encuentra casi en su
totalidad en el dominio central (Faja Piritica Ibérica) de la zona sur portuguesa. En un sentido
fisico, el estuario del Guadiana cubre la zona de influencia de las mareas que se extiende 50
kilébmetros aguas arriba del punto donde el rio desemboca en el océano Atlantico. La Faja
Piritica Ibérica, a través de la cual fluye el rio Guadiana, es una de las provincias metalogénicas
mas importantes del mundo, con las reservas originales de cerca de 1700 millones de toneladas
de sulfuros [199]. Este estuario se ve afectado por el drenaje acido de minas, y por los procesos
de coagulacion/precipitacion inducidos por sales naturales, a través de los cuales los elementos
suspendidos en particulas se incorporan en los sedimentos [200], y son alterados. Estos
ambientes se caracterizan por poseer altas concentraciones de sulfato, de metal y metaloides, el
comportamiento de éstos es controlado por los cambios en el pH y la salinidad. Como resultado,
todas estas modificaciones conductuales pueden reflejarse en las caracteristicas geoquimicas de

los sedimentos [201].

En la zona de Cadiz, los ecosistemas litorales estan constantemente amenazados por
la contaminacion debido a su proximidad a los asentamientos humanos y a la alta actividad
econdmica e industrial, que se ha diversificado por la incorporacion de otras industrias que

utilizan metales, tales como la fabricacion de componentes de vehiculos y aeronaves.

El estuario del rio Guadalquivir, nace en la Cafiada de las Fuentes (Sierra de Cazorla),
en el término municipal de Quesada (Jaén). Sucuenca hidrografica abarca territorios
de Jaén, Cordoba, Almeria, Granada, Mélaga, Sevilla, Huelva y Cédiz, asi como
de Murcia, Albacete, Ciudad Real y Badajoz. Desemboca en el Océano Atlantico por Sanltcar
de Barrameda, en un amplio estuario entre la provincia de Cadiz y la de Huelva. Entre Sevillay
el estuario, se sitla una amplia zona htimeda: las Marismas del Guadalquivir.Es el quinto rio por
longitud de la peninsula ibérica. En su recorrido por Andalucia de este a oeste, atraviesa
ciudades comoAndujar, Cordoba o Sevilla.La principal caracteristica de los afluentes del
Guadalquivir es la gran diferencia entre los de ambas margenes, que son expresion de las

considerables diferencias geogréficas que existen entre Sierra Morena y las Cordilleras Béticas.

El Rio Guadiamar es el ultimo afluente del Rio Guadalquivir, el Rio Guadalquivir fue
influenciado previamente por un derrame de mineria a gran escala en abril de 1998, provocada
por la rotura de una balsa de residuos en una mina de pirita se encuentra en 'Aznalcéllar' (figura
18) [202]
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Figura 16. Rotura del muro de contencion de la balsa minera de Aznalcollar.

Por ultimo, el Cafio de Sancti-Petri (Puente Zuazo), es una zona de marisma inundada
regularmente y lavado por el mar debido a las mareas. Su corriente de agua de mar, que fluye
entre las localidades gaditanas de San Fernando (situada en wuna isla), Chiclana de la
Fronteray Puerto Real (en la Peninsula), separando a Chiclana y a Puerto Real del tombolo
arenoso donde se asientan Cadiz'y San Fernando. Sobre él pasa el Puente Zuazo, simbolo de
San Fernando y que une a la ciudad con el resto de la provincia. Es una zona altamente
productiva, donde las actividades de acuicultura y pesca se han celebrado tradicionalmente.
También es importante desde el punto de vista ecoldgico, que justificd su calificaciobn como
Parque Natural en 1996 [157, 203].

5.2. Parque Nacional de Dofiana y su entorno

La reserva natural de Dofiana esté situada en la margen derecha del rio Guadalquivir a
su paso por el sur de las provincias de Huelva y Sevilla, se caracteriza por presentar un mosaico

de ecosistemas que albergan una biodiversidad Unica en Europa (figura 17).

Es un territorio conformado por mas de 100.000 ha de espacio protegido. Dentro de
esteconjunto territorial el Parque Nacional, declarado en 1969, ocupa una extension de 54.252
ha. En 1989, se crea el Parque Natural, estrechamente unido al Parque Nacional, con el
comparte ecosistemas, y que cubre una extensa region natural de gran valor ecolégico de mas de
50.000 ha. Ademas, también hay mas de 20.000 ha con Zona de Proteccidn del Parque Nacional
de Dofiana. El Parque Nacional de Dofiana es uno de los humedales mas emblematicos de
Europa, integrado por el Gobierno Espafiol en el Convenio de Ramsar para la proteccion de los
humedales. La UNESCO le otorg0 el titulo de Reserva de la Biosfera y esta reconocido como
Patrimonio de la Humanidad. En el Parque viven especies Unicas y en serio peligro de extincion,
como el guila imperial ibérica o el lince, ademas de presentar una variada avifauna y un
extraordinario conjunto de valores naturales. Destaca sobre todo la marisma, de extraordinaria

importancia como lugar de paso y cria para miles de aves europeas y africanas (figura 19).
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Figura 17.Lince ibérico y marisma en Dofiana

Doflana supone la confluencia de un conjunto de ecosistemas (playa, dunas, cotos,
marisma y otros componentes naturales) que dotan a este Parque de una personalidad Unica. La
flora del Parque es muy diversa (mas de 900 especies de plantas vasculares y helechos) debido a
los diferentes ecosistemas presentes, tanto acuaticos como terrestres. Cada ecosistema posee una
fauna propia y diferenciada. Aqui encontramos 20 especies de peces de agua dulce, 11 de
anfibios, 21 de reptiles, 37 de mamiferos no marinos y 360 aves, de las que 127 se reproducen

habitualmente en el Parque.

5.2.1. Situacion medioambiental de Dofiana y su entorno

Dofana se sitla sobre el acuifero Almonte-Marisma que va del rio Tinto al
Guadalquivir y ocupa una superficie 2500 km? en las provincias de Huelva y Sevilla. El drenaje
natural del acuifero se produce a traves del rio Guadiamar, del arroyo de La Rocina, del Océano
y de las propias marismas. Sobre el acuifero también se asienta una poblacion de 185.000
habitantes distribuidos en 22 nucleos urbanos. Debido al desarrollo humano, Dofiana se ve
amenazada por las actividades urbanas, agropecuarias, industriales y mineras que suponen un

riesgo medioambiental [204].

Las aguas residuales de la mayoria de los municipios se han venido vertiendo
sindepurar sobre el acuifero aunque ya se han construido varias estaciones depuradoras deaguas
residuales. Los efluentes urbanos afectan al rio Guadiamar y al arroyo del Partido.Las précticas
agropecuarias son un motor importante en la economia de la zona.Existen un gran nimero de
cabezas de ganado y hectéreas de regadio que probablemente sean las causantes de la elevada
cantidad de compuestos nitrogenados que aparecen en las aguas subterraneas. Las actividades
agricolas afectan Doflana de tres formas: la extraccion de agua subterranea para regadios como
el cultivo de fresas, el uso de agua superficial para arrozales, y la contaminacién por

fertilizantes y plaguicidas. En aguas intersticiales del Partido se han encontrado valores altos de
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nutrientes (NH4+, NO2-, NO3- y PO43-) y asi como metales (Al y Cr), en niveles que pueden
deberse a la aplicacion de fertilizantes [205].

En el sector industrial destacan las numerosas almazaras, industrias de procesado de uva
y vegetales, también existen industrias carnicas y lacteas, cuyos vertidos afectan al Partido y al

curso bajo del Guadiamar.

Al norte de Dofiana, se explotaban desde 1979 las minas de pirita de Aznalcéllar, como
se comentd en el apartado anterior, cuyos subproductos se almacenaban en una balsa de
estériles, que tras las lluvias intensas, liberaba metales muy moviles al rio Guadiamar
arrastrandolos aguas abajo. En 1998 tuvo lugar la rotura del muro (figura 16) de contencion de
la balsa de residuos mineros de dicha mina, a través del rio Agrio los lodos alcanzaron el cauce
del rio Guadiamar, por lo que se llevé a cabo la construccién de varios muros que elimind los

aportes de éste a Dofiana.

Este accidente supuso la liberacion de residuos mineros fluidificados y laincorporacién
de aproximadamente 2 Hm?® de lodos toxicos y 4 Hm® de aguas écidas al cauce del rio
Guadiamar [206-207]. La composicién quimica del lodo vertido a la cuenca fue la siguiente:
Hierro (34-37%), Azufre (35-40%), Zinc (0,8%), Plomo (0,8%), Arsénico (0,5%), Cobre
(0,2%), Antimonio (0,05%), Cobalto (0,006%), Talio (0,005%), Bismuto (0,005%), Cadmio
(0,003%), Plata (0,003%), Mercurio (0,002%) y Selenio(0,001%), mientras que las aguas acidas
contenian fundamentalmente pirita, FeS,, Pb,Au, Zn, Cuy As [207].

El vertido afecté alrededor de 67 Km de cauce lineal y 500 m de anchura mediaen
ambos margenes, desde la mina hasta el lugar conocido como Entremuros, en ellimite del
Parque Nacional de Dofiana. La superficie contaminada fue de 4.286 ha pertenecientes a

terrenos de nueve municipios de la provincia de Sevilla [208].

En un primer momento se retiraron 37 toneladas de peces muertos, 40 toneladasde
anfibios, 20 de aves y 8 de mamiferos [208]. Obviamente, tanto la flora como la fauna fue
completamente arrasada debido, por un lado, a la elevada contaminacién quimica del agua, ya
mencionada, a los que habia que afiadir valores de oxigeno disuelto mayores a 1 g/l y de pH~ 3,

y por otro a la accion mecénica de la riada [207].

Las labores de extraccion de lodo del canal principal y de la cuenca de inundacion
afectaron también a las caracteristicas geomorfolégicas, hidroldgicas y geoquimicas del sistema
fluvial [209-212]. De este modo, la fauna y flora colonizadora del rio se encontrd con un habitat

profundamente alterado y una elevada carga contaminante residual.
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Con el fin de controlar y remediar la contaminacion generada por el vertido minero, la
Consejeria de Medio Ambiente puso en marcha un plan de accion denominado “La Estrategia
del Corredor Verde del Guadiamar” en el que, entre otros objetivos, se pretendia estudiar la
fauna acuética del rio Guadiamar por ser una de las mas afectadas por el accidente [208].

Por tanto, el area de Dofiana es un espacio complejo, donde coexisten algunos delos
mas preciados valores medioambientales con el desarrollo econdmico y social de las
poblaciones circundantes. En un estudio para la valoracion medioambiental de los efectos de los
Planes de Desarrollo Regional de la Unién Europea en el Parque Nacional de Dofiana, la
mayoria de los impactos fueron positivos aunque, un 32,2 %fueron negativos [214].

El seguimiento de las alteraciones que se puedan producir en los delicados ecosistemas
de Dofiana por las distintas actividades antropogénicas, es algo esencial para el desarrollo

sostenible de la zona.

Otra fuente potencial de contaminacién se sitla a 45 Km al noroeste del Parque, a
orillas del rios Odiel y Tinto y son los Polos Industriales de Huelva gque cuentan, entre otras, con
numerosas industrias de transformacion minera, un complejo petroguimico y una central
térmica, cuyos contaminantes pueden alcanzar Dofiana por las corrientes marinas o

transportados por via edlica.

6. METODOLOGIAS ANALITICAS PARA EL ESTUDIO DE LA
RESPUESTA BIOLOGICA A LA CONTAMINACION

6.1. Metalémica
Los procedimientos metalémicos requieren metodologias analiticas multidimensionales,

que integren al menos tres componentes o unidades instrumentales, como se resume en la figura
18 [215-216]:
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Figura 18. Metodologias analiticas utilizadas en metalomica [215]
Entre estos componentes se encuentran:

Una unidad de separacion, cromatografia electrocinética capilar (CEC), electroforesis
capilar (CE), que contribuye al asilamiento de la matriz para su introduccion progresivamente
en el tiempo en el sistema de deteccion, componente de selectividad. Alternativamente, la
muestra se puede introducir mediante ablacion laser de tejidos bioldgicos o de los spots
obtenidos mediante electroforesis en gel (GE).Asimismo, se pueden utilizar diferentes
mecanismos de separacién cromatografica a escala preparativa, capilar o nanocromatografia, y
habitualmente se utilizan dos o mas sistemas cromatograficos ortogonales (complementarios)
combinados, como exclusion de tamafio (SEC) [178], fase reversa (RP) [217], cromatografia de
intercambio idnico (IEC), de interaccidn hidrofilica (HILIC) [218] y de afinidad.

Una unidad de deteccién elemental que utiliza un detector de gran sensibilidad,
generalmente ICP-MS, para la cuantificacion de los elementos, componente de sensibilidad. En
este sentido, se han utilizado diferentes analizadores de masas como el cuadrupolo (Q), tiempo

de vuelo (TOF), sector magnético (SF) o multicolector (MC).

Un detector especifico para moléculas, generalmente basado en el empleo de
espectrometros de masas en tandem, para la caracterizacion de biomoléculas, componente
estructural. El uso de la espectrometria de masas orgénicas es fundamental en este tipo de
estudios, utilizandose habitualmente la fuente de ionizacion de electrospray (ESI) o de
ionizacion-desorcion laser asistida por matriz (MALDI). La fuente ESI es mas adecuada que la
fuente MALDI para la espectrometria de masas en tandem y acoplamientos en linea con
técnicas de separacion (HPLC, CE), mientras que el MALDI es recomendable para muestras

con matrices poco complejas. La diferencia principal entre ambas fuentes de ionizacion es la
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sensibilidad del sistema ESI- MS a la concentracion, conservandose tanto los enlaces covalentes
como los no covalentes, mientras que el MALDI-MS lo es frente a la masa y solo las uniones
covalentes se preservan. En la aplicacion de la espectrometria de masas orgéanicas en
metaldmica y metaboldémica, se han utilizado diferentes analizadores como el triple cuadrupolo
(Q9Q), triple cuadrupolo tiempo de vuelo (QqQTOF), trampa de iones (IT), cuadrupolo-trampa
(QTrap) o resonancia de ion ciclotron con transformada de Fourier (FT- IRC) [219].
Indudablemente, la espectrometria de masas de alta resolucion combinada con la espectrometria

de masas en tdndem (MSn) es una herramienta indispensable para la elucidacion estructural.

Esta propuesta simplifica el tratamiento de muestra debido a la selectividad introducida
por la presencia del metal, puesto que el detector atomico (ICP-MS) proporciona una dimension
extra al mecanismo de separacion. Este hecho permite que los picos cromatograficos que
contienen metal puedan ser distinguidos de otras sefiales presentes en detectores no atémicos. El
detector ESI-MS proporciona informacion adicional sobre la identidad de picos en el caso de
compuestos no conocidos para los que no se dispone de patron comercial o se precisa de una
identificacion inequivoca. Por lo tanto, la presencia del metal en la molécula simplifica la
estrategia analitica y presenta ventajas frente a los procedimientos protedmicos bien

establecidos basados en moléculas enteras frente a la anterior centrada en el metal: metalémica.

Generalmente, como se ha comentado previamente, es necesario utilizar mas de una
técnica de separacion debido a la complejidad de los bioligandos y de la matriz de la muestra,
asi como a las exigencias de la espectrometria de masas en relacion a la pureza de las especies
para poder llevar a cabo la identificacion y caracterizacion estructural. Para asegurar la pureza
de las metaloespecies se suelen utilizar sistemas cromatograficos ortogonales
(complementarios). La estrategia mas frecuente es utilizar primero la cromatografia de
exclusiéon de tamafio acoplada a ICP-MS para detectar las especies del elemento de interés en
funcidn del peso molecular. Las fracciones separadas mediante SEC se separan posteriormente
mediante cromatografia de intercambio anidnico, cationico, fase reversa, interaccién hidrofilica
0 CZE acoplada a ICPMS. Finalmente, las fracciones de interés pueden aislarse y analizarse

mediante espectrometria de masas.

Los procedimientos analiticos que se han desarrollo para llevar a cabo los estudios

metalomicos y estudios de metalobiomoléculas se describen a continuacion:
6.1.1. Tratamiento de la muestra en metalomica

Un paso critico en metalémica de los tejidos y fluidos biol6gicos es la preparacion de la

muestra. Este paso podria entenderse como cualquier manipulacion que modifica la matriz de la
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muestra con el fin de hacerlo mas adecuado para el analisis. La preparacion de muestras para

metalémica partir de tejidos o fluidos bioldgicos requiere varios pasos:

(i) la disrupcion celular o degradacion parcial de la matriz de la muestra para su
posterior extraccion del analito mediante tratamientos mecanicos en presencia de nitrégeno

liquido [57], como la criohomogeneizacion;

(ii) la extraccion del analito y la solubilizacion asistidos por diferentes tampones,
principalmente con fuerza idnica adecuada para el tipo de proteina presente en la muestra [55],
por ejemplo Tris-tampdn y acetato de amonio, siendo este Gltimo mas adecuado para el analisis

de muestras con ESI- MS debido a su mayor volatilidad [57];

(iii) la reduccion de los enlaces disulfuro para promover la desnaturalizacion de las
proteinas y para evitar errores en la asignacion de la masa molecular y atin mas la identificacion.
Para este propdsito se utilizan agentes reductores conteniendo grupos de tiol libres tales como
ditiotreitol (DTT), ditioeritritol (DTE), glutation reducido (GSH) y B-mercaptoetanol. Sin
embargo, estos reactivos tienen propiedades quelantes de metales y estan siendo reemplazados
por otros, tales como tributilfosfina (TBP) y carboxietilfosfina tris- (TCEP) con propiedades

reductoras suaves y sin propiedades quelantes [57]; y

(iv) la inhibicién de las proteasas por medio de un inhibidor de proteasas sin

propiedades quelantes, tales como fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) [57]

Opcionalmente, cuando se requiere llevar a cabo la especiacion de elementos es
necesario la adicion de detergentes, tal como SDS o 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-
propanosulfonato (CHAPS), ya que el elemento se incorpora o acompleja por las biomoléculas
y detergentes rompiendo las membranas celulares, rompiendo la interaccién proteina- lipido y,
en consecuencia, solubilizando las proteinas unidas a metales y previniendo las interacciones
hidrofébicas [220].

6.1.2. Determinacion de la composicion elemental de un sistema bioldgico

Como se ha comentado previamente, la técnica analitica mas utilizada en los analisis de
trazas de metales es la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS),
el esquema del equipo usado se muestra en la figura 19. Esta técnica se basa en la ionizacion de
los componentes de la muestra por efecto de un plasma de argén, donde los iones producidos
seran separados en base a su relacion masa/carga en un espectrometro de masas y

posteriormente cuantificados por un detector multiplicador de electrones.
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Figura 19. Esquema del equipo de ICP-ORC-MS con celda de colision/reaccion.

La técnica ofrece numerosas ventajas como son:

- Sencillez, rapidez, especificidad y extremada sensibilidad en la determinacion de
elementos traza y ultratraza (limites de deteccion en el rango de 0,001- 0,1 ngL"para la
mayoria de los elementos).

- Capacidad multielemental y multiisot6pica (incluyendo no metales como S, Se y P).

- Rango dindmico muy amplio (6-8 6rdenes de magnitud).

- Robustez respecto a la matriz analizada. La sefial obtenida es independiente de la
estructura de la especie, de la matriz en la que se encuentre y del disolvente utilizado en
la disolucidn, siendo directamente proporcional a la masa del elemento [221-222].

Por estas razones, el ICP-MS ha remplazado préacticamente a otras técnicas como la
espectrometria de emision Odptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES), la
fluorescencia de rayos-X (XRF) y el andlisis por activacion neutrénica (INAA), usados para la
determinacion multielemental de elementos trazas. Ademas proporciona un alto rendimiento en
el analisis, llegando a usar pequefias cantidades de muestra (microlitro o sub-microlitro) en
analisis en continuo 0 en modo inyeccién en flujo usando micro- o nanonebulizadores [223-
224].

La técnica ICP-MS sufre ciertas interferencias en un nimero considerable de is6topos,
las cuales podrén ser eliminadas mediante el uso de una celda de colisién/reaccion. Las fuentes
de errores mas comunes son la transferencia de elementos de forma no cuantitativa a las
soluciones, requiriendo una cuidadosa optimizacion de la digestion de la muestra y una minima

contaminacion de las mismas.
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6.1.3. Analisis del contenido de metalobioméleculas o de metales unidos a

metalobiomdleculas

Los procedimientos analiticos deben producir una sefial especifica para cada
biomolécula que contenga uno o varios metales, permitiendo asi su deteccion, identificacion y
cuantificacion.

Las metalobiomoléculas pueden ser analizadas directamente en la muestra sélida, por
ejemplo mediante espectroscopia de absorcion de rayos X (XAS) o ablacién laser acoplada a
ICP-MS (LA-ICP-MS). En un extracto de la muestra las metalobiomoléculas se pueden estudiar
mediante espectrometria de masas molecular con fuente de ionizacion por electrospray (ESI-
MS). Pero se obtiene una mayor resolucion y sensibilidad cuando usamos estas técnicas
acopladas a una previa fase de separacion ya sea cromatogréafica o electroforética.

Generalmente se utilizan dos o tres sistemas cromatograficos complementarios con el
objetivo de reducir la complejidad de la muestra para el estudio metalémico como etapa previa a
la identificacion mediante espectrometria de masas. El andlisis mediante espectrometria de
masas se realiza frecuentemente tras una digestion de las metaloproteinas en la muestra con una
enzima proteolitica adecuada. La ventaja de utilizar dos dimensiones cromatogréficas reside en
su potencial para mejorar sustancialmente la capacidad de separacion cromatografica. Los
modos de separacion cromatografica mas utilizados incluyen RP, IEC, SEC y HILIC. Los
sistemas bidimensionales SCX-RP, HILIC-RP, y RP-RP han dado buenos resultados en este
tipo de analisis. El sistema RP-RP utilizando diferencias significativas en cuanto a pH en ambas
columnas, ofrece una elevada capacidad de pico en cromatografia liquida bidimensional [225-
226]

6.1.4. Técnicas de separacion cromatograficas.

A pesar de la baja resolucién que normalmente se consigue con la SEC, esta separacion
cromatografica se encuentra entre las mas utilizadas, generalmente como la primera dimension.
De esta forma se consiguen eliminar polimeros biol6gicos de masa molecular superior a 100
kDa y una eliminacion parcial de las sales. Las fracciones que contienen metales o metaloides se
fraccionan posteriormente mediante otro mecanismo de separacion [216]. Por todo lo
comentado anteriormente, la SEC acoplada a ICP-MS es hoy en dia la técnica més favorable
para una répida deteccion semi-cuantitativa de la presencia de metalobiomoléculas en muestras
bioldgicas [227].

Dicho acoplamiento SEC-ICP-MS nos permite separar metaloproteinas en funcién de su
masa molecular y determinar el heteroatomo que contiene aprovechando la alta sensibilidad que

presenta el ICP-MS y la simplicidad de la interfase requerida para dicho acoplamiento.
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Los rellenos utilizados para la SEC estan constituidos por pequefias particulas
poliméricas o de silice que contienen una red de poros uniforme en los que pueden difundir las
moléculas del soluto y del disolvente. Las moléculas son atrapadas eficazmente en los poros y
eliminadas del flujo de la fase movil. El tiempo de residencia medio en los poros depende del
tamafio efectivo de las moléculas de los analitos. Siendo las primeras en eluir las moléculas de

mayor tamafio, ya que no quedan retenidas y viceversa [228] como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Representacion grafica de la elucion en SEC.

Mediante la SEC podemos analizar muestras bastante concentradas (citosol diluido de 3
a 5 veces) requiriendo unas condiciones de separacion no desnaturalizantes. Las principales
desventajas son que obtenemos una baja resoluciény lapureza de los picos obtenidos es pobre.
Ademas, el control de los iones metélicos adsorbidos en la fase estacionaria es importante ya
que pueden intercambiar con metales ya complejados o pueden ser rescatados por ligandos de la
muestra, lo que produce picos fantasmas. Por todo ello por lo que requiere una limpieza
complementaria mediante otro tipo de cromatografia no desnaturalizante por cromatografia de
intercambio anidnico (AEC) para el analisis de metaloproteinas [229] y de cromatografia liquida

de interaccion hidrofilica (HILIC) para el anélisis de metabolitos que contienen metales [230].

En el presente estudio se utilizard la cromatografia de intercambio aniénico, la cual se
basa en la atraccidn entre los aniones del soluto y los centros cargados positivamente unidos a la

fase estacionaria [228] como se muestra en la figura 21.
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Figura 21. Representacion grafica de la cromatografia de intercambio ionico.

En AEC los péptidos y proteinas cargadas quedan retenidos por interacciones
electrostaticas sobre la resina de intercambio y son eluidos mediante variaciones de pH o de
fuerza ionica de la fase movil [228]. Con esta técnica se consigue una mayor resolucion gue con
SEC, y puede ser acoplada a un espectrometro de masas con fuente de electrospray para su

posterior identificacién.
6.2. Metabolomica
6.2.1 Espectrometria de masas vs Resonancia magnética nuclear

La metaboldmica requiere de metodologias robustas y reproducibles, con una elevada
sensibilidad y precision que permitan el analisis integral del metaboloma. Para ello se han
propuesto numerosas plataformas analiticas, entre las que destacan la resonancia magnética
nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (MS, mass spectrometry), aunque también se han
aplicado otras muchas técnicas como la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR, Fourier transform-infrared spectroscopy) y la espectroscopia Raman [231],asi como
métodos cromatograficos con detectores distintos a RMN y MS, como por ejemplo el detector

de ionizacion de llama[232].

La RMN ha sido ampliamente utilizada en el campo de la metabolomica debido a su
elevada reproducibilidad, caracter no destructivo, requerimientos minimos de preparacion de
muestras y rapidez de analisis.Una de las grandes ventajas que presenta frente a otras
plataformas metabolémicas es su capacidad para llevar a cabo la identificacion estructural de
metabolitos, normalmente mediante el empleo de librerias de espectros. Ademas, es una técnica
no discriminante ya que la sensibilidad en RMN no depende de las caracteristicas fisico-
quimicas de los analitos, como la polaridad o propiedades &cido-base, posibilitando el analisis
de un amplio rango de metabolitos [233]. Sin embargo, una de las grandes limitaciones de la

resonancia magnética es su baja sensibilidad, limitando su aplicabilidad al estudio de
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metabolitos de abundancia media-alta. Ademas, el andlisis de muestras complejas produce
espectros con un gran numero de sefiales que pueden solapar en un rango pequefio de
desplazamientos quimicos (=10 ppm), lo que dificulta la identificacion de metabolitos

individuales.

Alternativamente, la elevada sensibilidad y especificidad de la espectrometria de masas,
junto con la capacidad que posee de llevar a cabo estudios tanto cuantitativos como cualitativos,
la han convertido en una técnica con un gran potencial en metabolémica [234]. Ademas, la MS
presenta un amplio rango de aplicabilidad gracias a las maltiples configuraciones instrumentales
que pueden emplearse, incluyendo la aplicacion paralela de diversos métodos de introduccion
de muestra (cromatografia liquida y gaseosa, electroforesis capilar) y mecanismos de ionizacion
(electroespray, ionizacion quimica), lo cual permite expandir la cobertura analitica del
metaboloma. Asi, aunque las técnicas basadas en MS normalmente requieren de una etapa de
tratamiento de muestra mas compleja, y la seleccion de las condiciones experimentales (e.g.
sistema de introduccion de muestras, fuente de ionizacion) conlleva la introduccién de un sesgo
analitico inherente, la MS se ha establecido como la herramienta idonea para la caracterizacion
metabolica de sistemas complejos.

6.2.2 Disefio de un experimento metabolémico basado en espectrometria de masas

Teniendo en cuenta la elevada complejidad del metaboloma, el disefio experimental de
un estudio metabolémico es critico para asegurar resultados fiables y robustos. El esquema de
trabajo convencional en un experimento metabolomico integra una serie de etapas genéricas,
como se esquematiza en la figura 22, entre las que se incluyen la recogida y tratamiento de
muestras, el analisis metabolémico, el procesado y analisis estadistico de los datos y por dltimo

la identificacion de los metabolitos discriminantes y la interpretacion de los resultados.

Todas estas etapas deben ser validadas y optimizadas en funcién de los objetivos
especificos del estudio, prestdindose una especial atencién a la eliminacion de posibles sesgos
que puedan conducir a resultados parciales o erroneos. Ademas, debido al caracter no
cuantitativo de las técnicas Omicas, basadas en el analisis comparativo, los métodos
metabolomicos deben ser altamente reproducibles con el fin de minimizar la variabilidad inter-
muestral, y facilitar asi la busqueda de metabolitos discriminantes entre los grupos de estudio.
En cualquier caso, la elevada heterogeneidad del metaboloma normalmente hace necesario el
empleo de mdltiples plataformas analiticas complementarias para conseguir una cobertura

metabolomica global, como se describe en los siguientes apartados.
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4. Procesado de datos

. RECOGIDAY TRATAMIENTO DE MUESTRAS
En metabol6mica pueden emplearse numerosostipos de muestras biolégicas, incluyendo
tejidos y células, cada uno de los cuales posee un metaboloma caracteristico. El tamafio
poblacional es un factor clave para reducir la influencia de la variabilidad bioldgica inter-
muestral y asi poder obtener datos validos estadisticamente [235]. En experimentos de
laboratorio (e.g. ensayos de exposicion en animales modelo), donde las condiciones
experimentales estan altamente controladas, el nimero de muestras suele ser pequefio ya que el

factor estudiado es la Unica variable aleatoria.

Tras la recogida de las muestras, éstas deben ser sometidas a un proceso de
desactivacion metabolica (quenching) para evitar que los metabolitos sufran posteriores
transformaciones. Esto normalmente se consigue mediante una disminucién brusca de la
temperatura con nitrégeno liquido, mientras que en estudios con lineas celulares suelen
emplearse disolventes organicos o soluciones salinas para evitar la fuga de metabolitos por

ruptura celular [234].

Por ultimo, los procedimientos de tratamiento de muestra empleados en metabolémica
deben ser simples y universales para evitar la introduccion de sesgos (e.g. pérdidas de
metabolitos, empleo de procesos de extraccion selectivos)[236]. En el caso de tejidos es
necesaria la liberacion de los metabolitos intracelulares mediante homogeneizacion y lisis
celular, mientras que el tratamiento de fluidos biol6gicos normalmente se ve limitado a una

etapa de desproteinizacion y/o dilucion para reducir el efecto matriz [237].
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II.  TECNICAS DE ANALISIS BASADAS EN ESPECTROMETRIA DE MASAS
Como se ha descrito anteriormente, no existe ninguna técnica analitica que permita
estudiar la totalidad del metaboloma de forma simultdnea, siendo necesario el empleo de
diferentes plataformas complementarias para conseguir una amplia cobertura analitica. En este
sentido, la espectrometria de masas presenta un gran potencial gracias a las multiples
conformaciones instrumentales existentes, entre las que se incluyen distintos sistemas de

introduccidn de muestra, fuentes de ionizacidn y analizadores de masas.

a) INTRODUCCION DE MUESTRA
Las plataformas metabolémicas més empleadas en la actualidad se basan en el
acoplamiento de distintas técnicas de separacion a un espectrometro de masas, entre las que
destacan la cromatografia liquida (LC, liquid chromatography), la cromatografia de gases (GC,
gas chromatography) y la electroforesis capilar (CE, capillary electrophoresis)[238-239].

El acoplamiento GC-MS fue desarrollado mucho antes de la introduccion de otras
técnicas basadas en separaciones en fase liquida gracias a la compatibilidad entre la
cromatografia de gases y la espectrometria de masas, ya que ambas operan en fase gaseosa.Por
ello, esta plataforma ha jugado un papel muy relevante en los inicios de la metaboldmica.En
general, la mayoria de los métodos metabolomicos basados en GC-MS emplean ionizacion por
impacto electronico (EI, electron impact), y en menor medida ionizacion quimica (CI, chemical
ionization).La separacion cromatogréfica normalmente se lleva a cabo en columnas capilares
con fase estacionaria de polaridad baja (5% difenil-polidimetilsiloxano) o media (50% difenil-
polidimetilsiloxano), haciendo uso de programas de temperatura prolongados que comienzan
con temperaturas inferiores al punto de ebullicion del disolvente, hasta alcanzar 300-
320°C.Alternativamente, los métodos cromatograficos bidimensionales (GCxGC-MS) permiten
aumentar la eficiencia de la separacion en muestras complejas. Para ello, cada pico eluyente de
una primera columna, normalmente no polar, se transfiere a una segunda columna (polar), lo
que permite llevar a cabo separaciones en funcion tanto de la volatilidad como de la polaridad
de los metabolitos analizados. Una de las ventajas mas importantes del acoplamiento GC-MS es
su capacidad para identificar picos desconocidos mediante el empleo de librerias de espectros,
lo cual es posible gracias a la reproducibilidad que se consigue en los procesos de
fragmentacion mediante el uso de El. Ademas, la reproducibilidad y resolucion cromatogréfica
es por lo general superior a la que se obtiene con otros acoplamientos como LC-MS y CE-MS.
Sin embargo, la mayor limitacién de esta plataforma es que esta restringida al andlisis de
compuestos volatiles y térmicamente estables, lo cual normalmente requiere de una etapa previa
de derivatizacion gque puede introducir una mayor variabilidad técnica y complejidad analitica.
Por lo tanto, el acoplamiento GC-MS solo puede emplearse para obtener perfiles metabolomicos

de compuestos de bajo peso molecular.
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La introduccién de las fuentes de ionizacion a presion atmosférica (API, atmospheric
pressure ionization) en la década de 1990 permiti6 el desarrollo de los acoplamientos LC-MS,
los cuales muestran un mecanismo de separacién complementario a GC-MS. A pesar de que la
supresion ionica es un problema importante en LC-MS, esta plataforma se ha convertido en la
herramienta metaboldmica més empleada hoy dia gracias a su amplio rango de aplicabilidad. En
este sentido, las técnicas basadas en LC-MS permiten analizar compuestos de naturaleza
quimica muy diversa, desde metabolitos de bajo peso molecular hasta compuestos de mayor
tamafio como lipidos, péptidos o sacaridos, para lo cual pueden emplearse diversas fases
cromatograficas con mecanismos de retencion complementarios. La cromatografia de fase
reversa (RP, reversed phase) es la modalidad méas empleada en metabol6mica ya que la mayoria
de los metabolitos conocidos son de naturaleza hidrofébica (>70%), principalmente lipidos (e.g.

fosfolipidos, esteroides, glicerolipidos).

Por el contrario, el analisis de la fraccion metabdlica polar normalmente se lleva a cabo
mediante cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC, hydrophilic interaction
chromatography), una técnica similar a la cromatografia en fase normal (NP, normal phase) en
la que la fase mévil no acuosa empleada en NP se reemplaza por un eluyente que contiene
disolventes organicos miscibles con el agua, lo cual facilita su acoplamiento a MS. Una
alternativa para el andlisis del metaboloma polar es el empleo de reactivos de pares idnicos, que
permiten separar metabolitos hidrofilicos en fases estacionarias hidrofébicas.La cromatografia
liquida abarca una amplia gama de distintos sistemas instrumentales atendiendo a la longitud de

la columna y el tamafio de particula.

Las técnicas convencionales basadas en cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, high-perfomance liquid chromatography) han sido extensamente aplicadas en
metabolémica, pero la resolucién cromatografica que proporciona no es suficiente para resolver
la elevada complejidad del metaboloma. Por ello, algunos autores han propuesto el uso de la
cromatografia liquida capilar para conseguir una mayor sensibilidad y resolucion, asi como
menores requerimientos de cantidad de muestra y disolventes [238]. Sin embargo, estas
columnas poseen una limitada capacidad de carga, lo cual es incompatible con el andlisis
integral de la totalidad del metaboloma. Actualmente, la plataforma més empleada en
metabolomica es la cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC, ultra high-
perfomance liquid chromatography), la cual permite realizar separaciones més eficientes gracias
al uso de fases estacionarias con tamafio de particula inferior a 2 um.Asi, se ha demostrado que
la UHPLC mejora la reproducibilidad de la separacién cromatografica, aumenta la sensibilidad

y resolucién de pico, y reduce el tiempo total de analisis [240].
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Por altimo, el acoplamiento CE-MS ha demostrado un gran potencial para el analisis de
metabolitos altamente polares e ionicos, los cuales no pueden resolverse mediante GC-MS o
LC-MS. Algunas de las ventajas que presenta esta técnica son su elevada resoluciéon de
separacion y el requerimiento de pequefios voliumenes de muestra con un pre-tratamiento
minimo [241]. Ademas, la disponibilidad de maltiples modos de separacion permite abordar de
forma més exhaustiva el estudio de la totalidad del metaboloma, entre los que destacan la
electrophoresis capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis), cromatografia capilar
electrocinética micelar (MEKC, micellar electrokinetic capillary chromatography) y la
electrocromatografia capilar (CEC, capillary electrochromatography).Sin embargo, la
aplicacion de esta plataforma no es tan comin en metabolémica como GC/LC-MS debido a la
irreproducibilidad en los tiempos de migracion y a la dificultad de acoplar CE con MS, lo cual
repercute en una baja robustez analitica. A pesar de estas limitaciones, CE-MS esta emergiendo
en los Gltimos afios como una herramienta metabolémica complementaria a tener en cuenta, con
un gran potencial para la caracterizacion del metaboloma polar en muestras con un gran

contenido acuoso (e.g. orina, LCR).

La aplicacion de estas técnicas cromatogréficas y electroforéticas previas a la deteccién
por MS permite resolver un gran nimero de metabolitos, y facilita la identificacion y
cuantificacion de los mismos gracias al conocimiento de la masa exacta, espectros de
fragmentacion y tiempos de retencion/migracion. Sin embargo, estos acoplamientos presentan
una serie de limitaciones asociadas al elevado tiempo de analisis y el requerimiento de un
control exhaustivo de las condiciones de separacidn para asegurar una buena reproducibilidad
analitica, lo que ha conducido al desarrollo de metodologias complementarias con un mayor
rendimiento analitico. Entre ellas destacan las técnicas de introduccién directa de muestras en
MS, ya sea mediante infusion directa (DI, direct infusion) o andlisis por inyeccion en flujo
(FIA, flow injection analysis) [242], y en menor medida las técnicas de ionizacién ambiental,
que permiten el analisis directo de muestras s6lidas o aerosoles liquidos sin necesidad de ningun
pretratamiento [243]. Estas plataformas metabolémicas de analisis directo permiten un
procesado de muestras mas rapido, lo cual reduce la deriva instrumental a lo largo del periodo
de analisis y en consecuencia aumenta la reproducibilidad inter-muestral. Ademas, la ausencia
de una etapa previa de separacion cromatografica/electroforética posibilita la determinacion de
maltiples metabolitos de naturaleza muy diversa, ya que se evita el sesgo analitico inherente
asociado a la selectividad de los mecanismos de retencion de las distintas técnicas de

separacion.

Por ultimo, cabe destacar que la introduccion directa de muestras en MS facilita el
disefio del experimento metabolomico en términos de una mayor simplicidad instrumental

(evitandose problemas asociados al deterioro gradual de columnas y capilares),y del posterior
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procesado de datos. Sin embargo, estas técnicas también presentan importantes inconvenientes
relacionados con la imposibilidad de diferenciar compuestos isobaricos, la dificultad de obtener
datos cuantitativos debido a la presencia de supresion ionica y la deteccion de iones producidos
mediante fragmentacion in-source. A pesar de estas limitaciones, las técnicas basadas en
DI/FIA-MS han demostrado ser una herramienta idénea para realizar un primer screening
metabolomico répido y sencillo.

b) TECNICAS DE IONIZACION

Otro gran potencial del empleo de la espectrometria de masas en metabolémica es la
disponibilidad de multiples técnicas de ionizacion complementarias, como se muestra en la
figura 23. De este modo, aunque cada una de estas técnicas individuales introduce un sesgo
analitico inherente al mecanismo de ionizacion, la combinacion de distintas metodologias

permite obtener una vision mas completa del metaboloma [244-246].

f ESI \

APPI

peso molecular

APCI

polaridad

Figura 23. Complementariedad de las técnicas de ionizacion mas empleadas en

metabolomica.

El impacto electronico (EI) es la técnica de ionizacién cominmente aplicada en GC-
MS, en la cual los analitos son ionizados mediante una corriente de electrones emitidos desde
un filamento que al interaccionar con los compuestos en fase gaseosa provoca la formacion de
iones radicales mediante la pérdida de un electron (M™). Ademas, el empleo de una alta energia
de ionizacion (normalmente 70 eV) provoca que el proceso de ionizacion vaya acompafiado por
la fragmentacién de los analitos. Estos patrones de fragmentacién son caracteristicos de cada
metabolito, lo cual facilita la identificacién de compuestos en los perfiles GC-MS mediante el
empleo de librerias de espectros. Alternativamente, la ionizacion quimica (Cl) puede emplearse
para determinar el i6n molecular, habitualmente ausente en los espectros EI-MS debido a la alta

fragmentacion, aunque su uso en metaboldémica no se encuentra tan extendido.
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En el caso de las plataformas metabolomicas basadas en sistemas de introduccion de
muestra en fase liquida (i.e. LC-MS, CE-MS, DI/FIA-MS) pueden emplearse diversas fuentes
de ionizacion a presion atmosférica. Estas técnicas de ionizacion permiten obtener iones
cargados positiva 0 negativamente dependiendo del potencial eléctrico aplicado y de las
propiedades fisico-quimicas de los metabolitos, por lo que generalmente los andlisis
metabolomicos se realizan por duplicado empleando ambos modos de ionizacion para conseguir

una vision mas completa del metaboloma investigado.

La técnica mé&s comun es el electrospray (ESI, electrosprayionization), gracias a su
elevada sensibilidad, capacidad de ionizar compuestos en un amplio rango de masas Yy
polaridades, asi como su fécil acoplamiento a LC, CE o DI/FIA. En la fuente ESI, la ionizacién
de los metabolitos se produce mediante reacciones acido-base (e.g. [M+H]", [M-H]) o de
coordinacion (e.g.[M+Na]*, [M+NH,]", [M+CI], [M+HCOQY]), y posterior electro-nebulizacion
para liberar los iones desolvatados. La ionizacion por electroespray normalmente opera a flujos
de introduccion de muestra de uL min™, pero la modalidad de nanoelectrospray (nNESI) permite
introducir menores caudales (nL min™), lo que facilita el proceso de desolvatacion y mejora la
sensibilidad. Sin embargo, la nESI no se ha aplicado de forma rutinaria en metabolémica.

Una segunda alternativa es la ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI,
atmospheric pressure chemical ionization), donde la fase maévil se vaporiza e ioniza mediante
una descarga en corona, generandose iones reactivos que pueden transferir la carga a los
metabolitos en fase gaseosa. Esta técnica de ionizacion es complementaria a ESI, ya que es mas
adecuada para el andlisis de metabolitos de menor polaridad y ademas es menos susceptible a

efectos de matriz.

Por dltimo, la fotoionizacion a presién atmosférica (APPI, atmospheric pressure
photoionization) permite ampliar la gama de compuestos analizables en MS ya que es capaz de
ionizar compuestos tanto polares como no polares mediante distintos mecanismos de ionizacion,
por lo que puede considerarse como una fuente de ionizacion universal. Ademas, presenta una
baja susceptibilidad a la supresion idnica, un amplio rango lineal, y requiere menor temperatura
que APCI para la desolvatacion, permitiendo el analisis de compuestos térmicamente labiles. La
fuente APPI emplea una lampara de fotoionizaciéon y un flujo de dopante para formar iones
radicales que pueden ionizar directamente los metabolitos no polares mediante reacciones de

intercambio de carga.

¢) ANALIZADORES DE MASAS
El analizador de masas es otro componente a tener en cuenta cuando se disefia un
experimento metabolémico basado en MS [247], ya que repercute directamente en aspectos

analiticos tan importantes como la sensibilidad, resolucién y exactitud de masa, y la velocidad
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de adquisicién de espectros, lo cual es clave para la deteccidn de picos estrechos (e.g. GC-MS,
UHPLC-MS).

Los analizadores de masas nominales, como el cuadrupolo (Q, quadrupole) o la trampa
de iones (IT, ion trap), son extremadamente robustos y reproducibles, y ofrecen un rapido
escaneo en amplios rangos de masas. Sin embargo, las plataformas metabolémicas mas
empleadas en la actualidad se basan en la espectrometria de masas de alta resolucion, la cual
permite obtener perfiles metaboldmicos mas resueltos y facilitan la posterior identificacion de

los metabolitos.

El tiempo de vuelo (TOF, time of flight) es el analizador de alta resolucién mas sencillo,
el cual ofrece una elevada sensibilidad, exactitud de masa (5 ppm) y capacidad de escaneo
rapido. Alternativamente, el sistema hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF) combina la
estabilidad del cuadrupolo con la elevada resolucién del analizador TOF, lo que le confiere una

mayor exactitud de masa y permite llevar a cabo experimentos de fragmentacion MS/MS [248].

Por ultimo, los analizadores Orbitrap y de resonancia ciclotrénica de iones con
transformada de Fourier (FT-ICR, Fourier transform ion cyclotron resonance) proporcionan la
mayor resolucion y exactitud de masa, pero tienen un coste muy superior a los sistemas

convencionales basados en TOF.
I1. PRE-PROCESAMIENTO DE DATOS METABOLOMICOS

Los experimentos metabolomicos generan grandes conjuntos de datos de una elevada
complejidad, los cuales deben ser organizados en forma de matrices bidimensionales para
facilitar su posterior analisis estadistico e interpretacion. Para llevar a cabo este pre-
procesamiento de los datos, en la actualidad existen numerosos softwars, tanto de acceso libre
(XCMS, MZmine) como desarrollados por los propios fabricantes de sistemas MS

(MassHunter, Agilent; MarkerLynx, Waters; MarkerView, AppliedBiosystems).

El procedimiento tipico para procesar los datos metabolomicos obtenidos mediante
técnicas basadas en acoplamientos con MS (i.e. GC-MS, LC-MS, CE-MS) consta de varias
etapas (deteccion de picos, alineamiento y normalizacion) [249]. Por el contrario, el tratamiento
de datos en DI/FIA-MS es mucho mas simple ya que la ausencia de una separacion
cromatografica hace innecesario llevar a cabo la etapa de alineamiento. De este modo, el pre-
procesamiento se ve limitado a la busqueda de los picos presentes en los espectros de masas por

encima de un umbral de ruido instrumental.
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IV.  ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS METABOLOMICOS

La interpretacién de los datos obtenidos en un estudio metabolémico requiere de la
aplicacién de herramientas estadisticas avanzadas, debido al elevado nimero de muestras y
variables analizados en estos experimentos. Normalmente, este tratamiento de datos se basa en
el empleo de técnicas de analisis multivariante, las cuales permiten reducir la elevada
complejidad de las matrices de datos metaboldémicas. Sin embargo, estos resultados deben ser

posteriormente validados mediante otras técnicas clasicas de andlisis univariante.

Antes de llevar a cabo el andlisis estadistico es esencial hacer un pre-tratamiento de los
datos para minimizar posibles fuentes de variabilidad técnica inter-muestral, y asi facilitar la
obtencion de resultados biol6gicamente validos. Las etapas mas importantes de este pre-
tratamiento son la transformacion, el escalado y la imputacion de los valores perdidos (missing
values).La transformacion de los datos, normalmente logaritmica, permite corregir la
heterocedasticidad, convertir relaciones multiplicativas en aditivas, y aproximar distribuciones
asimétricas a la normalidad [250]. Por el contrario, los métodos de escalado permiten reducir la
importancia relativa de las variables mayoritarias frente a las minoritarias, los cuales se basan en
dividir cada variable por un factor de correccién denominado factor de escalado. EI método més
empleado en metaboldmica es el escalado de Pareto, donde el factor de escalado empleado es la
raiz cuadrada de la desviacion estdndar de cada variable. Por ultimo, la deteccién de missing
values en metabolémica basada en MS es muy comun, y puede tener multiples origenes (e.g.
heterogeneidad entre muestras, problemas técnicos, metabolitos minoritarios). Estos missing
values pueden interferir negativamente en el posterior tratamiento estadistico de los resultados,

por lo que se han propuesto distintos métodos para llevar a cabo su imputacién [251].

Tras este pre-tratamiento, una gran variedad de técnicas multivariantes pueden ser
empleadas para extraer la informacion bioldgica de estos datos, entre las que destacan las
técnicas de proyeccion, basadas en la conversion de una matriz de datos multidimensional en un
modelo simplificado gracias a la reduccion del elevado numero de variables mediante la
obtencién de nuevas componentes, combinaciones de las originals [252]. Estos modelos
permiten detectar valores atipicos (outliers), asi como visualizar agrupaciones y tendencias entre

los distintos grupos de estudio, facilitando la interpretacion de los resultados.

Una de las herramientas mas empleadas en metabolémica es el analisis de componentes
principales (PCA, principal component analysis), un método no supervisado donde el modelo
estadistico se construye sin un conocimiento previo de la pertenencia de las distintas muestras a
cada grupo de estudio. EI PCA suele aplicarse como un primer paso exploratorio para evaluar de
forma preliminar la calidad de los datos, pero normalmente se requiere del empleo de técnicas

supervisadas para mejorar la separacion entre grupos y asi poder identificar las variables
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discriminantes. Entre los métodos supervisados, donde el modelado se realiza con un
conocimiento previo de la existencia de distintas clases, cabe destacar el andlisis discriminante

de minimos cuadrados parciales (PLS-DA, partial least squares discriminant analysis).

Aunque estas técnicas multivariantes presentan un gran potencial para llevar a cabo la
clasificacion de grupos y la seleccion de posibles metabolitos discriminantes, los resultados
obtenidos deben ser validados mediante la aplicacion de otras técnicas complementarias. Una
forma de evaluar el poder discriminante de estos metabolitos es mediante el empleo de
herramientas estadisticas univariantes paramétricas, como el test t de Student o el andlisis de la
varianza (ANOVA, analysis of variance), o no paramétricas (e.g. Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis).Sin embargo, la técnica mas empleada para descubrir potenciales biomarcadores es el
andlisis de curvas caracteristicas operativas del receptor (ROC, receiver operating
characteristic). La curva ROC es una representacion gréafica de la sensibilidad de un posible
marcador frente a (1-especificidad), de modo que el area bajo esta curva (AUC, area under the
curve) puede emplearse para evaluar su potencial diagnostico [253]. De este modo, un
biomarcador se considera excelente cuando el valor de AUC supera 0.9, bueno si se encuentra
en el rango 0.8-0.9, moderado entre 0.7-0.8 y pobre si AUC es menor a 0.7.

V. IDENTIFICACION DE METABOLITOS

Una vez se han seleccionado las sefiales discriminantes mediante la aplicacion de
herramientas estadisticas, estos metabolitos marcadores deben ser identificados. En el caso de
metaboldmica basada en MS de alta resolucidn, la elucidacion estructural puede llevarse a cabo
mediante el conocimiento de la masa exacta y los perfiles de fragmentacién. Para ello, existen
numerosas bases de datos que permiten realizar la identificacion mediante la comparacion con
espectros de referencia. En GC-EI-MS, el uso de librerias es muy comun gracias a la elevad
reproducibilidad del proceso de fragmentacion por impacto electrénico, entre las que destaca la
libreria del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, National Institute of
Standards and Technology). Por el contrario, los espectros de fragmentacion obtenidos
mediante API-MS varian segln el tipo de fuente de ionizacion y el analizador de masas
empleado, lo que ha dificultado el desarrollo de librerias para la identificacion de metabolitos
detectados en LC/CE/DI-MS.

Sin embargo, actualmente existen distintas bases de datos metabolémicas de acceso
libre que facilitan este proceso de identificacion, como la Human MetabolomeDataBase
(HMDB, http://www.hmdb.ca), Metlin(http://metlin.scripps.edu), KyotoEncyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG, http://www.genome.jp/kegg) o LipidMaps (http://www.lipidmaps.org).
Ademas, cabe destacar que la elucidacion estructural de compuestos lipidicos es por lo general

méas sencilla que la identificacion de metabolitos de bajo peso molecular, gracias al
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conocimiento de los perfiles caracteristicos de fragmentacion de las distintas familias de lipidos,

como por ejemplo fosfolipidos [254], derivados del colesterol [255] o glicerolipidos [256].

Tras esta identificacion mediante el uso de bases de datos, la Metabolomics Standards
Initiative (MSI) establece que una identificacion definitiva requiere del empleo de patrones
auténticos para confirmar, al menos, dos caracteristicas independientes (e.g. masa exacta, perfil
de fragmentacidn, tiempo de retencion/migracion) [257]. Sin embargo, esta metodologia no
siempre es posible, ya que muchos metabolitos no estan disponibles comercialmente o no tienen

la pureza necesaria para su andlisis por MS [258].
VI. ROBUSTEZ DEL PROCEDIMIENTO METABOLOMICO

La robustez del procedimiento analitico es un requerimiento basico en metabolémica
para asegurar que la variabilidad técnica es menor a la variabilidad inter-muestral, y asi poder
extraer informacién biol6gica valida de los datos obtenidos. La estrategia mas comun para llevar
a cabo la validacién de los procedimientos metabolémicos se basa en el empleo de muestras de
control de calidad (QC, quality control). Estas muestras QC normalmente se preparan
mezclando alicuotas de cada una de las muestras individuales, y luego se analizan al principio
de la secuencia de analisis para equilibrar el sistema, asi como en puntos intermitentes a lo largo

de la secuencia para monitorizar la estabilidad instrumental [259].

Una forma directa de evaluar la reproducibilidad instrumental es mediante el empleo de
técnicas de andlisis multivariante no supervisadas, como el PCA, y la inspeccién de los
correspondientes graficos de puntaciones (scores plots).Como la variabilidad biol6gica entre
QCs es nula, y la unica dispersion posible es la debida a factores técnicos, estas muestras deben
guedar estrechamente agrupadas en el PCA (figura 24A) [260]. Ademas, la prediccion de estas
muestras QC en modelos supervisados (e.g. PLS-DA) debe causar su clasificacion en el centro
del gréafico de puntuaciones, ya que su composicion es un promedio de la de los distintos grupos

investigados (figura 24B).
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Figura 24. Validacion de un método metabolémico mediante el empleo de muestras de
control de calidad (cuadrados negros). (A) Agrupacion de QCs en PCA; (B) prediccion
de QCs en PLS-DA.

Alternativamente, otra estrategia para evaluar la robustez de un experimento
metabolémico es la determinacion del coeficiente de variacion para distintos metabolitos en
muestras QC. Asi, los criterios definidos por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
del gobierno de los Estados Unidos (US Food and Drug Administration, FDA) establecen un
limite de variabilidad del 30% para la validacion de procedimientos analiticos no dirigidos
[261].
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El suroeste de la Peninsula Ibérica se caracteriza por la presencia de diversos ambientes
acuaticos, estuarios y marismas donde la presencia de contaminantes es critica y puede afectar
seriamente la calidad ambiental de estos sistemas y la biota que vive ellos. Debido a la
importancia socioeconémica que conlleva el cultivo de moluscos en estas zonas costeras es de
gran interés conocer la presencia de contaminantes en los mismos y sobre todo su respuesta a

nivel bioldgico.

Con este objetivo se desarrollaron herramientas analiticas dentro del subproyecto
“Estudio de contaminantes emergentes en ecosistemas costeros y estuarinos del suroeste de la
Peninsula Ibérica (EMECORISK)”, dentro del proyecto transfronterizo I2TEP en el que
participaron tres socios que ha contribuido al conocimiento de la situacion medioambiental del
arco atlantico: Universidad de Huelva - Universidad del Algarve- Institutos de Ciencias Marinas
(Cédiz). El proyecto EMECORISK, constituye un trabajo integrado desde el punto de vista
metodoldgico buscando la aplicacion conjunta de herramientas de analisis emergentes,
multiespeciacion y metalomica con técnicas de estudios proteémicas y el estudio de nuevos

biomarcadores.

La concentracion de metales trazas (As, Cd, Cu, Hg, Ni, Pb y Zn) en sedimentos del
suroeste de la Peninsula Ibérica han sido estudiados en 2006 y 2007 en las mismas estaciones de
muestreo (excepto en el rio Arade) [1]. Estos estudios se complementan con los realizados tras

el vertido toxico de la mina de Aznalcollar [2, 3].

Por otro lado, se ha comprobado que la presencia de metales (Co, Hg, Mo, Ni y Zn) en
las conchas del bivalvo Scrobicularia plana se ha reducido desde 1999, en que se produjo el
accidente de Aznalcollar, hasta 2007. Sin embargo, el contenido de metales en los tejidos
blandos no siguié la misma tendencia decreciente que indica que los tejidos blandos presentan

una diferente capacidad de acumular metales procedentes del medio ambiente [4].

El uso de Scrobicularia plana como bioindicador de contaminacion por metales se
refleja en la bibliografia en tanto al uso de biomarcadores de contaminacion por metales [5],
como la metalotioneina [6], en experiencias de exposicion a metales, como Zn [7], Cu [8] y Hg
[9]; y en experiencias de simulacion de vertido de metales pesados bajo condiciones estuarinas
[10].

En base a todo lo considerado, en el presente capitulo se abordard, como se ha
comentado en el Objetivo 1, el seguimiento y evaluacion de la contaminacion ambiental en 6
zonas de la costa del Suroeste de la Peninsula Ibérica, estudiando las modificaciones que se
producen en las metalobiomoléculas presentes en la almeja Scrobicularia plana, utilizando un

procedimiento metalémico basado en el acoplamiento de un sistema cromatografico de
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exclusién de tamafio (SEC) con un sistema de deteccion multielemental, ICP-MS, metodologia
no aplicada hasta ahora en la zona en estudio. En concreto, se desarrollardn un método
multielemental para Cu, Zn, Fe, As, Mn, Co y Se en extractos citosélicos basado en el uso de
ICP-MS y un método para la determinacion de las biomoléculas unidas a Cu, Zn y As mediante
SEC-HPLC-UV-ICP-MS.
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2.1. INSTRUMENTACION ANALITICA

2.1.1. Instrumentacién empleada para la preparacidén de muestra

La preparacion de extractos citosolicos a partir de glandulas digestivas de Scrobicularia
plana se lleva a cabo mediante homogenizacion criogénica con un criohomogeneizador modelo
SPEX SamplePrep Freezer/ Mill 6770 (Metuchen, Nueva Jersey, EE.UU.).

Las biomoléculas presentes en este Organo criohomogenizado se extraen con un
homogenizador teflon-vidrio. Los extractos citosélicos se someten a ultracentrifugaciéon (a
45.000 rpm), lo cual es ya suficiente para separar proteinas pequefias), mediante el uso de una
ultracentrifuga Beckman L9-90K DE Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) provista de un
rotor Beckman 70.1 Ti (Beckman Coulter) y tubos de policarbonato de 10 ml (Beckman
Coulter).

La determinacion de metales totales en extractos citosolicos se lleva a cabo mediante
mineralizacion de las muestras en reactor cerrado de tefldn modelo MARSXpress utilizando un
horno de microondas modelo MARS (CEM corporation, Mattews, Carolina del Norte, Estados
Unidos). El extracto resultante de las muestras de extracto citosélico de glandula digestiva se
filtra a través de filtros Iso-Disc poly-(vinylidene difluoride) (PVDF) de 25 mm de didmetro y
0,2 um de tamaiio de poro (Sigma Aldrich), antes de su analisis mediante SEC-ICP-MS.

Las medidas de pH en todas las disoluciones se lleva a cabo con un pH metro modelo

Crison micropH 2000 (Crison Instruments, S.A. Barcelona, Espafia).

2.1.2. Instrumentacion empleada para las separaciones cromatogréaficas

La separacion cromatogréafica por exclusion de tamafio se lleva a cabo con una columna
adecuada en funcién del rango de fraccionamiento y sus dimensiones. ElI uso de columnas
analiticas (debido a su menor tamafio) es adecuado para el estudio preliminar de los extractos

citosélicos.

La columna utilizada posee un rango efectivo de separacion de 3-70 KDa Superdex™
75 10/300 GL (10 x 300 mm x 13 um), suministrada por GE Healthcare (Uppsala, Suecia), que
permite la separacion de moléculas de peso molecular intermedio unidas a diferentes metales
como Cd, Zn o Cu. La fase estacionaria consta de moléculas de dextrano unidas covalentemente

a agarosa fuertemente enlazada.
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Para las separaciones cromatograficas a escala analitica se emplea un cromatégrafo
liquido de alta presion HPLC 1100 Series de Agilent (Wilmington, DE, USA), equipado con un
detector UV, valvula de inyeccion modelo 7725i Rheodyne (Supelco, Bellefonte, PA, USA) y

bomba cuaternaria.

2.1.3. Espectrometro de masas atdmico

La deteccion de metales totales y metales unidos a biomoléculas en los extractos
citosolicos de tejidos de bivalvos se realiza con un espectrometro de masas atomicas ICP-MS
Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japdn), equipado con celda de colisién/reaccién
de tipo octapolo (ORC), lo que permite reducir significativamente las interferencias
poliatomicas formadas a partir de la matriz de la muestra, reactivos utilizados para la

preparacion de la muestra o gases del plasma.

Como gas de reaccidn se us6 hidrégeno, adecuado para eliminar las interferencias de Fe
y Se. Como gas de colision se us6 helio, que al ser un gas inerte no reacciona con la matriz de la
muestra y no origina nuevas interferencias. Este gas elimina multiples interferencias y puede ser

aplicado a todas las matrices y a todas las muestras utilizando condiciones analiticas comunes.

La introduccidn de la muestra en la corriente de gas del plasma se lleva a cabo mediante
el uso de un nebulizador MicroMist de Glass Expansion (Melbourne, Australia) que permite un
caudal liquido de 0,05 a 0,8 ml/min y un caudal gaseoso entre 0,7 y 1 L/min. Este sistema
mejora considerablemente la relacion sefial/ruido, minimiza el gasto de argén y tienen una
elevada tolerancia a las sales disueltas. Otra ventaja de este nebulizador es su facil acoplamiento
con el sistema HPLC. Sin embargo, este nebulizador presenta algunas desventajas ligadas a su
pobre resistencia al acido fluorhidrico porque esta fabricado con vidrio, se obtura facilmente por

acumulacién de microparticulas o sélidos disueltos y su precio es elevado.

Antes de cada analisis el ICP-MS se calibraba en modo estandar con una disolucion de
calibracion de 1 pg /L de Li, Y, Co, Ce y Tl en 2% HNOs;, seguido de una optimizacion en
modo He, y otra en modo H,, en funcién del gas usado para el estudio.

De esta manera se ajustan los parametros mas importantes del equipo de los cuales depende la
sensibilidad de éste como son la posicion de la antorcha, flujo de gas y posicion de las lentes

extractoras.

La monitorizacion de la sefial se lleva a cabo mediante los isétopos ‘Li, #Y y 2°TI, que

permite cubrir todo el rango de masas que mide el equipo.
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Los valores tipicos de sensibilidad obtenidos para una disolucién de 1 pg /L de Li, Y, Tl
y Ce, en modo estandar (sin celda colision/reaccion) son para ‘Li > 4000 cps (cuentas por
segundo), #Y > 8000 cps y Tl > 5000 cps, siendo la RSD menor del 10% en los tres casos. El
nivel de 6xidos (MO+) se mide a partir de la relacion CeO/Ce, ya que el **°Ce se une al oxigeno
(Oy) formando un enlace muy fuerte, siendo CeO muy estable en el plasma. Por tanto esta
relacion nos informa sobre la presencia de 6xidos generados en el plasma, debiendo ser inferior
al 2%. La reduccion de dobles cargas M** se optimiza a un porcentaje inferior al 2,5% teniendo
en cuenta la relacion Ce®* /Ce”.

Los valores de sensibilidad obtenidos para el modo He son superiores a 2000 cps para
Co, siendo la RSD inferior al 10%. Los valores de sensibilidad obtenidos en modo H, son para
%%y superiores a 2000 cps, con una RSD inferior al 10%.

La optimizacion del flujo del gas de reaccién/colisién para la determinacion de
elementos totales, se llevo a cabo mediante la preparacidn de una muestra (extracto citosélico de
organos) dividida en dos alicuotas de 5 mL previamente mineralizadas. A una de las alicuotas se
le afiaden los elementos de interés a una concentracion de 10 pg/L, y a la otra se le afiadié un
volumen igual de agua Milli-Q obteniendo asi la misma dilucion en ambas alicuotas, y por tanto
la misma matriz. Utilizando estas disoluciones se realizan medidas con el ICP-MS aplicando de
forma automatica una rampa de flujo de gas de reaccion/colision. La gréafica de sensibilidad
(cps) de los distintos isétopos de interés, utilizando la muestra fortificada con de dichos
isétopos, se compara con las sefiales obtenidas de las muestras no fortificadas y la sefial
correspondiente a la concentracién equivalente al ruido de fondo (BEC), frente al flujo de gas de
colisién/reaccion (mL/min). El flujo de gas 6ptimo se selecciona de manera que la sensibilidad
de los is6topos, tanto en la disolucion fortificada como no fortificada, sea méaxima y al mismo

tiempo que la BEC sea minima.

2.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES PATRON

Todas las disoluciones acuosas se preparan en agua ultrapura (18,2 MQ) obtenida
mediante un sistema Milli-Q Gradient de Millipore (Watford, Reino Unido) y todos los

reactivos utilizados son de la mayor pureza disponible.

Para la mineralizacion de la muestra se utilizo &cido nitrico (65 %) y agua oxigenada

(30 %) suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), benzonasa (Ultrapure grade), asi como
hidrocloruro de tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (BioUltra grade, > 98%) utilizado en la
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preparacion de extractos citosélicos fueron suministradas por Sigma-Aldrich (Steinheim,

Alemania).

El acetato amdnico (Suprapure grade) para la preparacion de la fase mévil en SEC,
amoniaco (Suprapur grade) y &cido clorhidrico para ajustar el pH de las disoluciones, fueron

suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).

La fase movil para SEC se prepar6 diariamente y se filtrd a vacio mediante filtros de
membrana de nitrato de celulosa (tamafio de poro de 0,45 um) (Sartorius, Epson, Reino Unido)

antes de su uso.
Las columnas de exclusion de tamafio se calibraron con los siguientes patrones:

Ferritina (440 KDa, pureza 95%), albumina de suero bovina (BSA) (67 KDa, pureza > 96 %),
superdxido dismutasa (SOD) (32KDa, pureza 70%), metalotioneina I (7 KDa, pureza > 95 %),
L-glutation reducido (307 Da, pureza 98 %) y arsenobetaina (179 Da, pureza > 98 %). Todos
fueron suministrados por Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania) excepto la metalotioneina I, que
fue suministrada por Enzo Life Sciences (Madrid) y la arsenobetaina que fue suministrada por
Merck (Darmstadt, Alemania).

La metalotioneina | (Enzo Life Sciences, Madrid), aislada de higado de conejo,
conteniendo un 9% de Cd y Zn.

La sintonia del ICP-MS se realiz6 con una disolucién de Li, Y, Tl y Ce al 2% en HNO;
suministrada por Agilent Technologies (California, Estados Unidos), empleando una

concentracion de 1 pg /L.

Los gases utilizados (argdn, helio e hidrégeno) fueron de la méas alta calidad comercial

posible, siendo suministrados por Air Liquide Espafia, S.A (Madrid, Espafia).

Para la determinacién de metales totales en extractos citosolicos, se utiliz6 una
disolucién primaria multipatron-2A que contenia todos los elementos de interés (10 mg/mL en
2% HNO3, Agilent Technologies, California, Estados Unidos), a partir de la cual se prepararon
las disoluciones para las rectas de calibrado.

2.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.3.1. Zonas de muestreo de moluscos bivalvos (Scrobicularia plana)

El muestreo de almejas (Scrobicularia plana) se realizd en distintas areas localizadas en

marismas y ecosistemas acuaticos de la regién transfronteriza de Espafia y Portugal. Se
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muestrearon dos zonas suroeste de la Peninsula Ibérica (figura 1) durante el periodo de Marzo y
Abril, en dos afios distintos. De manera mas especifica, la tabla 1 muestra las coordenadas UTM

de cada zona de muestreo.
En el afio 2011:
- Area de Portugal (Algarve, Espafia)

- La Ria Formosa: donde se ha muestreado en dos puntos Ribeira de Ramalhete-
Faro y Almargem-Tavira (rojo y azul respectivamente); es una gran laguna de
marea, declarada Parque Natural; la parte occidental de la laguna esta

delimitada por una zona densamente urbanizada rodeada de tierras agricolas.

- El estuario inferior del rio Guadiana (Ponte Internacional)(verde oscuro):
frontera natural entre Portugal y Espafia, se encuentra casi en su totalidad en el
dominio central (Faja Piritica Ibérica) de la zona sur portuguesa, se ve afectado
por el drenaje &cido de minas, los procesos de coagulacién/precipitacion

inducidos por sal naturales.

- El estuario del Rio Arade (morado): recibe las aguas residuales tratadas de la
ciudad adyacente de Portimao; y en los ultimos afios, ha habido un aumento en
las practicas en piscifactorias que liberan nutrientes y compuestos quimicos en

la zona.
- Area de Esparia (Cadiz)

- Caflo de Sancti-Petri (Puente Zuazo) (celeste): es también Parque Natural, la
contaminacién procede de su proximidad a los asentamientos humanos y a la
alta actividad econémica e industrial, que se ha diversificado por la
incorporacion de otras industrias que utilizan metales, tales como la fabricacién

de componentes de vehiculos y aeronaves

- Rio Guadalquivir (verde claro): cuyo ultimo afluente es el Rio Guadiamar,
refleja las consecuencias del vertido toxico sobre el rio originado por la ruptura

de la balsa de residuos de la mina de Aznalcollar en 1998 [11].

En el afio 2010 se muestrea en el Cafio de Sancti-Petri (Puente Zuazo).
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Figura 1. Localizacion de los puntos de muestreo: Rio Arade (morado); rio Ramalhete
(rojo); rio Almargem (azul); rio Guadiana (verde oscuro); rio Guadalquivir (verde claro)

y Cafio de Sancti-Petri (Puente Zuazo) (celeste)

Coordenadas UTM
X Y

542902 | 4110732
601216 | 4095626
625624 | 4108802
640088 | 4122424
738619 | 4039361
Puente Zuazo 752063 | 4039361

Tabla 1. Coordenadas UTM de las zonas de muestreo estudiadas

Area

Rio Arade

|
Ramalhete ‘
|
|
|

Ribeira de Almargem

Rio Guadiana

Rio Guadalquivir

La captura de las almejas (de tamafio homogéneo) se hizo manualmente y se

transportaron al laboratorio dentro de 1-2 horas después de su captura.

2.3.2. Manipulacion de los animales de experimentacion y tratamiento de los dérganos.

Preparacion de extractos citosélicos.

Durante el transporte al laboratorio las almejas se colocan en neveras portatiles

refrigeradas [12]. En el laboratorio las almejas se lavaron con agua de mar y se estabularon con
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agua de mar en flujo continuo para la eliminacion de particulas en el tracto digestivo. Después
de un periodo de purga de 36 h, durante el cual los metales unidos a sedimentos se extrajeron
del intestino, los animales se lavaron con agua destilada. Posteriormente se extrajeron las
conchas, se diseccionaron utilizando un bisturi de cerdmica transfiriendo rapidamente la
glandula digestiva a hielo seco. Se pesaron en viales Eppendorf, se volvieron a lavar con una
disolucion de NaCl al 0,9%, y posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido para su
almacenamiento a -80 ° C hasta su estudio.

En total, se utilizaron las glandulas digestivas de 5 muestras diferentes de almejas de
cada area. El procedimiento de preparacion de extractos citosolicos optimizado en este estudio

consta de una serie de etapas que se describen a continuacion:
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~
 Acondicionamiento de la muestra: Una mezcla de 5 érganos (gandula digestiva)
de 5 almejas diferentes (pertenecientes a Scrobicularia plana de la misma zona de
muestreo, son triturados con ayuda de un mortero de agata para facilitar de esta

forma el proceso de criohomogenizacion. )

 Criohomogenizacion: Los extractos son homogenizados con nitrégeno liquido y
pulverizados por la accion de una barra metélica magnética dentro del
criohomogenizador durante 1 minuto a velocidad del5 pulsos por segundo.

* Pesada del producto de la criohomogenizacion: Una vez criohomogenizado, el
solido obtenido se pesa en tubos Falcon (esterilizados) de 50 mL previamente
congelados en nitrégeno liquido para evitar la descongelacion de los extractos
criohomogenizados. )y

N

*Extraccion de proteinas citosélicas: Se aflade 3 mL de disolucién tampo6n
extractante por cada gramo de organo criohomogenizado. Esta disolucion
contiene acetato aménico 20 mM a pH=7,2 (para mantener las proteinas en unas
condiciones idoneas y evitar su desnaturalizacion), tris (2-carboxietil) fosfina
(TCEP) 1 mM (agente reductor que evita la formacion de puentes disulfuros) y
PMSF 1mM (inhibidor de proteasas).

Etapa 4

*Homogenizacion: La homogenizacion de los 6rganos pulverizados con la)
disolucion tampdén de extraccion se lleva a cabo en un homogenizador
vidrio/teflén, el cudl se utiliza durante 5 periodos de 10 segundos. Todo el proceso

se lleva a cabo a 4°C. )

«Incubacion con Benzonasa: Para evitar el efecto de las nucleasas se afiade a un
volumen de extracto (que se mide mediante una pipeta de vidrio) una cantidad
adecuada de benzonasa (50 U/uL) por cada 1mL de extracto obtenido de extracto
obtenido. La incubacion se lleva a cabo a temperatura ambiente durante 30
minutos. )

N
Ultracentrifugacion: Los extractos se centrifugan en tubos de policarbonato
(Beckman) para el rotor 70.1 Ti (45000 rpm, 60min a 4°C). De esta forma se
eliminan restos de organulos y membranas celulares.

J

«Almacenamiento: Los extractos se congelan en hielo seco y se almacenan
seguidamente a -80°C hasta su analisis.

Etapa 8

L€ <€ £ < € <
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2.3.3. Determinacion del contenido total de metales en los extractos citosélicos de glandula

digestiva de Scrobicularia plana

Para la determinacion del contenido total de metales en los extractos de glandula
digestiva de Scrobicularia plana se pesaron exactamente 0,250 g del extracto en reactores de
teflon MiniExpress de 5 mL del microondas MARS (CEM). Posteriormente se afiaden 800 uL
de una mezcla de &cido nitrico y peroxido de hidrégeno (4:1 v/v). Tras 10 minutos de
predigestion en recipiente abierto, se lleva a cabo el ataque en horno de microondas. La muestra
se mineraliza a una potencia de 400 W y una rampa de temperatura que va desde temperatura
ambiente a 160 ° C durante 15 min, manteniendo esta temperatura durante 40 min. A
continuacion, los extractos mineralizados se trasvasan a matraces aforados de 2 ml donde se
enrasan con agua ultrapura. Estas disoluciones se filtran con filtros hidrofilos PVDF 0,45 pm
antes de su analisis mediante ICP-MS. El analisis se llevo a cabo mediante adicion de rodio
(Rh) como patron interno a una concentracion de 1 pg/ ml. Todos los analisis se realizaron por

triplicado.

Las condiciones operacionales 6ptimas para el anlisis del contenido total de metales
en los extractos citosélicos de higado y rifion se resumen en la tabla 2.

2.3.4. Analisis de los extractos citosélicos mediante cromatografia de exclusion de tamafio

En primer lugar, los extractos se filtraron con filtros I1so-Disc PVDF (diametro 25mm,
0,2 pm tamafio poro) para evitar la sobrecarga y el atasco de la columna, como se indico
anteriormente. La deteccion molecular y elemental de las biomoléculas presentes se llevd a cabo
mediante detectores UV e ICP-MS, respectivamente. El acoplamiento en linea SEC-UV-ICP-
MS se realizé conectando la salida del detector UV a la entrada del nebulizador del ICP-MS
mediante 30cm de tubo PEEK (0.17i.d.) (figura 2).

MUESTRA
I COLLPARLE RLTERCHIN B4 SEL
{ mowea | —1+—- P
- w LIV detector
B0 el
SEC
FREE MdHIL

Figura 2. Diagrama esquematico del acoplamiento SEC-HPLC-UV-ICP-ORS-MS usado en

este estudio.
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La sintonia del ICP-MS se realizo afadiendo Li, Y, Ce y Tl (10 pg/mL) a la fase
movil (acetato de amonio 20 mM a pH 7,4) usando un flujo de 0,7 mL/min. La fase movil se
prepar6 diariamente ajustando el pH con una mezcla NH3/H20 ultrapura 1:1.Las condiciones

operacionales usadas en este acoplamiento se encuentran resumidas en la tabla 2.

Condiciones experimentales SEC analitica

Columna Superdex™ -75 (300 x 310 mm x13pum)
Rango de resolucion 3-70 KDa
Fase movil Acetato de amonio 20 mM (pH 7.4)
Flujo 0.7 mL min™
Volumen de inyeccion 20 pL
Visible wavelength 254 nm
Condiciones experimentales ICP-MS-ORS-MS
Foward power 1500 W Flujo He 3.9 mL min™
Flujo Plasma gas 15.0 L min®  Flujo H, 3.5 mL min™
Flujo Auxiliary gas 1.0Lmin"  Qu -18V
Flujo Carrier gas 09Lmin" Q, -16 V
Profundidad de 8mm Tiempo de analisis 0,3 por isotopo
muestreo
Conos sampling vy Ni Is6topos monitorizados ~ Usando He como gas de
skimmer colision: **Mn, %Cu, *°Cu,

847n, %zn, "As, *Cr, *'Fe,
8256, 114Cd, 103Rh

Usando H2 como gas de
reaccion: %°Fe, 8Se

Tabla 2. Condiciones experimentales usadas para SEC e ICP-MS.

Los tiempos de retencion correspondientes a los calibrantes de masa molecular
empleados para la columna Superdex 75 (3-70 kDa) y su curva de calibracion usando las

condiciones cromatograficas descritas previamente se muestra en la figura 3.

Tras la calibraciéon de las columnas de exclusion cromatografica se analizaron los

diferentes extractos citosolicos.

Masa Tiempo de

Metal

Proteinas molecular  retencion Curva de Calibracién de

(KDa) (min) monitorizado Lm Superdex™ 75
Ferritina 11,5 Fe = 4000
, ) é 350000
AlbUumina de iié-wc_ﬂ ¥ = SEWTg
suero bovino 67 13,7 Cuy Zn = — Ri=0474
(BSA) 200000
Metalotioneina 32 16,3 Cuy Zn S
EET G 0,303 21,0 Cu, Zny Cd o
reducido . " "
Arsenobetaina 0,179 26,1 As Tiempo de Retencion (min]

Figura 3. Tiempos de retencion de los calibrantes para la columna Superdex 75y su

correspondiente curva de calibracion.
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La monitorizacién de contaminantes en el medio ambiente proporciona, por un lado,
informacién sobre los posibles efectos toxicos de los metales presentes en dicho medio, y por
otro lado nos ayuda a conocer areas de impacto y lugares donde la concentracion de los mismos
es mas marcada. También es Util conocer la evolucion temporal de la presencia de estos
contaminantes, ya que los resultados obtenidos nos permiten relacionar la presencia de una
sustancia toxica concreta con posibles problemas medioambientales. En el trabajo experimental
descrito se ha desarrollado un procedimiento metalomico para evaluar la contaminacion
ambiental en el Suroeste de la Peninsula Ibérica, usando como especie bioindicadora la almeja
Scrobicularia plana, debido a su alta densidad de poblacién en esta zona. Este procedimiento
nos permite llevar a cabo estudios comparativos acerca de la respuesta biolégica de los
organismos frente a los contaminantes. Las zonas de muestreo en este estudio se presentan en la

figura 1, éstos fueron seleccionados por la presencia diferencial de contaminantes.

3.1.’CONCENTRACIC')N DE METALES TOTALES EN LOS EXTRACTOS DE
GLANDULA DIGESTIVA

Los resultados de los metales totales de muestras de glandulas digestivas procedentes
de la zona del Algarve muestran claramente que los niveles mas altos de zinc, hierro, arsénico y
cobre estan en "Arade", seguido por las muestras del Rio “Guadiana". Salvo en el caso del
cobre, donde la concentracion es mayor en "Almargem" que en "Guadiana". Los niveles de

concentracion de metales en esta area se presentan en la tabla 3.

Ademas, de todos los puntos de muestreo, "Arade" mostré las concentraciones de
metales mas altas en la glandula digestiva de almejas. Este rio bafia la ciudad de Portimao, la
ciudad mas grande en el oeste del Algarve. Las concentraciones de metales se incrementaron
cerca de los centros urbanos y las fuentes de efluentes industriales. En consecuencia, las areas
influenciadas por el rio Arade, y el rio Guadiana presentaron las mas altas concentraciones de
metales. Por tanto, las concentraciones de metales en la gldndula digestiva de los bivalvos de la
costa oeste del Algarve fueron mayores que en los de la costa este. Estos resultados coinciden

con los obtenidos en otros bivalvos como los mejillones [13]
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Tabla 3. Concentraciones de metales en la glandula digestiva de Scrobicularia

Los resultados obtenidos de los metales totales en extractos citosolicos de muestras
del &rea de Cédiz se muestran en la tabla 4. Los metales de la glandula digestiva se midieron en
dos lugares y las muestras de uno de ellos se tomaron en dos afios diferentes (2010 y 2011). Las
mayores concentraciones de metales fueron encontrados en " Zuazo 2011". Se encontraron

concentraciones de metales muy diferentes en “Zuazo 2010” y “Zuazo 20117, aunque los puntos

Guadiana Arade Almargem Ramalhete
Fe |9,903 +0,401|14,734 + 1,211 4,099 + 1,681 | 6,888 + 0,891
%Cu [0,487 +0,160| 0,947 + 0,042 | 0,729 + 0,173 0,593 + 0,190
As |2,683+0,600| 4,418 +0,940 | 0,809 + 0,340 1,603 + 0,642
%zn 79,476 + 5,931{106,048 + 16,71}42,629 + 9,990|33,178 + 5,161
Mn [16,388 + 1,631 16,847 + 1,543 | 9,442 + 1,761 [10,442 + 2,900
%Co [1,340+1,080| 4,419 1,112 |2,765 + 0,690 1,139 + 0,171
8Se 10,752 +0,411| 1,061 + 0,740 | 0,559 + 0,723 0,482 + 0,442

de muestreo solo distaban 50 m entre si.

Tabla 4. Concentraciones de metales en la glandula digestiva de S. plana (ug/g
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plana (ug/g peso seco, medias + SD,) en el area de Portugal (afio 2011)

Fe

63Cu
75AS
GGZn
55Mn
SQCO

7SSe

Zuazo (afio 2010)|Zuazo (afio 2011)|Guadalquivir (afio 2011)
1,820 £0,611 | 3,838 +2,492 0,150 + 1,661
0,065+ 0,173 | 0,634 + 0,061 0,070+ 0,673
0,014 + 0,031 1,558 £ 0,180 0,101 + 0,021
6,662 + 1,462 | 28,876 + 7,054 6,066 + 6,983
0,014 + 0,040 9,031 + 2,270 0,002 + 0,042

ND 1,231 £2,501 0,197 + 5,451
0,333+1,331 0,498 + 0,843 0,005 + 0,210

peso seco, medias + SD,) en el &rea de Cadiz (ND:No detectado).
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Por tanto, los niveles de metales eran mas elevados en la zona de Portugal que en la
zona de Cadiz, sobre todo para el hierro, el zinc y arsénico, en el punto con mayor
contaminacion, con valores cuatro veces mayores. Estas diferencias se aprecian bien en la figura

4, donde se representan las concentraciones de los distintos metales de las zonas muestreadas.

16 -
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Figura 4. Concentraciones de Fe, Zn, As y Cu en la glandula digestiva de S. plana (ug/g peso

seco) en los puntos muestreados en el Suroeste de la Peninsula Ibérica.

Si se comparan estos resultados con los de otros estuarios marroquies que también
sufren la contaminacién de metales pesados derivados de la escorrentia de la mina y en base de
estudios realizados en S. plana, se aprecia que los niveles de zinc y manganeso son muy
similares pero el cobre y el hierro son méas bajos [14]. De acuerdo con la literatura relacionada,
los niveles de zinc dependen de la estacion del afio y de la reproduccion de las especies. Sin
embargo, no existe informacion respecto a los niveles de arsénico en S. plana, s6lo podemos

encontrar valores para arsénico inorganico en S. plana publicados para el rio Guadalquivir [15].

Si comparamos las concentraciones de metales en los tejidos S. plana con los de otros
bivalvos (principalmente en mejillén, Mytilus edulis, un molusco bioindicador de uso comdn),
es evidente que los niveles de concentracion de Cu y Zn de Portugal y de Cadiz superan las de
mejillones (pero no ostras) de la mayoria de las regiones costeras. La medida en que estas
diferencias interespecificas en las concentraciones tisulares son atribuibles a las diferencias

fisioldgicas entre las especies y en como procesan los metales no se conoce profundamente [16].
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3.2. PERFILES DE BIOMOLECULAS UNIDAS A METALES EN LOS EXTRACTOS
DE GLANDULA DIGESTIVA

Los resultados mas interesantes se han obtenido considerando los perfiles de
biomoléculas unidas a metales esenciales como Cu y Zn y otras de caracter toxico como es el
As. La concentraciones de metales totales en la glandula digestiva (tabla 3-4) se compararon

con los perfiles cromatogréaficos de cada lugar (figura 5) para estos metales.

Los perfiles cromatogréaficos obtenidos de hierro, selenio y manganeso mostraron un
pico intensoy ancho de alta masa molecular y no se observaron moléculas unidas a metales

aotros tiempos de retencion.

Los perfiles cromatogréaficos de Cu, Zn'y As de los extractos de glandula digestiva de
S. plana (figura 8) de ria Formosa (Almargem y Ramalhete), rio Guadiana y el rio Arade en el
area de Portugal muestran la presencia de metalobiomoléculas de baja masa molecular unidas a
Cu y Zn, con un tiempo de retencion en torno a 300 Da que pueden estar relacionadas con la
presencia de glutation unido a estos metales. Sin embargo, estas metalobiomoléculas no
aparecen en los perfiles de la zona de Cadiz. La respuesta de biomoléculas unidas a Cu y Zn es
mas marcada en el area de Portugal que en la de Cadiz.

El pico de una masa molecular aproximada al tiempo de retencion de 300 Da también
se encuentra en los perfiles cromatograficos de As, que indica la presencia de metabolitos de

As, como arsenobetaina y arsenocolina tanto en las zonas de Portugal como de Cédiz.

En varias muestras se ha observado la presencia de un pico de gran intensidad que
contiene Cu de aproximadamente 7 kDa. Las concentraciones totales de metales son més altas
en el rio Arade (Portugal), que esta situado cerca de una zona industrial, y en el punto de
muestreo Cadiz cerca del puente Zuazo en el afio 2011. Sin embargo, el pico de Cu de
aproximadamente 7 kDa tiene la misma intensidad (cps) en “"Zuazo 2011" en comparacion con

el "Guadalquivir".
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Figura 5. Perfiles de metalobiomoléculas unidas a cobre, zinc y arsénico obtenidos por SEC-
HPLC-UV-ICP-ORS-MS en extractos de la glandula digestiva de S. plana de las zonas de
Portugal y Cadiz. Los nimeros corresponden a los estandares de peso molecular conocido: 440
kDa, 67 kDa , 32 kDa, 7 kDa , 0,3 kDa y 0,179 kDa.
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La funcion de la glandula digestiva en Scrobicularia plana como 6rgano para el
almacenamiento de metal permite proponer a este 6rgano como modelo para futuros estudios
sobre la contaminacion metalica. Constituyendo esta especie un buen bioindicador de
contaminacién ambiental, que ya ha sido propuesto a nivel europeo. El estudio metalomico de
este 6rgano constituye una herramienta nueva de gran utilidad para el estudio de la respuesta

bioldgica a la contaminacion.

Sin embargo, existen dificultades relacionadas con el tamafio muestral, la temperatura
del agua, salinidad de la misma, influencia del sexo e interaccion con otros elementos traza que

limitan la interpretacién de los resultados [17].
La presencia de metales (Cu, Zn, As) en la glandula digestiva de Scrobicularia plana
de la zona de Portugal es méas elevada que en la zona de Cadiz, en general los valores son

mayores en “Arade” y en el rio “Guadiana”, respectivamente.

La expresion de metalobiomoléculas en extractos citosélicos de glandula digestiva no

se puede relacionar directamente con el contenido de metales totales.

Las biomoléculas que contienen metales difieren en las zonas de Portugal y Cadiz. La

intensidad de las sefiales es generalmente mayor en muestras de la zona portuguesa.

Es notable la presencia de biomoléculas unidas a As (de baja masa molecular), que

pueden estar relacionadas con la presencia de arsenobetaina y arsenocolina en estos bivalvos.
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I. ANTECEDENTES

El cangrejo rojo (Procambarus clarkii) es una especie que puede vivir en muy diversas
condiciones medioambientales, incluso en aguas altamente contaminadas. Este cangrejo fue
introducido en marismas del curso bajo del Rio Guadalquivir en 1974 y desde entonces se ha
extendido rdpidamente hasta alcanzar las marismas de agua dulce del Parque Nacional de
Dofiana (PND) [1]. Aunque el PND ha sido declarado Reserva de la Biosfera por la UNESCO
en 1982, no esté exento de riesgos, debido a su proximidad a la Faja Ibérica Piritica que genera
drenaje acido de mina, y al cinturén industrial de Huelva que aporta contaminantes organicos,
procedentes de las petroquimicas, y vertidos inorganicos que aportan las restantes industrias
presentes en el mismo. Ademas, esta area se vio afectada por el vertido minero de Aznalcollar
en el rio Guadiamar y su repercusion en el estuario del Guadalquivir en 1998. Este vertido
afectdunas 4.328 hectareas a ambas orillas del rio Guadiamar [2]. Por todo ello, se ha utilizado
el cangrejo P. clarkii como bioindicador para evaluar la calidad ambiental del ecosistema
acuatico del PND.

El estudio considera 6 zonas del Parque Nacional de Dofiana y alrededores: (1) Lucio
del Palacio (LDP), situada en el centro del Parque, que se considera como zona control no
contaminada, teniendo en cuenta estudios previos realizado por este grupo de investigacion; (2)
Arroyo de La Rocina (ROC); (3) Arroyo de El Partido (PAR); (4) Bernabé (BER); (5) El Ajoli;
y (6) EI Matochal (MAT), en el entorno de Dofiana, con diferentes niveles de contaminacion

debido a su proximidad a zonas de actividad agricola, minera e industrial (figura 1).

El estrés ambiental inducido en P. clarkii se ha evaluado en estudios previos por el uso
de varios biomarcadores moleculares que refleja los efectos de los contaminantes sobre el
metabolismo celular [3-4]. Por otro lado, los mismos especimenes muestreados en las areas bajo
estudio se han estudiado para establecer relaciones entre los niveles de metal y la respuesta
metabdlica del organismo [5]. Estudios previos realizados sobre P. clarkii sugieren que la
concentracion de metales no esenciales en los tejidos del cangrejo en un entorno de humedales
refleja laconcentracion de metales en el sedimento en el que habita [6]. Ademas, estudios
protedmicos anteriores sobre P. Clarkii [3], revelaron la regulacion positiva de las proteinas en
las zonas contaminadas y la inhibicién de la enzima esterasa, un biomarcador que indica la

presencia de pesticidas [4].

Por otro lado, la determinacion y distribucion de las especies de arsénico ha sido
analizada en trabajos anteriores en P. clarkii [7-8] que el 50 % del arsénico se encuentra en

forma de arsénico inorganico mas toxico [7].
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Teniendo en cuenta todo lo comentado, en el presente capitulo se aborda, como se
describe en el Objetivo 2, el seguimiento y evaluacién de la contaminacién ambiental en las 6
zonas comentadas, considerando las modificaciones que se producen en las metalobiomoléculas
presentes en el cangrejo P. Clarkii como consecuencia de la contaminacion. En este capitulo se
desarrollan herramientas analiticas bajo un enfoque integrado que combina la respuesta del
cangrejo mediante biomarcadores bien establecidos con un enfoque metalémico basado en el
uso de cromatografia de exclusion por tamafio (SuperdexTM-peptide)con deteccion del metal
unido a la biomolécula mediante ICP-MS en una acoplamiento SEC-ICP-MS, que ha permitido
perfiles metalicos relacionados con la sobreexpresion o inhibicion de metalobiomoléculas en
estos bioindicadores como consecuencia de la contaminacion. En concreto, se ha desarrollado
un método multielemental para Cu, Zn, As y Cd en glandula digestiva, misculo y branguias de
la especie bioindicadora, P. clarkii, procedente de las 6 zonas comentadas, mediante ICP-MS, y
un método para la determinacion de las biomoléculas unidas a Cu, Zn y As en los extractos
citosélicos de los distintos érganos por SEC-HPLC-UV-ICP-MS. Ademas, se estudiaron de
forma integrada las respuestas de los biomarcadores bien establecidos (metalotioneina y
peroxidacion lipidica) en glandulas digestivas. EI método se complementa con una segunda
dimension cromatogréafica (utilizando cromatografia de intercambio anidnica y cationica) para el
analisis de especies de arsénico en glandulas digestivas de la zona mas contaminada y la no

contaminada.
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2.1. INSTRUMENTACION ANALITICA

2.1.1. Instrumentacion empleada para la preparacion de muestra

La preparacion de extractos citosélicos a partir de los diferentes 6rganos de cangrejo se
lleva a cabo mediante homogenizacion criogénica con un criohomogeneizador modelo SPEX
SamplePrepFreezer/ Mill 6770 (Metuchen, Nueva Jersey, USA).

Estos 6rganos criohomogenizados se extraen con un homogenizador teflon-vidrio.
Losextractos citosolicos se someten a ultracentrifugacion mediante el uso de unaultracentrifuga
Beckman L9-90K DE BeckmanCoulter (Fullerton, CA, USA) provistade un rotor Beckman
70.1 Ti (BeckmanCoulter) y tubos de policarbonato de 10 ml (BeckmanCoulter).

La determinacion de metales totales en 6rganos de cangrejo, se lleva a cabo mediante
mineralizacion de las muestras en un reactor cerrado de teflon modelo MARSXpress utilizando
un horno de microondas modelo MARS (CEM corporation, Mattews, Carolina del Norte,
Estados Unidos). El extracto resultante de las muestras de suelo se filtra a través de filtros Iso-
Disc poly-(vinylidenedifluoride) (PVDF) de 25 mm de didmetro y 0,45 pm de tamafio de poro
(Sigma Aldrich), antes de su analisis mediante ICP-MS. Para filtrar los extractos citosolicos

antes de su andlisis mediante SEC-ICP-MS se emplean filtros analogos pero de 0,2 um.

Las medidas de pH en todas las disoluciones se lleva a cabo con un pH metro modelo

Crison micropH 2000 (Crison Instruments, S.A. Barcelona, Espafia).

La determinacién del contenido de proteinas en los extractos citosélicos de loscangrejos
Procambarus clarkii se ha llevado a cabo mediante el método de Bradford usando

unespectrometro UV/Vis modelo ThermoSpectronic Helios y (ThermoScientific, Barcelona).

La determinacion de metalotioneinas (MTs) se realiz6 en un polarégrafo de la firma
Metrohm modelo 693 VA. Se emple6 como electrodo indicador un multielectrodo de gota
colgante de mercurio (HMDE). Los electrodos de referencia y auxiliar utilizados fueron de

Ag/AgCl y platino, respectivamente.

Para la extraccion de especies de arsénico se utilizd una sonda de ultrasonidos modelo
Sonoplus HD UW 2200 (Bandelin Electronic, Berlin, Germany) equipada con una puntaMS72.
La potencia usada fue de 550 W durante 3 min, el residuo se separ6 con una centrifuga modelo
5804 R (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania).
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2.1.2- Instrumentacidén empleada para las separaciones cromatograficas

La separacion cromatografica por exclusion de tamafio se llevaa cabo con una columna
que ha sido seleccionada en funcién del rango de fraccionamiento y sus dimensiones. El uso de
columnas analiticas (debido a su menor tamafio) es adecuado para el estudio preliminar de los

extractos citosolicos.

Se ha utilizado una columna de exclusién de tamafio con un rango efectivo de
separacion 10 KDa, SuperdexTMPeptide 10/300 GL (10 x 300 mm x 13 pum), suministrada por
GE Healthcare (Uppsala, Suecia). La columna permite la separacion de metalo-moléculas de
peso molecular intermedio y de bajo pesomolecular como son arsenocompuestos. La fase
estacionaria consta de moléculas de dextrano unidas covalentemente a agarosa fuertemente

enlazada.

Para las separaciones cromatograficas a escala analitica se emplea un cromatdgrafo
liquido de alta presion HPLC 1100 Series de Agilent (Wilmington, DE, EE.UU.), equipado con
un detector UV, vélvula de inyeccion modelo 7725i Rheodyne (Supelco, Bellefonte, PA,
EE.UU.) y bomba cuaternaria.

Para la especiacion de arsénico se utilizaron dos columnascromatogréficas distintas, una de
intercambio anidnico (PRP X 100,25 cm x 4.6 mm, 5 m, Hamilton) y otra de intercambio

catiénico (Supelcosil LC-SCX, 25 cm x 4.6 mm, 5 m, Supelcosil).

2.1.3- Espectrometro de masas atémico

La deteccion de metales totales y metales unidos a biomoléculas en los extractos
citosélicos de tejidos de cangrejo se realiza con un espectrémetro de masas atémicas ICP-MS
Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japn), equipado con celda de colision/reaccion
de tipo octapolo (ORC). La optimizacién de la sefial analitica y demas parametros se resumen

en el apartado 2.1.3 del Capitulo 1.
2.2- REACTIVOS Y DISOLUCIONES PATRON
Todas las disoluciones acuosas se preparan en agua ultrapura (18,2 MQ) obtenida

mediante un sistema Milli-Q Gradient de Millipore (Watford, Reino Unido) y todos los

reactivos utilizados son de la mayor pureza disponible.

Para la mineralizacion de la muestra se utilizé acido nitrico (65 %) yagua oxigenada (30 %)

fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).
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Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), benzonasa (Ultrapure grade), asi como hidrocloruro de
tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) (BioUltra grade, > 98%) utilizados en la preparacion de
extractos citosélicos fueron suministradas por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).

El acetato amoénico (Suprapure grade) para la preparacion de la fase mévil utilizada en SEC,
amoniaco (Suprapur grade) y &cido clorhidrico para ajustar el pH de las disoluciones, fueron

suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).

La fase movil para SEC se preparé diariamente y se filtr6 a vacio mediante filtros de membrana
de nitrato de celulosa (tamafio de poro de 0,45 pm) (Sartorius, Epson, Reino Unido) antes de su
uso. La columna de exclusion de tamafio se calibrd con los siguientes patrones: AlbUmina de
suero bovino (67kDa, pureza 96 %), metalotioneina I (7 kDa, pureza>95 %), vitamina B12
(1.35 kDa, pureza>96 %), L-glutation reducido (0,307KDa, pureza 98 %) y arsenobetaina
(0,179 KDa, pureza > 98 %). Todos los patrones fueron suministrados por Sigma Aldrich
(Steinheim, Alemania) excepto la metalotioneina I, que fue suministrada por Enzo LifeSciences
(Madrid) y la arsenobetaina por Merck (Darmstadt, Alemania).La metalotioneina | (Enzo
LifeSciences, Madrid), ha sido aislada de higado de conejo, conteniendo un 9% de Cd y Zn.

El bicarbonato de amonio vy la piridina para la preparacion de la fase mévil para cromatografia
de intercambio anidnico y catidnico, respectivamente, fueron suministrados por Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemania).

Para la especiacion de arsénico el arsenito de sodio y el arsenato de sodio utilizados para la

"'y AsY, asi como la AsB fueron adquiridos en Sigma-Aldrich

preparacion de los patrones de As
(Steinheim, Alemania). El 4&cidomonometilarsénico (MMAY) y el acido dimetilarsinico (DMAY)
fueron  suministrados por Supelco (Bellefonte, Estados Unidos). El &cido
dimetilmonotioarsinico (DMA) fue sintetizado y suministrado por las doctoras Vélez y Devesa
(Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), Valencia, Spain). El ion
tetrametilarsonio (TEMA) y el 6xido de trimetilarsina (TMAQ) fueron donados por la Dra.

Riansares Mufioz (Universidad Complutense de Madrid).

El ajuste del ICP-MS se realiz6 con una disolucion de Li, Y, Tl y Ce al 2% en HNO3
suministrada por Agilent Technologies (California, Estados Unidos), empleando una
concentracion de 1 pg /L. Los gases utilizados (argon, helio e hidrogeno) fueron de la mas alta

calidad comercial posible, siendo suministrados por Air Liquide Espafia, S.A (Madrid, Espafia).

Para la determinacién de metales totales en extractos citosélicos, se utilizé una disolucion
primaria multipatron-2A que contenia todos los elementos de interés (10 mg/mL en 2% HNOj,,
Agilent Technologies, California, Estados Unidos), a partir de la cual se prepararon las

disoluciones para las rectas de calibrado.
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Para la determinacién de proteinas en los extractos citosolicos se usé el reactivo Bradford
proporcionado por Bio-Rad (Munich, Alemania) e hidroxido sddico suministrado por Merck
(Darmstadt, Alemania).

2.3- PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

2.3.1- Zonas de muestreo de crustaceos (Procambarus clarkii)

El muestreo se llevd a cabo en los 6 puntos comentados previamente durante la
primavera de 2009 en el Parque Nacional de Dofiana y en su entorno, al suroeste de Espafia. La
figura 1 muestra el mapa de la Reserva bioldgica de Dofiana con las zonas donde se realizo el
muestreo y sus principales fuentes de contaminantes. De manera mas especifica, la tabla 1
muestra las coordenadas UTM de cada zona de muestreo y datos morfométricos de especimenes

muestreados en las areas bajo estudio.

- Lucio del Palacio (LDP) (punto verde de la figura 1), se encuentra en el corazon de la Reserva
Bioldgica de Dofiana, y se considera zona no contaminada de acuerdo con resultados anteriores
[31].

- La Rocina (ROC) y Bernabé (BER), situados en el curso alto y bajo del arroyo La Rocina, al
noroeste de Dofiana. Esta zona presenta una contaminacion media por la presencia de areas
agricolas (campos de fresa, citricos y vifiedos), que aportan metales y plaguicidas a este curso
de agua. Ademads, esta zona esta afectada por la contaminacién difusa de las actividades
petroquimicas y quimicas del Polo Industrial de Huelva y por las aguas &cidas y metales que
provienen de las actividades metaldrgicas de las minas de Rio Tinto, al noroeste de la provincia

de Huelva.

- El Partido (PAR) y EI Ajoli (AJO) situados en el curso alto y bajo del arroyo El Partido,

respectivamente. Estas zonas estan rodeadas de campos de citricos y vifiedos.

- El Matochal (MAT), situado préximo al Rio Guadiamar, que esta afectado por campos de
arroz, y refleja las consecuencias del vertido toxico sobre el rio Guadiamar originado por la

ruptura de la balsa de residuos de la mina de Aznalcollar en 1998 [2].
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Figura 1. Puntos de muestreo y principales fuentes de contaminacién.

Area (c6digo) Coordenadas UTM | Sexo | Peso (g) | Tamafio (cm)
X Y

Macho | 57.4 11.5
Lucio del Palacio (LDP) | 193800 | 4099515 | Macho | 57.9 12.0
Macho | 60.4 12.0
Macho | 31.3 10.5
Partido (PAR) 191173 | 4124977 | Macho | 28.3 9.5
Macho | 28.0 10.0
Macho | 37.0 10.0
Ajoli (AJO) 192352 | 4124977 | Macho | 35.0 10.0
Macho | 39.0 9.5
Macho | 36.0 10.5
Bernabé (BER) 187036 | 4116086 | Macho | 27.0 9.5
Macho | 34.5 10.5
Macho | 28.0 9.5
Matochal (MAT) 208681 | 4102207 | Macho | 27.5 9.5
Macho | 62.0 13.5
Macho 34 10
Rocina (ROC) 178653 | 4119937 | Macho 26 9.5
Macho 33 10.5

Tabla 1. Coordenadas UTM de las zonas de muestreo estudiadas y datos
morfométricos de los cangrejos Procambarus clarkii capturados en éstas.
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2.3.2- Manipulacion de los animales de experimentacién y tratamiento de los 6rganos.

Preparacion de extractos citosélicos.

Tres especimenes de cangrejos de rio Procambarus clarkii fueron capturados por punto
de muestreo, utilizando trampas tubulares cebadas con trozos de pollo crudo (figura 2). Los
animales adultos (de edad desconocida) fueron capturados con vida y transportados al
laboratorio donde se registraron el lugar, el sexo, el peso y las medidas externas (tabla 1).

Figura 2. Nasa para cangrejos

Los cangrejos fueron diseccionados utilizando un bisturi de cerdmica para obtener
tejidos como la glandula digestiva, musculo abdominal, branquias y glandula antenal o glandula
verde, que no es mas que metanefridios modificados (sistema excretor). Los &rganos
individuales se pesaron en viales Eppendorf, se limpiaron con una solucién de NaCl 0,9 %, se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta que se utilizaron su analisis.

Para la preparacién de muestra, se agruparon las muestras de glandula digestiva,
musculo y branquias de tres cangrejos machos diferentes en cada area; las muestras de glandulas
antenales no se utilizaron para este estudio, pero se reservaron para el analisis metabolémico
descrito en el Capitulo 3, A continuacion se obtuvo la fraccion citos6lica mediante
homogeneizacion criogénica como se describe en el Capitulo 1, Apartado 2.3.2. Los extractos
fueron almacenados en atmdsfera de nitrégeno para evitar la oxidacion por el aire y a -80 ° C

hasta su analisis.

2.3.3- Determinaciones bioguimicas.

Para determinaciones de metalotioneina (MT), contenido de proteinas totales y
peroxidacion lipidica (LPO), en la fraccion citosolica de glandula digestiva, las muestras de
cada pool de glandula digestiva de cangrejo de los diferentes puntos de muestreo se

homogeneizaron con un tampon Tris-HCI 0,02 pH 8,6 (1/3, peso/volumen) que contiene 10 pl
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de solucion de hidroxitoluenobutilado (BHT) por cada mililitro de Tris-HCI a 4 °C. El
homogeneizado se centrifugd a 30.000 g durante 45 min. Las alicuotas del sobrenadante
recogido se almacenaron a -80 ° C para evaluar el contenido total de proteinas y la peroxidacion
lipidica (LPO).

a. Determinacion del contenido total de proteinas en glandula digestiva de cangrejos

El contenido total de proteinas en los extractos citosélicos de glandula digestiva de
Procambarus clarkii se llevo a cabo por el método Bradford basado en el cambio de color del
colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas.
Se prepar6 una curva de calibrado con BSA como proteina patron y reactivo Bradford (Bio-Rad,
Munich, Alemania) que contiene Comassie Blue G-250, acido fosforico y metanol para el
desarrollo del color. La preparacion de la curva de calibrado se llevd a cabo como se indica en
la tabla 2.

].I,L NaOH 30 3 30 50
1 I\'I

’J1
UI
’J1
UI

(=

20 18 16 14 12 10 8 5

2
<

l;"n;BmSL{} 0o | 2 4 6 8 10 | 12 |15

mL Bradford 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabla 2. Preparacion de la curva de calibrado mediante el método Bradford

Los reactivos se afiadieron en el orden que aparece en la tabla: (a) 50 uL deNaOH (1M)
para romper la estructura cuaternaria de las proteinas y favorecer la reaccion entre éstas y el
reactivo Bradford; (b) agua ultrapura; (c) disolucion de BSA de 1 mg mL-1, estos Gltimos en
volumen adecuado seguln cada caso hasta completar el mismo volumen final, (d) el reactivo de
Bradford. La mezcla se agita en un vortex para su homogeneizacion y se incuba a temperatura
ambiente en oscuridad durante 10minutos (La unidn colorante-proteina es un proceso muy
répido y el complejo permanece estable durante un tiempo relativamente largo,
aproximadamente una hora).A continuacion se mide la absorbancia a 595 nm de todos los

puntos frente a un blanco para obtener la curva de calibrado.

Los sobrenadantes obtenidos en el apartado anterior de glandula digestiva de cangrejo
se analizan con el procedimiento descrito, utilizando 20 pL de estas diluciones, 50 uL. de NaOH
1M y 1mL de reactivo Bradford. La absorbancia se mide a 595 nm. Las correspondientes

concentraciones se obtienen por interpolacion de éstas en la curva de calibrado.

157



CAPITULO 2

b. Determinacién de metalotioneina (MT) en glandula digestiva de cangrejo

Para las determinaciones de MT en glandula digestiva de cangrejo, el sobrenadante se
calent6 a 80 °C durante 10 min, se transfirié inmediatamente y se enfrio en hielo y se centrifugd
adicionalmente a 30.000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se emplea como fuente para
el analisis de MT. La concentracién de MT se cuantifica por polarografia de pulso diferencial,
como describe Bebianno y Langston (1989) [9]. La concentracidon de MT se expresa en mg de

proteina/g citosélica MT.
c. Determinacion de LPO en glandula digestiva de cangrejos

Para la determinacion de la peroxidacionlipidica o lipoperoxidacion (LPO)en glandula
digestiva de cangrejo, el método utilizado fue disefiado para evaluar el malondialdehido (MDA)
y las concentraciones sobre la descomposicion por peroxidos de acidos grasos poliinsaturados
4-hidroxialquenales (4-HNE) [10]. Este procedimiento se basa en la reaccion de dos moles de
N-metil-2-fenilindol, un reactivo cromogénico, con un mol de MDA o 4-HNE a 45 °C durante
60 minutos, para producir un cromoforo estable que tiene una absorbancia maxima a 586 nm.
Por lo tanto, alOul de butilhidroxi tolueno 0,5 M (BHT) se afiadieron 650 pl de una mezcla de 6
ml de metanol conteniendo 18 ml de N-metil-2-fenilindol 10,3mMy 150ul de é&cido
metanosulfonico 15,4Mcon ellos se tratan 200 ul de la primera fraccion citosolica obtenida del
homogeneizado de la glandula digestiva de P. clarkii y se incubaron a 45 °C durante 60
minutos. Las concentraciones MDA + 4-HNE se estimaron mediante la medida de la
absorbancia maxima del cromoforo formado a 586nm wusando bis-malondialdehido
(tetrametoxypropan) (Sigma) como estandar. La peroxidacion de lipidos se expresa como

nmoles de MDA y 4-HNE / g de las concentraciones totales de proteinas.

2.3.4- Determinacion del contenido total de metales en gldndula digestiva, musculo y

branquias de Procambarusclarkii

El procedimiento para la determinacion del contenido total de metales se describe en el
apartado 2.3.3 del Capitulo 1, pero analizando los tejidos criohomogeneizados. Para ello se
tomé el tejido criohomogeneizado de tres organismos diferentes de cada area y se hizo un pool

de cada 6rgano que se sometio a la mineralizacion.
2.3.5- Analisis de los extractos citosélicos mediante cromatografia de exclusion de tamafio

El procedimiento para analisis de los extractos se describe en el apartado 2.3.4 del

Capitulo 1. Sin embargo, las condiciones operacionales usadas para el acoplamiento se
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encuentran resumidas en la tabla 3.Los tiempos de retencion correspondientes a los calibrantes
de masa molecular empleados para la columna Superdex™ -Peptide (3-70 kDa) y su curva de

calibracion usando las condiciones cromatograficas descritas previamente se muestra en la

figura 3.

i i ™
80000 Curva de Calibracién Superdex

70000 Peptide
260000
CuyZn E 50000 y = 2E406 %72
gqoogg R?=0,9741
32 14,5 CuyZn %30000
1,35 18,5 Co £ 20000
10000
0,303 24,0 Cu, ZnyCd 0 .
0 10 20 30
0179 25,9 As Tiempo de Retencién {min)

Figura 3. Tiempos de retencién de los calibrantes para la columna SuperdexPeptide y su

correspondiente curva de calibracion.

Tras la calibracion de la columna de exclusién cromatografica se analizaron los

diferentes extractos citosolicos.

2.3.4- Especiacion de arsénico mediante AEC / CEC. Preparacion de la muestra.

La extraccion de especies de arsénico en tejido homogeneizado de cangrejo, se realizd
mediante la adiccion de 5 ml de una mezcla de metanol/agua (1:1, v/v) a 0,100 g de muestras de
tejido homogeneizado, utilizando un pool de cada punto de estudio. La extraccion se indujo
empleando una sonda ultrasénica durante 3 min a 550 W [11]. Después de cada procedimiento
el extracto se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos. A continuacion, el sobrenadante se
filtré usando un filtro de fibra de vidrio GF / C Whatman con un diametro de 1,98 cm. El
volumen total se evaporé hasta sequedad a vacio a 50°C en un evaporador rotatorio. Finalmente,
se afladiol ml de agua ultrapura. Todos los filtros se limpiaron con 5 ml de la solucion de

extraccion antes del uso para evitar la contaminacion de las muestras.

Las medidas de As", As¥, MMAY, DMAY, AB, TEMA y TMAO se llevaron a cabo mediante
cromatografia de intercambio aniénico y cationico (AEC / CEC-ICP-MS). En general, el
procesamiento 0 almacenamiento por congelacion no altera la concentracién de especies de

arsénico ni los patrones.

Las condiciones operacionales usadas para el acoplamiento AEC/CEC-ICP-MS vy las columnas

usadas se encuentran resumidas en la tabla 3.
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Condiciones experimentales SEC analitica, AEC y CEC

Columna Superdex™ -Peptide (300 x 310 mm x13um)

Rango de resolucion <10 KDa

Fase movil Acetato de amonio 20 mM(pH 7.4)

Flujo 0,7 mL min*

Volumen de inyeccion 50 puL

Visible wavelength 254 nm

Columna Hamilton PRP X-100 (250x 4.6 mm X 5 um)

Fase movil Bicarbonato amonico 35 mM (5% methanol) (pH 8.5)
Flujo 1 mL min*

Volumen de inyeccion 20 pL

Columna Supelcosil SCX (250x 4.6 mm x 5 pm)

Fase movil Piridine 20 mM (pH 2.5)

Flujo 1,2 mL min*

Volumen de inyeccion 20 pL

Condiciones experimentales ICP-MS-ORS-MS

Foward power 1500 W FlujoHe 3.9 mL min™
Flujo Plasma gas 15.0 L min  FlujoH, 3.5 mL min™
Flujo Auxiliary gas 1.0Lmin"  Qu -18V

Flujo Carrier gas 09Lmin" Q, -16 V
Profundidad de 8 mm Tiempo de analisis 0,3 por isotopo
muestreo

Conossampling Ni Istopos monitorizados ~ Usando He como gas de
yskimmer colisién: **Mn, &cu, ®cCu,

%47n, ®€zn, "As, *°Cr, °'Fe,
8286, 114Cd, lOSRh
Usando H, como gas de

reaccion: *°Fe, ¥Se

Tabla 3. Condiciones experimentales usadas para SEC e ICP-MS.
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El presente estudio examina y compara la respuesta biolégica de cangrejo P. clarkii de
zonas contaminadas y no contaminadas de DNP y éreas circundantes en el suroeste de Espafa.
Los 6rganos que se utilizaron fueron los de mayor actividad metabdlica, tales como glandula
digestiva, branquias y musculo. Los organismos muestreados se usaron anteriormente en una
publicacién sobre el anlisis integrado de metalémica y perfiles metabolémicos [5], descrito en
el Capitulo 3; sin embargo, para este estudio se incluyo el punto de muestreo de La Rocina
(ROC).

3.1- CONCENTRACION DE METALES TOTALES EN GLANDULA DIGESTIVA,
BRANQUIAS Y MUSCULO DE P. CLARKII

El andlisis de contenido de metales totales en los principales tejidos de P. clarkii
(gldndula digestiva, musculo y branquias) permitio evaluar los diferentes niveles de
contaminacion en cada sitio de estudio. Las concentraciones de los metales mas representativos
(zinc, cobre, arsénico y cadmio) muestran que en general la glandula digestiva presenta los

niveles mas elevados de metales, seguido por las branquias y el misculo abdominal (tabla 4).

No existe una regulacion legal europea o espafiola para los niveles de Zn, Cuy As en
crustaceos y productos alimenticios. Zn y Cu son metales esenciales y son facilmente
asimilados por los organismos. Sin embargo, un exceso de los mismos puede causar efectos

nocivos [6, 12].

Por ejemplo en el caso del Cu; la produccion minera se estimo en 307 millones de
toneladas métricas hace dos décadas [13]. Una considerable cantidad de éste es aportado por los
efluentes de depuradoras de lodos en industrias de acabado de metales. Los residuos organicos
de origen industrial y agricola entran en los ecosistemas acuaticos y el Cu pueden encontrarse
en forma iénica o estar acomplejado con ligandos organicos e inorganicos. La bioacumulacion y
depuracion de Cu por los diferentes tejidos en P. Clarkii se estudiaron previamente en
ambientes contaminados [14]. Ademas, se observa una acumulacion dependiente del tiempo de

exposicion a Cu en los tejidos en el orden: branquias > exoesqueleto > masculo abdominal [14].

En general, los crustaceos acumulan algunos metales (incluyendo Cu) de forma
directamente proporcional al aumento de la biodisponibilidad, a partir del agua y de la cadena
alimentaria [15]. Muchos crustaceos decapodos pueden regular sus tejidos corporales y las

cargas de metales pesados de manera efectiva [16].

En los crustaceos, por lo general, el Zn se regula hasta que se alcanza un umbral de
exposicion, después de lo cual se acumulard en los tejidos a mas altos niveles [17]. Esta

regulacion es a menudo mediada por las proteinas desintoxicantes, metalotioneinas [18]. Las
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metalotioneinas desempefian un papel en el control homeostatico de los metales esenciales tales
como Zn y Cu [19]. Mackeviciené [20] observo que el orden de acumulacion de Zn en el tejido

cangrejos es: glandula digestiva> exoesqueleto> tracto digestivo> musculo abdominal.

En la mayoria de las aguas oceanicas y costeras, para el caso de Cd, las concentraciones
(y por tanto su biodisponibilidad) son tan bajas que las tasa de crecimiento causa la dilucion del
incremento acumulado del contenido de Cd y las concentraciones en érganos disminuyen en un
rango tipico (a menudo bajo). De manera que el Cd acumulado se asocia generalmente con

metalotioneinas y granulos que puedan representar formas desintoxicadas [21].

La tabla 4 muestra niveles altos de contaminacion en la zona de MAT, probablemente
debido al derrame de residuos mineros en 1998 de la mina de Aznalcollar [2], seguido de AJO
y, en menor medida en PAR, ROC y BER. Por otro lado, los especimenes capturados en LDP,
como control, presentan los niveles mas bajos. Elementos como el cadmio muestran
concentraciones muy bajas en todos los tejidos estudiados. Ademas, estos resultados estan de

acuerdo con los datos anteriores publicados sobre los niveles de metales totales en suelos y

sedimentos recogidos en los mismos puntos de estudio, excepto en BER [22].

Tejido Area (codigo) Cu (ug/ g) Zn (g / g) As (ug/ g) Cd (ug/9g)
Glandula digestiva LDP 2,946 (+1,128) 27,410 (£7,707) 1,102 (+0,012) 0,040 (+0,001)
BER 73,425 (+1,419) 67,097 (+0,946) 0,477 (+0,005) 0,094 (+0,002)
ROC 41,723 (+0.827) 55,692 (+2,067) 0,360 (+0,219) 0,191 (+0,002)
PAR 84,056 (+4,421) 29,825 (+2,570) 1,281 (x0,024) 0,088 (+0,010)
AJO 156,169 (+4,541) 52,254 (+1,702) 1,002 (+0,022) 0,161 (+0,002)
MAT 340,344 (+7,312) 135,388 (£5,325) 2,027 (+0,023) 3,838 (+0,001)
Musculo LDP 1,414 (+1,320) 9,506 (+2,320) 0,111 (x0,007) ND
BER 2,662 (+1,420) 8,815 (+1,850) 0,145 (+0,003) ND
ROC 3,796 (+0,828) 8,275 (¥1,572) 0,222 (+0,054) ND
PAR 4,459 (+1,171) 9,707 (+2,456) 0,281 (+0,100) ND
AJO 8,710 (¥1,322) 10,398 (+2,450) 0,154 (+0,002) ND
MAT 3,637 (¥1,178) 11,292 (¥2,671) 0,137 (0,003) ND
Branquias LDP 10,281 (+0,429) 4,331 (+0,281) 0,403 (£0,020) ND
BER 27,589 (+6,814) 6,136 (+3,121) 0,321 (+0,066) ND
ROC 23,112 (+3,523) 5,265 (+2,685) 0,172 (¥0.021) ND
PAR 46,591 (+2,640) 5,540 (+0,877) 0,396 (+0,088) ND
AJO 39,678 (+1,949) 4,596 (+0,481) 0,229 (+0,011) ND
MAT 29,992 (+0,693) 23,846 (+5,605) 2,767 (x0,809) 0,082 (+0,026)

ND: no detectado.

Tabla 4. Concentracion de metales en tejido homogeneizado en P. Clarkii (media+SD, pg/g
peso seco) las 6 areas de estudio [Lucio del Palacio (LDP), Bernabé (BER), Rocina (ROC),
Partido (PAR), Ajoli (AJO), Matochal (MAT)].

3.2. BIOMARCADORES GLANDULA DIGESTIVA DE P.

METALOTIONEINAY LPO

EN Clarkii.

Los resultados del contenido de proteina total determinados por el método de Bradford

en el pool de glandula digestiva de P. clarkii se muestran en la tabla 5.
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Tejido n LDP MAT AJO BER ROC PAR
Media£SD Media+SD MediazSD MediazSD Media+SD Media+ SD

Glanduladigestiva

mg g 1) 3 29,81+008 26,72+0,08 2750+0,10 3981+0,06 27,22+0,03 19,81+0,03

Tabla 5. Contenido de proteina total en el pool de glandula digestiva de P. clarkii

El uso de los biomarcadoresbien establecidos como la metalotioneina (MT) y la
peroxidacion lipidica (LPO) permitio la deteccion de la respuesta bioldgica y efectosnocivos
potencialesde contaminantes en P. Clarkii.La figura 4 muestra los resultados de estos
biomarcadoresdeterminados en pool de glandula digestiva de los cangrejos de las diferentes

areas muestreadas.

La sintesis de MTs fue inducida por la contaminacién en la glandula digestiva de los
cangrejos de rio procedentes de PAR, AJO, MAT y ROC; las mayores concentraciones de esta
proteina protectora corresponden a areas con mayores niveles de metales, en particular Cu, Zn'y
As. Ademas, en la figura 5 se pueden observar como se alteran los perfiles de
metalobiomoléculas como consecuencia de la contaminacion causada por estos metales. La MT
juega un papel importante en la homeostasis de metales como Cu y Zn, siendo muy importante
su capacidad para contrarrestar la toxicidad vinculada a la presencia elevada de estos metales y
otros de caracteristicas mas toxicas como el Cd [19]. Sin embargo, en los perfiles de
metalobiomoléculas de la figura 5 no se observael pico deMT-Zn a de 7 KDa, que corresponde
al patron de esta proteina (Figura 5d), por lo que podemos concluir que la sintesis de

metalotioneina se induce principalmente por la presencia de altos niveles de Cu [23].

Las alteraciones de la peroxidacion lipidica (LPO) eran indicativas del deterioro
oxidativo, debido a un desequilibrio entre la tasa fisioldgica de la produccién de oxidantes y el
tiempo de respuesta de defensa antioxidante. En particular, hay un gran interés en conocer la
relacion entrela produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) inducida por los
contaminantes, y el dafio oxidativo que se produce en proteinas, lipidos y ADN en los
organismos acuaticos [24]. Entre ellos, los fosfolipidos de membrana son objetivos importantes
de la accidn de radicales libres, ya que son ricos en &cidos grasos insaturados, que originan la
peroxidacion de lipidos, lo que conduce a una pérdida de la integridad y funcion de la
membrana y, como resultado de ello, a un dafio estructural y funcional de las células, tejidos y
los 6rganos [25]. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en estudios previos en P.
Clarkii, que demostraron niveles de fosfolipidos totales consistentes con esta lesion oxidativa,
asi como con el aumento de productos de degradacion de fosfatidilcolinas, como la colina y la
fosfocolina, que se encuentran en la mayoria de los fosfolipidos [5]. Por otro lado, aunque en el

presente estudio se encontraron los mayores niveles de LPO en organismos que tienen como
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hébitat los campos de arroz, MAT, otros puntos de muestreo muestran niveles similares de LPO,
como es el caso de LDP y BER; que también muestran niveles similares de la enzima
antioxidante (MT).

MT (mg g proteina™) MDA (nmolg proteina™)
200 2.400
160 I I =
120 I I I 1.600 I I I
80 _I_ :[
800

40
0 0

LDP MAT AJO BER ROC PAR LDP MAT AJO BER ROC PAR

Figura 4. Concentraciones de MT (mg g proteina™) y MDA (nmol g proteina™) en
glandula digestiva de cangrejos P. Clarkii en las 6 areas de estudio (Lucio del Palacio (LDP),
Matochal (MAT), Ajoli (AJO), Bernabé (BER), Rocina(ROC), Partido (PAR)).

3.3. PERFILES DE BIOMOLECULAS UNIDAS A Cu, Zn Y As EN EXTRACTOS
CITOSOLICOS DE GLANDULA DIGESTIVA, MUSCULO Y BRANQUIAS DEP.
Clarkii

La bioacumulacion y el impacto de los metales pesados como Cu, Zn y As en el
cangrejo de rio se ha considerado en detalle en la literatura [26]. Ejemplos de metales traza
esenciales son el Cu, Zn y Fe. Estos elementos son los componentes vitales de las enzimas y
pigmentos respiratorios. La anhidrasa carbonica, carboxi-peptidasa A y B y varios
deshidrogenasas contienen Zn; la piruvato carboxilasa contiene Mn, la hemocianina contiene Cu
y la hemoglobina contiene Fe [27]. En consecuencia, estos metales traza deben estar en
cantidades suficientes para satisfacer las necesidades metabolicas y respiratorias [28]. Por esa
razén se encuentran niveles relativamente altos de Cu en tejidos de cangrejos de rio,
especialmente en glandula digestiva [29-31]. Sin embargo, cuando el Cu esta en exceso, es
toxico, cuando esto suceda, las metalotioneinas pueden jugar un papel importante en la
homeostasis de Cu y la desintoxicacion [23]. Los efectos toxicos del Zn también se han
reportado en branquias en invertebrados, asi como la induccién de enzimas antioxidantes [23].
Por lo tanto, el mecanismo de toxicidad y la distribucion de los toxicos son importantes para
explicar la presencia relativa de metalobiomoléculas en los diferentes 6rganos de los organismos

expuestos.
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Para comprobar la presencia e interacciones potenciales de biomoléculas unidas a
metales en los distintos 6rganos de P. clarkii de las areas bajo estudio, se consideraron los
cambios en los perfiles de metalobiomoléculas causados por los distintos metales, que fueron
rastreados mediante la aplicacion del acoplamiento SEC-ICP-MS a los extractos citosolicos de
la glandula digestiva, musculo y branquias de cangrejos. Los resultados mas interesantes se
observaron en relaciéon a Zn, Cu, y Cd, como elemento toxico. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 5.

Estos cromatogramas muestran diferencias en la expresion metaloproteinas en
funcion del metal considerado. Puede destacarse la alta intensidad de los picos trazados por Cu a
un tiempo de retencién aproximado de 7 kDa en el extracto citosolico de glandula digestiva, que
coincide bien con metalotioneina | estandar (figura 5a). La intensidad del pico de Cu de la zona
contaminada MAT (figura 5a) es claramente superior a la de otros sitios también afectados por
la contaminacion, tales como AJO, PAR y ROC (que representan una reduccion de
aproximadamente el 40-50% de la intensidad del pico respecto a MAT) y el LDP y BER
(reduccion del 90% respecto de la intensidad pico de MAT), que de hecho puede estar
relacionado con la concentracion correlativa de este elemento en los tejidos P. clarkii (tabla 4).
El pico equivalente, al mismo tiempo de retencion, trazado por As (figura 5g) presenta muy baja
sensibilidad, aunque la mayor sefial se observa en muestras de MAT asociado a la mayor
concentracion de As en las glandulas digestivas de especimenes muestreados en esta zona (tabla
4).

La sefial trazada por Zn (figura 5d) asociada a MAT presenta un tiempo de retencion
asociado a patrones de 307 Da, que puede relacionarse con la presencia de glutatién reducido
gue se sobreexpresa en la glandula digestiva como consecuencia de la contaminacion en MAT
[32].
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Figura 5.Perfiles de biomoléculas unidas a Zn, Cu y As en extractos citosélicos de

glandula digestiva (a, d, g), musculo (b, e, h) y branquias (c, f, i) de P. Clarkii en las
diferentes areas de muestreo determinados por SEC-ICP-MS.
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3.4. ESPECIACION DE As EN GLANDULA DIGESTIVA DE P. Clarkii EN AREAS
CONTAMINADAS Y NO CONTAMINADAS

Debido a que la confirmacién de metabolitos especificosarsénico no es posible con
s6lo una separacion SEC, se aplico un otra separacion cromatografica por intercambio i6nico
(IEC), complementaria con lo anterior, para la purificacion adicional delas moléculas que
contienen arsenico. Por lo tanto, la presencia de metabolitos de bajo peso molecular de especies
de As en extractos citosolicos analizadas por SEC-ICP-MS en la glandula digestiva de P. clarkii
(figura 59) requiere la especiacion de arsénico en las muestras del area contaminada (MAT) y
no contaminada (LDP). La concentracion méas elevada de As en las glandulas digestivas de

especimenes de MAT (tabla 4), por lo que este punto de muestreo fue elegido para el analisis.

Las figuras 6a y 6b muestran cromatogramas tipicos de una solucién que contiene
200 pg/L de estandares de As obtenidos por cromatografia de intercambio aniénico (HPLC-
(AEC)-ICP-MS) y cromatografia de intercambio cationico (HPLC-(CEC)-ICP-MS),
respectivamente, y la figura 7, los cromatogramas obtenidos en P. clarkii del LDP (figura 7a 'y
7¢) y MAT (figura 7b y 7d) utilizando la misma metodologia analitica. En estas muestras; As'",
As’, AsB, DMA, MMA, TEMA y TMAO fueron claramente identificados segun el tiempo de

retencion relacionados con los estandares usados por HPLC-(IEC) -ICP-MS.

El cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio de aniones mostré que
los arsenicales inorganicos (Aslll y AsV) son las especies predominantes en la glandula
digestiva de las zonas contaminadas y no contaminadas (figura 7a y 7b, respectivamente),
mientras que la arsenobetaina, a diferencia de lo que ocurre con otros organismos de origen
marino, no era la principal especie de arsénico. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con
trabajos previos llevados a cabo en la misma zona de muestreo [7-8], lo que sugiere que la
composicién arsenical en la glandula digestiva de P. clarkii el 50% aproximadamente arsénico

se encuentra en forma inorganica.

Los arsenicales metilados (MMA y DMA) especies también importantes en la en la
glandula digestiva, pero ademas pueden observarse dos picos que no coinciden con ninguna de
los estdndares disponibles, los cuales se eluyeron inmediatamente antes y después de la MMA

(flecha azul de la figura 7).

La utilizacién de la cromatografia de intercambio cationico permitid la separacion de
las especies tri-metiladas (TMA y TMAOQO), sin embargo, estas especies se encuentran en muy
baja concentracion en todas las muestras analizadas. Ademas, muestran un pico desconocido

que aparece con un tiempo de retencion de 55 seg (flecha roja de la figura 7) que puede estar
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relacionado con la presencia de arsenocolina, de acuerdo con el tiempo de retencién analizado
con la misma columna y condiciones por Chatterjee (2.000) [33]

25000
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Figura 6. Cromatograma(a): CromatogramaHPLC-(AEC)—-ICP-MS de los estindares de As a200 pg/L
cada uno (como As). (b): Cromatograma HPLC-(CEC)-ICP-MS de los estandares de As a 200 pg/L cada
uno (como As). La flecha negra indica el volumen muerto de la columna cromatogréafica.
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Figura 7.Cromatogramas obtenidos de un pool de glandula digestiva del cangrejo P. clarkii en
LDP (a, ¢) y MAT (b, d) usando HPLC-(AEC)-ICP-MS (LDP, a y MAT, b) y HPLC-(CEC)—
ICP-MS (LDP, c y MAT, d). Las condiciones operacionales de HPLC—ICP-ORC-MS se indican

en la tabla 3. Las inserciones de (c) y (d), representan los mismos cromatogramas magnificados.
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Los resultados mas interesantes en los niveles de metales en érganos de P. Clarkii se
observaron para Zn, Cu, As y Cd, con una mayor presencia de estos metales en la glandula
digestiva, seguido por las branquias y el musculo abdominal. Los niveles mas altos de
contaminacion se encontraron en la zona de MAT, probablemente debido al vertido de residuos
mineros en 1998 de la mina de Aznalcollar, seguido de AJO y, en menor proporciéon en PAR,
ROC y BER. Por otro lado, los especimenes capturados en LDP, usado como control, presentan
los niveles més bajos. Los niveles de Zn y Cu en glandula digestiva de especimenes de MAT
difieren en uno y dos 6rdenes de magnitud en relacion a LDP, respectivamente. Y en el caso del
Cd, sélo se ha detectado la presencia de este elemento en la glandula digestiva, puesto que éste
es el érgano principal de acumulacion y detoxificacion de Cd en cangrejos.

Los perfiles de metalobiomoléculas de Cu, Zny As en los distintos 6rganos no muestran
grandes similitudes. Son destacables los picos trazados por Cu en las glandulas digestivas, con
tiempos de deteccion coincidentes con el patrén de MT, comprobandose que la intensidad de
este pico es mayor en MAT que en el resto de zonas estudiadas. Este hecho puede estar
relacionado con la concentracion de este elemento en los tejidos el P. clarkii. El pico
equivalente, al mismo tiempo de retencion trazado por As-biomoléculas muestra menos
sensibilidad, pero es relevante en el caso de MAT, gue exhibe la intensidad mas alta, que indica

la presencia de moléculas As-MT.

En el caso de Zn-biomoléculas la sefial correspondiente a MAT, que coincide con el
tiempo de retencion de 307 Da, se puede relacionar con la presencia de glutatién reducido

expresado en la glandula digestiva, con una intensidad menor en el resto de puntos de muestreo.

Las alteraciones de la peroxidacion lipidica (LPO) en la glandula digestiva de los
cangrejos de rio son indicativas de deterioro oxidativo debido a un desequilibrio entre la tasa
fisiologica de la produccion de oxidantes y el tiempo de respuesta de defensa antioxidante. Otro
biomarcador que sefiala procesos de deterioro oxidativo es la metalotioneina que se

sobreexpresa en las zonas contaminadas.

Por otra parte, en los resultados de la especiacion de arsénico, los arsenicales

"'y As¥) son las especies predominantes en la glandula digestiva. Los resultados

inorganicos (As
sugieren que entre los puntos de muestreo estudiados, MAT es el sitio mas contaminado, en el
que también se ha encontrado una metalotineina unida a As (As-MT). Ademas se han
encontrado picos desconocidos en el area mas contaminada y no contaminada, de los cuales,
uno de ellos coincide con los tiempos de retencién de la arsenocolina bajo las mismas

condiciones cromatograficas.

173



CAPITULO 2

En la industria alimentaria, cangrejo de rio se limpia normalmente antes de ser
procesado, y posteriormente el consumidor retira la cubierta externa después de la coccién y
consume el masculo y, en menor medida, la glandula digestiva y parte de la cabeza. Con el fin
de hacer una evaluaciéon toxicolégica méas fiable, seria recomendable realizar estudios de
especiacion de las diversas partes comestibles de cangrejos de rio, tanto en estado natural

después de su transformacion industrial.
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I. ANTECEDENTES

Con objeto de disponer de una herramienta segura que nos permita realizar una
diagnosis inequivoca de la situacion ambiental de la zona en estudio, que permita complementar
los resultados metalémicos y de especiacion obtenidos en los Capitulos 1y 2 en S. planay P.
Clarkii, el presente capitulo abordard un enfoque metabolomico de las zonas en estudio
utilizando como bioindicador el cangrejo P. Clarkii. El objetivo principal del estudio es
disponer de biomarcadores metaboldmicos relacionados con la respuesta al estrés ambientaly su

posible aplicacion a la diagnosis de problemas ambientales.
Los resultados obtenidos se recogen en la publicacion:

“Metabolic signatures associated with environmental pollution by metals in Dofiana
National Park using P. clarkii as bioindicator”. A. Gago-Tinoco, R. Gonzalez-
Dominguez, J. Blasco-Moreno, T. Garcia-Barrera, J.L. Gomez-Ariza. Environ. Sci.
Pollut. Res. (2013) 21:13315-13323.
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2.1. INSTRUMENTACION ANALITICA

Para la preparacion de muestras se us6 una centrifuga modelo MiniSpin® (Eppendorf
AG, Hamburgo, Alemania), y en la caracterizacion de los metabolitos presentes en los extractos
obtenidos a partir de los extractos de P. clarkii el espectrometro de masas con analizador de
cuadrupolo - tiempo de vuelo modelo QSTAR XL Hybridsystem (AppliedBiosystem, Foster
City, CA, USA), equipado con fuente de ionizacion electrospray (ESI).

2.2. REACTIVOS

Metanol y cloroformo (HPLC-grade) fueron adquiridos de Fisher Scientific
(Leicestershire, UK), mientras que el acetato de amonio y &cido formico fueron suministrados
por Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). El agua se purificd con un sistema de gradiente Milli-
Q (Millipore, Watford, UK).

2.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
2.3.1. Zonas de muestreo de moluscos cangrejos (Procambarus clarkii)

Las muestras han sido capturadas durante la primavera del 2009 en los 5 puntos de

muestreo ya citados en el Capitulo 2: “Lucio del Palacio” (LDP) (control) y 4 zonas situadas en

el entorno del Parque: El Partido (PAR), Bernabé (BER), El Ajoli (AJO) y EI Matochal (MAT).
2.3.2. Manipulacién de los animales de experimentacion

El protocolo de muestreo de los especimenes es el descrito en el Capitulo 2; sin
embargo, los cangrejos fueron diseccionados de manera méas exhaustiva para obtener tejidos de
glandula digestiva, musculo abdominal, branquias y glandula antenal, que no ha sido

considerada anteriormente.
2.3.3. Andlisis metabolémico y quimiométrico

El analisis metabolomico y quimiométrico se llevd a cabo en glandulas digestivas,

musculo abdominal, branquias y glandula antenal del cangrejo P.clarkii.

Se ha utilizado un procedimiento de extraccion en dos pasos para para la separacion

exhaustiva de los metabolitos que se muestra en la figura 1 [1].

La extraccion se llevo a cabo en los distintos 6rganos (glandula digestiva, branquias,
musculo abdominal y glandula antenal) de P. clarkii, utilizando tres individuos de cada punto de
muestreo. Los drganos se desagregan con un homogeneizador criogénico como se describe en el

Capitulo 1, apartado 3.3.2 y se extraen secuencialmente para aislar polares y apolares. En un
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primer paso, los tejidos se homogenizan con una mezcla acuosa de metanol (80%); y a
continuacion, los metabolitos menos polares se extraen del pellet con una mezcla

cloroformo:metanol (2:1).

Para el analisis de los extractos polares se le afiade formico (0,1%) a la muestra y para el
de extractos apolares acetato de amonio (10 mM en MeOH). El analisis metaboldmico se ha
llevado a cabo mediante infusion directa en un espectrometro de masas de alta resolucién con

fuente electrospray.

) "+ 3 individuos por zona (5 zonas)
1 | * Organos: hepatopancreas, branquias, musculo y glandula antenal

. Limpieza (0.9% NaCl)y disgregacion de 6rganos con un homogeneizador
criogénico (1min to rate 15) SPEX SamplePrep (Freezer/Mills 6770)

+ Extraccion en dos pasos
3.1 | * Extracto polar (30 mg of sample + 500 pl de MeOH: H20 (80%))

| * Homogeneizar con un mezclador de pistilo y motor
3; 2 ° Agitar en vortex y centrifugar 10 min. 10.000 rpm a 4 °C
* Recoger ¢l sobrenadante

-m-@-g
N e

41y | * Extracto apolar (precipitado+ 500 ul de CHCI3:MeOH(2:1))
4,2

u

* DI-ESI-QqTOF-MS
5 * Analisis (ionizacion positiva y negativa)

WV

Figura 1. Procedimiento experimental de muestras para analisis metabolémico [1]

n 7
=

Para el analisis metabolomico por espectrometria de masas por infusion directa (DIMS),
usando una fuente electrospray (ESI), el método se optimiz6 previamente como se ha descrito

previamente [2].

Las muestras se introdujeron en el espectrometro de masas con un flujo de 5 pl min™*

utilizando un aparato integrado con una bomba de jeringa y una jeringa Hamilton de un
volumen de 1000 pl. Los datos se obtuvieron tanto en modo de ionizacién positivo como
negativo adquiriendo una media de espectros full-scan de 0,2 minutos en el rango de m / z de
50-1.100 con 1,005 s de scan time. En el modo positivo o ESI (+), el voltaje ion spray (IS) se
fij6 en 3.300 V, y se us6 nitrdgeno de alta pureza como curtain y nebulizer gas con unos
caudales de aproximadamente 1,13 y 1,56 L min™* respectivamente. La temperatura de la fuente
se fij6 en 60 °C, con un declustering potential (DP) de 60 V y un focusing potential (FP) de 250

V. Para ESI (-), solamente se modificaron algunos pardmetros con respecto al método ESI (+),
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que son el voltaje de ion spray a-4000 V, DP de -100 V, y FP de -250 V. Para la adquisicion del
espectro de masas en tandem (MS / MS), se us@el nitrégeno como gas de colision.

2.3.4. Andlisis de datos metabolémicos

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 con el software Markerview ™
(AppliedBiosystems) para preprocesar los resultados de espectrometria de masas y para llevar a
cabo la reduccion en una matriz de bidimensional de datos conteniendo las relaciones m/z de los

picos y sus intensidades.

La busqueda de pico se realiz6 con unatolerancia de masa de 0,1 Da, y se consider6 un
minimo de respuesta del 10 cuentaspara el filtrado. Ademas, los datos se normalizaron teniendo
en cuenta la suma total de areas, y se sometieron a un escalado Pareto para reducir la
importancia relativa de los valores elevados, asi como a una transformacion logaritmica con
objeto de aproximarlo a una distribucion normal. Se realiz6 un analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (PLS-DA) para clasificar las muestras segin su procedencia,
empleando para ello el software SIMCA-P™ (versionl1.5, Umetrics AB, Umed, Suecia). La
calidad de los modelos PLS-DA se evalué por su separacion de clases (R% y valores
predictivosde potencia (Q%), que son indicativos de la bondad del ajuste y bondad de la
prediccion, respectivamente. Ademas, estos modelos fueron validados mediante pruebas de
permutacion (Y-scrambling) de los valores Y-previstos. En Y-scrambling, las etiquetas de clase
son permutadas al azar para volver a montar un nuevo modelo con el mismonimero de
componentes que el original, y luego estos nuevosmodelos se comparan con los modelos
originales para evaluar la posibilidad de que el modelo original se generara por casualidad. Por
tanto, unmodelo ajustado tendrda R? y Q? similares al dedatos permutados al azar, aunque
modelos bien ajustados y significativostendran valores R? y Q? que son siempre mas altos que

los modelos de datos permutados.

Por Gltimo, los posibles biomarcadores de contaminacién ambiental se seleccionaron de
acuerdo a la variable de importancia en la proyeccién o VIP (una suma ponderada de cuadrados
del peso de los PLS, lo que indica la importancia de la variable en el modelo), considerando
solo las variables con valores VIP superiores a 2, indicativos de diferencias significativas entre
los grupos. Estos metabolitos se identificaron mediante la busquedade la masa exacta
experimental y experiencias MS/MS, con los espectros disponibles en bases de datos de acceso
abierto, como el METLIN (http: //metlin.scripps.edu) o el banco de masas

(http://www.massbank.jp).
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3.1. CONTAMINACION AMBIENTAL POR METALES

Para comparar los perfiles trazados por metales se considera el contenido de metales totales en
los principales tejidos de P. clarkii (glandula digestiva, musculo, y branguias), que permitio
evaluar los diferentes niveles de la contaminacion en cada sitio de estudio, como se describié en
el Capitulo 2. Estos resultados mostraron contaminacién importante en MAT, probablemente
debido al vertido de residuos mineros en 1998 de la mina de Aznalcéllar [3], seguido de AJOy,
en menor medida, las areas BER y PAR. Por otra parte, los especimenes capturados en LDP,
debido a su caracter de control no contaminado, presentan los niveles més bajos de metales.
Ademas, estos resultados estan de acuerdo con los datos anteriores publicados sobre niveles de
metales totales en suelos y sedimentos estudiados en los mismos puntos en estudio [4]

3.2. COMPARACION DE LOS PERFILES METABOLOMICOS

El enfogue metaboldmico basado en espectrometria de masas por infusion directa (ESI-QQTOF-
MS); junto con el uso de metodologias analiticas complementarias que combinan dos pasos de
extraccion de metabolitos, polares y lipofilicos, y utilizando modos de ionizacion positiva y
negativa (ESI (+) / ESI (-)), permite obtener perfiles metabdlicos completos para los distintos
tejidos de cangrejo. Ademas, el estudio de glandula digestiva, masculo, branquias y glandula

antenal, proporciona una vision general de las diferencias bioquimicas entre los tipos de tejidos.

Usando la intensidad de los picos m/z en espectros de masas ESI full-scan como
descriptores quimicos, se aplica un PLS-DA para establecer si se obtenian grupos definidos
entre puntos de muestreo diferentes. Para ello, se construyé un modelo estadistico con cada lote
de datos, teniendo en cuenta el andlisis en los modos positivos y negativos de los extractos
polares y lipofilicos de los cuatro tejidos estudiados, que determina un total de 16 analisis
discriminantes. Lafigura 2 muestra la representacion de los score plots de uno de estos modelos
en los que los extractos polares de glandulas digestivas (n = 3), analizados en el modo de
ionizacion positivo, se clasifican en funcidn de su procedencia. Como se puede observar, las
muestras se clasifican en diferentes grupos de puntos, pero la separacién entre los grupos no es
perfecta, ya que se producen solapamientos entre varios de ellos. Sin embargo, el area no
contaminada (LDP) estaba claramente clasificada en un cluster de puntos con respecto a las

muestras de sitios que presentaban algun tipo de contaminacion.
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Figura 2.Scores plots de PLS -DA teniendo en cuenta extactos polares de

glandulas digestivas de P. Clarkii en 5 puntos de muestreo. LDP (azul), PAR
(naranja), BER (rojo), AJO (negro) y MAT (verde).

Esas diferencias metabdlicas podrian atribuirse a los efectos de la contaminacién,
considerando LPD como punto de control. En un segundo tratamiento de datos, estos se
reprocesaron considerando sélo dos grupos de estudio: el zona de referencia (LDP) y las
restantes zonas con contaminacion diferencial (MAT,AJO, PAR y BER). Los Score plots de

éstos analisis estadisticos muestran una separacién completa entre los dos casos considerados

(figura 3).

En total, se calculan cuatro componentes latentes para producir las mejores capacidades
de prediccion de modelos en términos de valores de R? y Q (tabla 1). Como se puede observar,

los modelos proporcionaron una buena clasificacion con respecto a los valores de separacion de

clases y su alto poder predictivo utilizando s6lo cuatro modelos de componentes (tabla 1).

Glandula digestiva

Branquias

Musculo

Glandula antenal

ES|+ Extracto polar 1 0,996 0,621 0,994 0,856 0,999 0,862
Extracto lipofilico 0,99 0,994 0,322 0,998 0,831 1 0,875
ESI- Extracto polar 1 0,989 0,567 0,999 0,866 0,997 0,858
Extracto lipofilico 1 1 0,814 1 0,903 1 0,892

Tabla 1. Parametros estadisticos de los modelos PLS-DA.
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Figura 3.Scores plots de PLS -DA teniendo en cuenta LDP (rojo) frente al resto
de puntos de muestreo (negro) en extractos de glandulas digestivas de P. Clarkii.

Por altimo, se identifica un ndmero considerable de metabolitos como biomarcadores
potenciales de contaminacion ambiental usando la variable de importancia en la proyeccion
(VIP), como se explica en la parte experimental. Asi, las sefiales mas importantes en la
discriminacion se identificaron con la ayuda de bases de datos metabolémicos (tabla 2). La
mayoria de los marcadores importantes se relacionan con niveles disminuidos de carnosina,
alanina, niacinamida, acetoacetato, &cido pantoténico, ascorbato, glucosa-6-fosfato, arginina,
glucosa, lactato, y aumento en los niveles de acetil carnitina, fosfocolina, colina, y &cido Urico.
Por otra parte, ademas de estos compuestos individuales, se aprecian algunas sefiales en los
intervalos m/z de 650 hasta 850 y 850 a 900, que pueden ser asignadas a los fosfolipidos (PLS)

y triglicéridos (TGS), respectivamente, se redujo considerablemente en muestras contaminadas.

Sin embargo, los PL y TG especificos no se identificaron individualmente, se
encontraron un grupo completo de lipidos sobreexpresados. Finalmente, se debe indicar, que
algunos de estos biomarcadores eran especificos del tejido analizado, ya que los niveles
alterados de éstos se encuentra s6lo en uno de ellos, mientras que otros eran comunes a todas las

muestras estudiadas en diferentes puntos de muestreo.
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Metabolito Metlin ID Tejido bioldgico Niveles
. Glandula digestiva, musculo,
Fosfolipidos - ) ] 1
branquias y glandula antenal
Colina 56 Branquias 1
Fosfocolina 3,318 Glandulaantenal 1
Carnosina 38 Glanduladigestiva 1
Ascorbato (Vitamina C) 249 Glandula digestiva 1
Niacinamida (Vitamina B3) 1,497 Glanduladigestiva 1
Acidopantoténico (Vitamina B5) 241 Glanduladigestiva !
Acidopantoténico 276 Glanduladigestiva !
Acidodrico 956 Branquias 0
Glucosa 88 Glandulaantenal y musculo, !
Glucose-6-fosfato 133 Mdsculo !
Glucosa 145 Mdsculo y glandula antenal !
Alanina 11 Glanduladigestiva, musculo !
Arginina 13 Mdsculo !
Trigliceridos - Glanduladigestiva, branquias !

Tabla 2.Biomarcadores potenciales de contaminacion medioambiental, aumento (1) o

disminucion () de la expresion en las grupo de control (LDP) vs deméas muestras.
3.3. DISCUSION

El anélisis discriminante de huellas dactilares metabolémicas de tejidos de cangrejo
del Parque Nacional de Doflana mostr6 claras diferencias entre los especimenes capturados en
areas contaminadas y no contaminadas. Por lo tanto, varios metabolitos se identificaron como
posibles biomarcadores de contaminacion que podrian ser utilizados como indicadores del
estado del medio ambiente, pero ademas, esta informacion es de gran valor en el estudio del

modo de accion (MOA) de sustancias toxicas.

La disminucion de la expresion de fosfolipidos, ascorbato, ycarnosina y la
sobreexpresion de fosfocolina, colina, y acido urico son indicativos del deterioro oxidativo
debido a un desequilibrio entre la tasa fisioldgica de produccion de oxidantes y el tiempo de
respuesta del sistema de defensa antioxidante. En toxicologia acuética, el estrés oxidativo se ha
convertido en un tema importante en la exposicion ambiental a ambos factores estresantes

antropogenicos (contaminacion por sustancias toxicas) y factores estresantes naturales
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(relacionados con la salinidad, la temperatura y el oxigeno y las infecciones bacterianas y
viricas). En particular, hay un gran interés en la produccion especies reactivas de oxigeno (ROS)
estimulada por contaminantes, y el dafio oxidativo que resulta en proteinas, lipidos y ADN

como un mecanismo de respuesta a las sustancias toxicas en los organismos acuéticos [5].

Puede destacarse la accién de los radicales libres sobre los fosfolipidos, debido a la
elevada presencia de acidos grasos insaturados, 1o que provoca la peroxidacion de los lipidos
con la consecuente pérdida de la integridad de la membrana y su funcién, y como resultadodafio
estructural y funcional de las células, tejidos y 6rganos [6]. Por tanto, la disminucién de los
niveles de fosfolipidos totales es consistente con esta lesion oxidativa, asi como con el aumento
de productos de degradacion de fosfatidilcolinas: colina libre, y fosfocolina, que pertenecen a
una de las méas importantes familias de fosfolipidos (tabla 1).

Otros cambios metabolicos importantes relacionadas con el estrés oxidativo presentes
en los perfiles metabolémicos de P. clarkii expuestos a contaminantes son las deficiencias de
ascorbato y carnosina. Mientras que el &cido ascérbico es uno de los antioxidantes mas
estudiados que protege frente a la accion de los radicales libres, la carnosina es un dipéptido que
también presenta efectos protectores; previniendo la peroxidaciéon de los lipidos, proteinas y
carbohidratos por ROS, y como protector de 4-hidroxi-2-nonenal y malonaldehido,
ypreviniendo la glicacion de proteinas [7]. También se ha demostrado que la carnosina actua
como agente neutralizador de los dafios inducidos por sobrecarga de Cu en las células humanas
cultivadas, y es un antioxidante eficaz que puede contribuir a la dismutacion de radicales
superoxido, elimina los radicales hidroxilo, y neutraliza la peroxidacion lipidica [8]. En este
sentido, el agotamiento de los sistemas de defensa antioxidantes celulares se ha relacionado con
la exposicion tdxica, causando disminuciones en la proteccion antioxidante primaria por las
enzimas superéxidodismutasa (SOD) y catalasa (CAT), y los niveles de antioxidantes no

enzimaticos [9].

Finalmente, también hay evidencia hiperuricemia en el desarrollo del estrés oxidativo,
ya que el exceso de acido Urico puede estar asociado con la sobreexpresion de la xantina oxidasa
(X0), una enzima implicada en el catabolismo de las purinas que genera ROS enddgenas. La
induccion de la actividad de XO ha sido estudiada previamente respecto a la exposicion de
contaminantes, principalmente Cd, causando la conversion de la xantina deshidrogenasa, en
xantina oxidasa y anormalidades en los transportadores de urato [10].Teniendo en cuenta que el
cadmio es una sustancia toxica importante, presente en las &reas contaminadas por metales
considerados en este estudio, pero esta practicamente ausente en el sitio de referencia (Capitulo
2 tabla 3), se espera que una sobreactivacion de XO, de lugar a la acumulacion de &cido urico en

estas muestras (tabla 1).
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Los cambios en las vias de produccion de energia, inducidos por contaminantes,
representan también un importante efecto nocivo de la contaminacién. Uno de los factores méas
importantes relacionados con el metabolismo energético, presente en los crustaceos, es la
disminucion de la absorcion de oxigeno asociada a una reduccion significativa en la
oxigenacion debido a los dafios en branquias por los contaminantes, incluyendo metales. Esta
hipoxia generada por la exposicién a largo plazo produce una respuesta hipoglucémica y la
perturbacién del metabolismo anaerdbico [11] que conduce a la disminucion de los niveles de
carbohidratos y compuestos que participan en la glucdlisis en los tejidos de los organismos
expuestos, mientras que niveles de lactato elevados es normalmente observado como
consecuencia de una mayor anaerobiosis [12]. En este sentido, la disminucién de glucosa y
glucosa-6-fosfato que se han observado en las muestras de P. clarkii de las zonas contaminadas,
demuestra una disfuncion de la glicolisis, pero ademas también se observa una reduccion de la
presencia de alanina en estas muestras. La alanina, asi como el succinato, son productos finales
de la rotura anaerdbica de la glucosa y su desregulacién se ha asociado con alteraciones del
metabolismo de la energia, comprobandose su reduccion en numerosas experiencias de

exposicion a contaminantes metalicos en bivalvos [13-15].

Por otro lado, la hipoxia que se origina es responsable de la liberacion de ROS,
aumentando el dafio oxidativo que puede interferir directamente en el metabolismo energético a
través del fallo mitocondrial, y la fosforilacion oxidativa (OP) alterada [16]. Esto ha sido
previamente relacionado con la disminucion del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) en
otras especies incluyendo la disminucion de la actividad lactato deshidrogenasa y un aumento
en el contenido de lactato, la movilizacién reducida de piruvato en el ciclo, y la disminucién de
la actividad de las enzimas relacionadas tales como la succinato deshidrogenasa y malato
deshidrogenasa [12]. En nuestro caso, las deficiencias de vitaminas B (niacinamida y acido
pantoténico), que es requerida como coenzima para el mantenimiento de la funcion
mitocondrial, podria indicar un OP deteriorada. La niacinamida (B3) se precisa para suministrar
protones en la fosforilacion oxidativa, mientras que el acido pantoténico (B5) esta implicado en
la formacion de coenzima A y también es esencial para la a-cetoglutarato y complejos piruvato
deshidrogenasa, asi como la oxidacion de acidos grasos [17]. Por lo tanto, este estado anormal
del contenido de vitaminas del grupo B podria emplearse potencialmente como un indice de la
funcion adecuada mitocondrial. Los niveles de arginina también estan estrechamente
relacionados a este metabolismo energético ralentizandolo ya que el equilibrio
arginina/phosphoarginine es responsable de la amortiguacion de la energia en situaciones de
demanda de alta energia en invertebrados, habiéndose demostrado que los niveles de ATP estan
protegidos por este ciclo en cangrejos sometidos a hipoxia por la exposicién a Pb, causando

disminucion en la relacion ATP/ADP debido al aumento de los niveles de ADP [18]. Ademas,
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se ha propuesto este agotamiento de la arginina y la relacion ATP/ADP como biomarcadores del
trastorno del metabolismo energético en los bivalvos expuestos a Hg [14, 19]. De este modo,
podria considerarse los niveles bajos de arginina en musculos de especimenes de P. clarkii

expuestos a contaminantes como marcador fiable de la disfuncién de la energia.

Finalmente, los niveles alterados de acetil- carnitina y acetoacetato, que estan
implicados en el metabolismo de lipidos, también podria estar asociado con este estado de
energia reducida. La acetilcarnitina estad en equilibrio con carnitina y acetil-coenzima A,

controlando el transporte de acidos grasos en la mitocondria para su oxidacion.

Por otro lado, el acetoacetato es un cuerpo ceténico derivado de la acetil-coenzima A
durante la oxidacion de acidos grasos libres, cuya inhibicién se observaen bivalvos expuestos a
metales [14, 20]. En este sentido, se observéd un incremento de acetilcarnitina y una disminucién
de acetoacetato que refleja los efectos de la contaminacion en cangrejos, lo que sugiere un
cambio en el metabolismo energético por la -oxidacion de acidos grasos. Por lo tanto, se puede
concluir a partir de todo lo comentado respecto a losperfiles metabolémicos de P. clarkii, que
existe un desequilibrio global en las vias de produccion de energia (figura 4), en la que la
mayoria de los cambios metabdlicos importantes tuvieron un impacto sobre la glucdlisis, la
anaerobiosis, la B-oxidacion y el ciclo de arginina; tal como se indica en los valores de los VIP
plots. Por ultimo, ademds de las alteraciones relacionadas con el estrés oxidativo y los cambios
en el metabolismo de energia, la reduccion en los niveles de triglicéridos denotan una situacion
de dislipidemia, lo que podria estar relacionado con una nefrotoxicidad y una insuficiencia
hepatica. Por lo tanto, los cambios en el contenido de lipidos han demostrado que se esta
produciendo unarespuesta inducida al estrés comun en crustaceos como consecuencia de la

exposicion tanto a contaminantes inorganicos [20-21] como organicos [22].
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Figura 4. Representacion esquematica de las rutas metabolicas en las que se ven implicados los
metabolitos alterados en P. clarkii. Los metabolitos marcados en rojo aumentan o se

sobreexpresan en zonas contaminadas y en azul disminuyen; en negro no experimentan cambios

[1]
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Considerando los resultados obtenidos en este estudio metabolémico de la exposicion del
crustaceo P. clarkii a la contaminacion metélica del Parque Nacional de Dofiana, se puede

concluir lo siguiente:

v" Los resultados obtenidos con los extractos polares proporcionan mas
informacidn que los extractos apolares, ya que en la primera extraccién polar se
aislan un mayor namero de metabolitos.

v Se obtienen resultados mas concluyentes cuando se analiza la glandula digestiva
por su mayor actividad metabdlica, Las branquias proporcionan una informacion
mucho mas limitada.

v/ Se consigue una mayor discriminacion entre las muestras cuando se llevan a
cabo los analisis con el espectrdbmetro de masas en modo positivo, que permite
generar un mayor numero de metabolitos ionizables en estas condiciones
experimentales.

v Si comparamos los perfiles obtenidos en el analisis discriminante:

v' Los perfiles metabolémicos mostraron ser claramente diferentes para los
individuosde LDP frente a los restantes puntos de muestreo.

v' La integracion del analisis metaboldmico en los tejidos de cangrejo del PND y
sus alrededores, y las concentraciones totales de metales ha permitido la
evaluacion de la contaminacidon ambiental en esta importante reserva ecolégica.

v Este estudio ilustra que la metabolémica basada en la espectrometria de masas
en tandem proporciona un método muy sensible para obtener la informacion de
los perfiles metabdlicos y de los metabolitos asociados a ellos. Que deriva en
una informacién muy valiosa respecto al estrés inducido por los contaminantes,
constituyendo una metodologia eficiente para la caracterizacién de la respuesta
biolégica a metales pesados y posiblemente otro tipo de contaminacion.

v' La combinacion de metabolémica y perfiles de metales permite una
discriminacion mas eficaz del nivel de contaminacién(asociada principalmente
con los metales en este estudio, pero extensible a otros contaminantes) y su
efecto sobre los organismos de vida libreen las cinco areas en estudio, con
contaminacion diferencial, desde el Matochal, altamente contaminada al Lucio
del Palacio, utilizado como control.

v" Ha sido posible establecer alteraciones metabolémicas asociadas a la respuesta
toxicoldgica, como el estrés oxidativo y la disfuncidn energética,asociadas a la
alteracion en los niveles de fosfolipidos y su degradacién, asi como cambios en
los niveles de fosfolipidos, glucosa, alanina, arginina, o diferentes vitaminas,

entre otros.
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v" Como conclusion final puede decirse que se ha demostrado el impacto que los
contaminantes metalicos tienen en el metabolismode P. clarkiique constituye un
buen bioindicador de contaminacion, pero aun se precisan estudios
complementarios para comprender las respuestas de estos organismos de vida
libre a un solo metal, 0 a otros contaminantes, asi como la cuantificacion de

metabolitos identificados como biomarcadores.
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CAPITULO 4

I. ANTECEDENTES

1.1- ENSAYOS DE LABORATORIO Y DE CAMPO

Los ensayos de toxicidad son los bioensayos empleados para identificar y evaluar los
efectos de los contaminantes sobre la biota. Su aplicacion se centra en el &mbito regulador
(registro de nuevas sustancias o productos), en la vigilancia y control ambiental (monitorizacion
de efluentes, vertidos mineros o petroliferos) y en la investigacion (profundizacion de los
mecanismos toxicélogicos). En los bioensayos se usa tejido vivo, organismos, 0 grupo de
organismos, para evaluar los efectos de cualquier sustancia fisioldgicamente activa. Estos
ensayos consisten en la exposicion de grupos de organismos a determinadas concentraciones de
toxico por un tiempo determinado. Los organismos utilizados deben presentar una alta
disponibilidad durante todo el afio, facil mantenimiento, alta sensibilidad eimportancia
econdmica / ecoldgica / bioldgica, ademas de existir informacion suficiente sobre su biologia,
genética, fisiologia etc. ElI género molusco bivalvo Ruditapes es ampliamente usado por la

comunidad cientifica en este tipo de experimentacion por cumplir los requisitos anteriores [1-4].

Los organismos, asimismo, tienen que estar en buenas condiciones de salud,
previamente aclimatados a las condiciones del ensayo, y mantenerseen condiciones ambientales
constantes. Ademas se debe disponer de grupos de control (no expuestos al
toxico).Posteriormente se miden y registran los efectos bioldgicos observados en cada uno de
los grupos control y los expuestos y, posteriormente, se efectia un analisis estadistico de los

datos obtenidos.

Las medidas de biodisponibilidad y efecto a través de los biomarcadores, asi como la
bioacumulacion de contaminantes, evaluados en Ruditape sp considerados con mayor amplitud
en la bibliografia son: acumulacion y dafios en tejido bioldgico, alteraciones en la actividad de
enzimas antioxidantes, dafios en el ADN, cambios en el tamafio y forma celular, anomalias en el
crecimiento somatico y variaciones tanto en el desarrollo embrionario como en el sistema
hormonal que pueden provocar cambio de sexo. También se determinan pardmetros de
mortalidad mediante la concentracion letal 50 (CL50), que es la concentracion letal para el 50 %

de los individuos expuestos [5-9].

Los ensayos en los que se emplea el género molusco Ruditapes como organismo
bioindicador pueden practicarse en condiciones de laboratorio (con un ndmero reducido de
especies, y en condiciones estandarizadas que reproducen solo en forma muy parcial las
condiciones naturales en el ambiente) o in situ (con “jaulas” sometidas a las condiciones del

medio natural).
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En los ensayos de laboratorio los organismos se exponen a diferentes fuentes de estrés
ambiental enacuarios con sistemas de aireacion de flujo continuo. Los sistemas de bombeo de
agua son controlados mediante bombas peristélticas [10]. En esta clase de experimentos los
bivalvos son suspendidas en el medio del acuario dentro de un vaso “caja”, con la base cubierta
por una red, disefiada para reducir al minimo la manipulacion de los individuos, de esta forma la
renovacion del agua y la limpieza podran llevarse a cabo sin la manipulacion de los
organismos[11]. Los replicados son usados [10,12-13]. Los grupos son introducidos en tanques
diferentes e independientes entre si [14-15]. Se suelen dividir a los organismos por grupos en
funcion de su sexo, fase del ciclo vital y tamafio [16] cuando se estudian los efectos de la
toxicidad en determinados periodos de la fase vital. Durante la experimentacion el agua es
renovada y las concentraciones de los toxicos se re-estabilizan [12, 13, 17]. Los organismos se
alimentancon mezclas de fitoplancton [11-12, 19-21] excepto en aquellos experimentos cuyo
objetivo es evaluar la variacion morfoldgica y de crecimiento de los individuos cuando se
exponen al contaminante [22-23]. Este tipo de experimentacion permite la comparacion de
especies de diferentes niveles tréficos y la posibilidad de utilizar especies mas sensibles, sin
embargo, esto origina incapacidad para predecir efectos bajo condiciones de campo y solo

pueden ser aplicables a especies probadas [23].

Para los ensayos de laboratorio existen protocolos estandarizados desarrollados por
distintos organismos, cuyas ventajas son Utiles para la monitorizacion de rutina, facilitan la
comparacion de resultados entre distintos laboratorios, etc. Estosprotocolos son: APHA
(American Public Health Association), EPA (Environmental Protection Agency), ASTM
(American Society for Testing and Materials), ISO (International Standarization Organization) y
OECD (Organization for Economic Cooperation and Development). Los protocolos de los
métodos de ensayo de toxicidad legales en la UE se basan en las Directrices de la OECD. Esta
disponibilidad de metodologias estandarizadas va a ocasiona desviaciones de las condiciones
reales en el campo [23]. En los ensayos de campo los organismos son expuestos a los
sedimentos y a la columna de agua de forma natural o artificial. Si el ensayo se realiza de forma
natural los organismos nativos son recolectados de la zona intermareal o submareal a mano [24-
25], por el contrario si se lleva a cabo de forma artificial se emplean jaulas benténicas [26] o
pelagicas sostenidas con un sistema de flotacion (figura 1). Estos tipos de ensayos son utilizados
para estudios de seguimiento de vertidos antropogénicos (industriales, mineros, afluentes etc.)

[27-28]. Los duplicados son usados al igual que los ensayos en laboratorio [26].
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Figura 1.Jaula para estabulacion de organismos (fotografia izquierda) y ensayos de toxicidad en

laboratorio (fotografia centro y derecha). Especie: Ruditapes philippinarum.

Los bioensayos in situ presentan una serie de ventajas respecto a los ensayos de
toxicidad realizados en laboratorio. Frente a los ensayos de laboratorio, la utilizacion de
animales en jaulas bentdnicas muestra informacion sobre la toxicidad bajo condiciones
naturales, no controladas, integrando el papel que desempefian tanto los contaminantes presente
en el medio natural como las variaciones fisico-quimicas del mismo, las cuales afectan a la
biodisponibilidad de los contaminantes [29], sin embargo, esto hace que los ensayos de campo
no permitan aislar los factores causantes de estrés [23]. También, estos bioensayos posibilitan la
identificacion de fuentes de contaminacién que quedan excluidas en los ensayos de laboratorio y
que pueden dar lugar a alteraciones bioldgicas [29] y por ultimo, proporcionan evidencias del
deterioro e indican los contaminantes responsables de la afectacion [23].

El género molusco bivalvo Ruditapes se usa con mas frecuencia en los ensayos de
laboratorio que los realizados en campo, ya que en el 63 % de los articulos revisados este
organismo es empleado en experimentos de laboratorio frente al 37 % realizado en el campo.
Estos datos muestran que el Ruditapes sp es mas idéneo para bioensayos de laboratorio que de
campo, obteniéndose en este tipo de experimentos resultados mas 6ptimos y fiables. Entre las
sustancias usadas en los ensayos, las méas utilizadas son los metales (44 %) seguido de losTBTs
(14 %), mientras que en campo siguen dominando los estudios de metales (34 %) seguidos de
los PAHs (22%). Estos bivalvos, como indican los resultados, presentan la ventaja de ser
organismos bioindicadores para una amplia gama de sustancias lo que aumenta la posibilidad de
realizacion de estudios en los que se pretende conseguir la integracion del efecto de varios
contaminantes, permitiendo adaptar el experimento de una forma mas precisa y real a las
condiciones del campo, ya que se estd analizando al mismo tiempo las interacciones de varios
contaminantes con el entorno natural, situacion muy similar a lo que ocurre realmente en el
medio natural. De esta forma se recomienda la utilizacion de Ruditapes sp en aquellos trabajos
de investigacion que tengan como fin la evaluacién riesgo ecoldgico mediante ensayos de
toxicidad en laboratorio. Para finalizar, el hecho de que Ruditapes sp sea una especie
epibentonica va permitir evaluar tanto la calidad del agua como la del sedimento, ya que al
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situarse en la interfase agua-sedimento van a filtrar los contaminantes que estan biodisponibles
tanto en el agua como en el sustrato. El hecho de que los organismos habiten en la interfase va a
facilitar a los investigadores la posibilidad de estudiar y analizar el comportamiento y las
respuestas de los contaminantes biodisponibles en dos compartimentos ambientales diferentes,
realizando un estudio integrado de ambos.

1.1.1- Ensayos de toxicidad agudos y crdnicos. Bioacumulacion

Los ensayos de ecotoxicidad aguda se usan para establecer una primera estimacion de la
toxicidad y estimar si se necesitan estudios posteriores. También se usan para monitorizar la
toxicidad de los efluentes [30]. Se disefian para medir los efectos de los agentes tdxicos durante
un periodo corto de la vida de los organismos expuestos (< 96 h). La respuesta observada es la
muerte para el caso de peces, moluscos, entre otras. Y los pardmetro estimados son: CL50
(muerte), o CE50 (concentracion de una sustancia en el medio, que se espera que produzca un

determinado efecto en el 50% de los organismos).

El objetivo de los ensayos de ecotoxicidad crénica es establecer las concentraciones
ambientalmente seguras. Se disefian para evaluar los posibles efectos adversos de las sustancias
guimicas bajo condiciones de exposicion a largo plazo (> 10 % ciclo vital) utilizando
concentraciones subletales. Las respuestas observadas en los ensayos de ecotoxicidad crénica
(principalmente subletales, biomarcadores) son: alteraciones en el crecimiento [3], reproduccién
[15] comportamiento [31], pardmetros fisiologicos y bioquimicos [32-33]. Los parametros
estimados son: NOEC (concentracion sin efecto observable), LOEC (concentracion minima de

efecto observable) y MATC (concentracion toxica maxima aceptable).

La medida de las respuestas de los individuos (biomarcadores) a los contaminantes
permite el establecimiento de las relaciones dosis-respuesta, que forman la base de las pruebas
de toxicidad. Sin embargo, en ecotoxicologia acuética, la dosis a menudo se sustituye por la
concentracion debido a la dificultad de administrar dosis orales o inyectables. La dosis o las
relaciones de concentracion-respuesta se pueden obtener a partir de estudios de laboratorioy / o

en el campo [34].

Cuando hablamos de contaminantes como fuentes de estrés ambiental, éstos si estan
biodisponibles, penetran en las almejas desde el agua, el sedimento o el alimento por medio de
las branquias y se acumulan principalmente en la glandula digestiva via hemolinfa [19-20]. El
sistema digestivo de los moluscos bivalvos desempefia muchas funciones asociadas con los
vertebrados, tales como la absorcién y el transporte de particulas alimentarias, la secrecion de
enzimas hidroliticas o digestivas que catalizan la degradacién de moléculas de gran tamafio para

formar fragmentos mas pequefios mediantes unas reacciones gue se conocen con el nombre de
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reacciones hidroliticas y el almacenamiento de lipidos, glucogeno y minerales [35]. Una vez que

el contaminante se encuentra en el interior del organismo se produce su biotransformacion.
A. TOXICIDAD AGUDA: CE50 O CL50

La toxicidad aguda es aquella en la que los efectos adversos aparecen rapidamente tras
una exposicion o una dosis Unica suficientemente alta. En el laboratorio, la toxicidad se mide
generalmente mediante pruebas estandarizadas de corto plazo (e.j., OECD 2003) con la
mortalidad, la inmovilidad o inhibicion del crecimiento como puntos finales. Estos estudios
permiten obtener informacion cuantitativa para el establecimiento de datos ecotoxicoldgicos

expresados como concentracion efectiva media o letal (CE50 o CL50).
B.TOXICIDAD CRONICA

La toxicidad crdnica es aquella en la que los efectos adversos aparecen tras una
exposicion prolongada. Entre los efectos subletales que se miden en los ensayos de toxicidad
cronica, se encuentran los biomarcadores. Su andlisis facilita el establecimiento de mecanismos
de toxicidad [26]. Es posible analizar el impacto de los agentes estresantes en las almejas con
varios tipos de biomarcadores. En general, los biomarcadores de efecto mas sensibles son las
alteraciones en los niveles y actividades de las enzimas de biotransformacién. En almejas, la
actividad de estas enzimas puede ser inducida o inhibida tras la exposicion a contaminantes
[26], como metales, farmacos y PAHSs. La induccién de la actividad del citocromo P450 fue
observada como consecuencia de la exposicion a carbamazepina (farmaco anti compulsivo y

estabilizador del estado de 4nimo) [36] y a metales [21].

En la mayoria de los ensayos desarrollados con diferentes contaminantes es necesario
conocer la biodisponibilidad de éstos para la especie bioindicadora asi como una acumulacion

en sus tejidos biolégicos, principalmente en glandula digestiva y branquias.
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OBJETIVO

El objetivo principal de este capitulo es el estudio de la respuesta biolégica del
bioindicador bivalvo Ruditapes philippinarum sometido a experiencias de exposicion a
diferentes farmacos (ibuprofeno, carbamazepina y diclofenaco) en condiciones de laboratorio
controladas, que serviran especificamente para imitar los escenarios donde se encuentran los
organismos en el medio ambiente natural. Los ensayos que se usan son diferentes de los
utilizados en los capitulos anteriores, en los que los organismos usados como

bioindicadoreseran de vida libre y se estudiaban en el medio natural.

El estudio se ha desarroll6 para evaluar la respuesta biologica a farmacos, expuestos a
concentaciones subletales, con el objetivo de imitar las condiciones naturales y poder predecir
cambios en biomarcadores metabolémicos. Una vez que se identifican los metabolitos que se
alteraran, las rutas bioquimicas celulares alteradaspermitiran la comprensién de los procesos

bioquimicos asociados a la toxicidad de los farmacos.
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2.1. INSTRUMENTACION ANALITICA
2.1.1. Espectrometro de masas molecular

La caracterizacion de la composicion de metabolitos en extractos se llevd a cabo en un
espectrometro de masas con analizador decuadrupolo - tiempo de vuelo modelo QSTAR XL
Hybridsystem (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), equipado con fuente de ionizacion
electrospray (ESI).

2.2. REACTIVOS

Metanol y cloroformo (HPLC-grade) fueron adquiridos de Fisher Scientific (Leicestershire,
UK), mientras que el acetato de amonio y éacido férmico fueron suministrados por Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany). El agua se purific6 con un sistema de gradiente Milli-Q
(Millipore, Watford, UK).

Materiales estandarizados de carbamazepina (CBZ; CAS number 298-46-4), ibuprofeno (IBU;
CAS number 15687-27-1) y diclofenaco (DCF; CAS number 15307-79-6) con una pureza
mayor al 98% asi como dimetilsulfoxido (DMSO; CAS number 67-68-5; pureza 99.9%) fueron
obtenidos de Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany).

2.3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
2.3.1. Disefio de la experiencia de exposicidon

Los especimenes de R. philippinarum se expusieron a los tres productos
farmacéuticos (carbamazepina, ibuprofeno y diclofenaco) utilizando una dosis subletal o una
concentracion relevante para el medio ambiente de 15 g/L, cada uno de los farmacos se disolvio

individualmente en sulfoxido de dimetilo, DMSO.

Con este fin, se utilizaron quince acuarios de la manera que sigue, empleando tres
replicados de cada experimento: (i) control de agua de mar, (ii) el control de DMSO, (iii)
almejas expuestos a la carbamazepina, diclofenaco e ibuprofeno. Antes de comenzar, los
organismos se pre-aclimataron durante 7 dias y mas tarde se mantuvieron en condiciones semi-
estaticas en acuarios (30 L) con aireacion y agua de mar filtrada (0,45 um). Para la alimentacion
se usO una mezcla de microalgas Nannochloropsis gaditana e Isochrysis galbana, que se
suministré cada diadurante dos horas antes de la renovacion medio. Se llevd a cabo un
controldiario de variables fisicas y quimicas para mantener las condiciones de oxigeno disuelto
(9,2+ 1,1 mg/L), pH (8,3 £ 0,9), salinidad (35,1 + 4,4 PSU), y la temperatura (21,1 + 0,4 °C).
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El tiempo total de la experiencia fue de 22 dias, con 14 dias de exposicion a los
farmacos y 8 dias para la depuracion (sin exposiciona farmacos). De esta forma, tres muestras se
tomaron a lo largo del periodo de exposicion en diferentes momentos, al inicio (control, C),
después de 3y 24 horas (exposicion a corto plazo), después de 7 y 14 dias (exposiciona largo
plazo), y después de 22 dias (tras la depuracion). Ademas, se llevaron a cabo dos experiencias
de control adicionales que se mantuvieron en paralelo sobre la experiencia de exposicion; en
agua de mar limpia (control de agua de mar, SW-C) y agua de mar conteniendo DMSO (control
de disolvente, S-C) y se recogen al final de estos 22 dias, a fin de vigilar el posible efecto del
tiempo de exposicion y el disolvente en los organismos. Un esquema del disefio de exposicion

se muestra en la figura 2.

Finalizado el tiempo de exposicion, las almejas se muestrearon y la glandula digestiva
y las branquias se diseccionaron, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Todoslos especimenes que habian sido muestreados o0 habian muerto, se repusieron en
cada acuario con almejas marcadas con el fin de mantener constante el nimero de especimenes

(30) a lo largo de la prueba.

— — oH 22 DIAS

~— 3H 24H 7 DIAS 14 DIAS
e o
Controles \ & [Evpasiicdn [Dieppuuiyesin
adicionales oo 15 pg/L {en ausencia de
SW-C and S-C o IBU, CBZ or DCF+ DMSO farmacos)

zero control-C
Figura 2.Disefio de exposicién: representacion cronoldgica de los puntos de muestreo. El zero
control-C (verde) al inicio del experimento, hacia la izquierda se representan los controles
adicionales (azul), y hacia la derecha el orden de muestreo para organismos expuestos (naranja)

y depurados (amarillo).
2.3.2- Analisis metabolémico y quimiométrico

El analisis metabolémico y quimiométrico se llevd a cabo de forma anéloga a la descrita
en el Capitulo 3, utilizando un procedimiento de extraccién de las muestras en dos etapas de las
branquias y glandulas digestivas de especimenes sometidos a experiencias de exposicion a
carbamazepina, ibuprofeno y diclofenaco. En los extractos se analizaron los metabolitos
mediante espectrometria de masas QqQ-TOF-MS vy tratamiento estadistico mediante analisis

discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) [37]
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3.1. ANALISIS ESTADISTICO Y METABOLITOS ALTERADOS

Se realizé un andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA, partial
least squares discriminant analysis) en el que se tuvo en cuenta inicialmente los diferentes grupos
de control (control zero C, control de agua de mar SW -C y control de disolvente SC) con el fin
de comprobar que las alteraciones metabdlicas se deben a la exposicion al farmaco,

independientemente del tiempo o la presencia de sulféxido de dimetilo (DMSQO) en el medio.

La figura 3 muestra un la grafica de “scores” resultante del tratamiento estadistico
PLS-DA, en el que todos los grupos de controlprocedentes de glandulas digestivas estan
estrechamente agrupados, y claramente separados de los grupos correspondientes a glandulas
digestivas de organismos expuestos a carbamazepina, lo que demuestra el gran impacto de la
toxicidad de los farmacos sobre el metabolismo sin tener en cuenta el efectodel disolvente o el
tiempo de exposicion, lo que concuerda con los hallazgos previos reportados por Rubin acerca

de la poca actividad de DMSO en el sistema de células animales a bajo dosis [38].

CONTROL

EXPOSED

Figura 3. Graficos de “scores” de PLS-DA teniendo en cuenta los diferentes subgrupos del
estudio, el analisis en modo positivo de extractos polares en glandulas digestivas: CONTROL
(C, SCy SW- C) y expuestos a carbamazepina (después de 3 horas, 24 horas, 7dias y 14diasde
exposicion y a los 22dias tras ser depurado).

Por lo tanto las muestras de los tres grupos de control se agruparon en una sola clase
y se utilizaron como control para su posterior analisis. Los datos se procesaron de nuevo de
acuerdo con el tiempo de exposiciéon (figura 4). Como puede observarse, la separacion se
produce a lo largo del primer componenteestadistico, que manifiesta un cambio de valores
positivo a negativos cuando el tiempo de exposicion se incrementa de muestras de control a los
de exposicion a largo plazo. Ademas, las muestras correspondientes al periodo de depuracién se
agruparon entre los de exposicion a corto y largo plazo, lo que indica la restauracion parcial del

estado metabdlico durante este tiempo.
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Figura 4. Graficos de “scores” de PLS -DA teniendo en cuenta el tiempo de exposicion en
modo positivo de extractos polares de las glandulas digestivas de especimenes expuestos a la
carbamazepina y grupo de control.

Debe tenerse en cuenta que los cambios metabdlicos inducidos por farmacos eran
comunes para los tres farmacos probados, que pueden estar relacionados con su modo no
especifico de accion toxica (MoA) sobre los organismos. EI mas importante MoA no-especifico
de farmacos en estudios ecotoxicoldgicoses la narcosis [39-40], que constituye un estado
reversible de la actividad vital que actla secuestrando estructuras protoplasmaticas. Este efecto,
también conocido como linea de base a la toxicidad, constituye la minima toxicidad que un
compuesto puede provocar [41]. En relacidn a lo anterior, la perturbacion de la estructura de la
membrana y su funcionamiento mediante medida de la disminucion del potencial de membrana
en vesiculas fotosintéticas de membrana aisladas también se puede utilizar para evaluar los
diferentes mecanismos toxicos sobre la energia de la transduccion, incluyendo la inhibicion de
la cadena de transferencia de electrones, el desacoplamiento y la inhibicion la sintesis de
adenosina trifosfato (ATP) [41]. Particularmente, Escher y col. demostraron que la
carbamazepina, el ibuprofeno y diclofenaco, entre otros productos farmacéuticos comunes, que
se encuentran en el medio ambiente, presentan toxicidad no especifica en la vida acuatica [42].
Por lo tanto, se puede concluir que las alteraciones metabélicas que se encuentran en Ruditapes
philippinarum expuesta no se deben a la bioactividad de los productos farmacéuticos, sino que
actian principalmente a través de narcosis, por lo que la interpretacion bioguimica de los

resultados se puede generalizar a las tres experiencias de exposicion.

De esta manera, se hainvestigado recientemente que la carbamazepina y el ibuprofeno
provocan dafios moleculares similares en el mejillén Dreissena polymorpha, provocando
cambios de ARNm de las enzimas y otras proteinas implicadas en la prevencion del dafios a
proteinas y al estrés oxidativo, asi como otras proteinas relacionadas con la desintoxicacion de
farmacos [43]. Ademés, Gravel y col. (2.009) [44] demostraron previamente un mecanismo
comun para los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), respecto a la toxicidad en la
trucha arco iris, por la ruptura de corticosteroidogénesis y la capacidad osmoregulatoria

deteriorada, que fue acompafiada por una mayor capacidad glicolitica en branquias.
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Por ultimo, se realizaron comparaciones de dos clases para simplificar la busqueda de
posibles marcadores de toxicidad inducida por farmacos. Teniendo en cuenta los grupos
mostrados en la figura 4, se aplicé un andlisis discriminante para comparar especimenes
expuestos segun la duracién de la exposicion (a corto y largo plazo) con muestras de control.
Lograndoseuna separacion clara entre el control y los grupos expuestos (figura 5), que muestra
el fuerte impacto de los farmacos en el metabolismo tanto en la exposicion temprana como en la

prolongada.

]

B Control

@ Short-term
exposure

A Llong-term
exposure

_m

Figura 5. Graficas de “scores”considerando los analisis de PLS -DA en el modo positivo de
extractos polares en glandulas digestivas expuestas a corto plazo a carbamazepina vs grupo de

control (A) y glandulas digestivas expuestas a largo plazo a carbamazepina vs grupo de control

(B)

La separacion por clases y el poder de prediccion se utilizaron para evaluar la calidad
de estos modelos estadisticos. En los tres modelos de componentes (figuras 3-5), se obtuvo
unabuena clasificacion de las muestras, como se deduce de la representacion de la grafica de
“scores” (figura5) y los valores de R? siempre por encima de 0,995 en todas las estadisticas
realizadas con datos. Por otro lado, la validacion del modelo usando una estrategia con n
iteracionesprodujo medidas Q°que oscilaban entre 0,6-0,8 para las muestras de branquias, y
superior a 0,85 para las glandulas digestivas, lo que representauna informacién metabodlica

valiosa proporcionada por las glandulas digestivas.

Las representaciones de “loading” (no mostradas) permitieron identificar las sefales
MS de metabolitos que pueden ser importantes para la separacion entre los grupos de control y
los grupos expuestos. Solo las sefales estadisticamente significativas, de acuerdo con su
importancia variable en la proyeccion (Variable Importance in theProjection, VIP, un pardmetro
predictivo indicativo de la importancia de la variable en el modelo), se seleccionaron como

posibles marcadores, que se enumeran en la tabla 1. El hallazgo méas notable fue que los
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metabolitos alterados fueron los mismos para las tres exposiciones de farmacos. Los cambios
metabdlicos importantes se observaron en glandula digestiva, sobre todo en relacién con un
aumento de los niveles de varios lipidos (fosfolipidos y &cidos grasos) y la alteracion de la
homeostasis de aminodcidos y acidos organicos. En el caso de las branquias, se obtuvieron
resultados complementarios, mostrando la posible especificidad tisular de algunos de estos
marcadores. Cabe sefialar que la identificacién molecular de los lipidos individuales no se llevd
a cabo, ya que la desregulacién se encontr6 en toda la familia, en el intervalo de m / z de 650-
850 para fosfolipidos y de 250-300 para los acidos grasos libres.

Glandula digestiva Branquias
Exposicién | Exposicion Exposicién | Exposicion
a alargo a alargo
cortoplazo plazo cortoplazo plazo
Fosfolipidos 1 1 Fosfolipidos 1 1
Acidos grasos Acidos
poliinsaturados(PUFAS) l { glj_r asos 1 T
ibres
Acidos grasos libres 1 1 Urea 1 1
Glutamina ! ! Guanidina 1 1
Glutamato 1 1 Betaina ! l
Arginina 1 1
Alanina 1 1
Aspartato 1 1
Succinato 1 1
Lactato 1 1
Taurina ! !

Tabla 1. Biomarcadores de toxicidad inducida por farmacos, aumento (1 ) o disminucién ( |) de

la expresion en las muestras expuestas vs grupo de control.

Otro hallazgo importante es la evoluciéon temporal de los perfiles metab6licos a lo
largo de la experiencia de exposicion. Por tanto, aunque se observan cambios metabélicos en
tanto la exposiciéon a corto y largo plazo para la mayoria de los biomarcadores potenciales
descubiertos (tabla 1), hay una induccién dependiente del tiempo de exposicién con respecto a
los efectos adversos, como se muestra en la figura 5. Por otro lado, la mejora parcial del estado
metabolico durante el periodo de depuracion parece clara, lo que indica la posible reversibilidad
de los mecanismos toxicos de los productos farmacéuticos. Una vez que se lleva a cabo la
identificacion de los metabolitos que se alteraron, debe buscarse su imbricacion con las rutas
metabdlicas fundamentales, con objeto de establecer los procesos bioquimicos alterados
asociados a la toxicidad de los farmacos. De esta manera se pueden interpretar los resultados
bajo un enfoque bioquimico-toxicolégico como se ilustra en la figura 6para las glandulas

digestivas y las branquias.
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32. METABOLOMICA DE ENSAYOS DE EXPOSICION A FARMACOS
UTILIZANDO LA GLANDULA DIGESTIVA DE R. PHILIPPINARUM

Los cambios metabolicos mas importantes que se producen en las glandulas
digestivasse traducen en el aumento de los niveles de fosfolipidos, &cidos grasos libres,
arginina, glutamato, aspartato, succinato, lactato y alanina, y la disminucién de la presencia de
acidos grasos poliinsaturados, taurina y glutamina que permiten discriminar entre el control y

las muestras expuestas (figura 6).

La acumulacion de fosfolipidos y acidos grasos libres podria estar relacionada con
una alteracion en el metabolismo hepatico de las grasas, que se manifiesta en disfunciones como
la esteatosis y la fosfolipidosis [45]. La esteatosis es un incremento en la acumulacion de lipidos
hepaticos, mientras que la fosfolipidosis es un desorden en el almacenaje en lisosomas que se
caracteriza por la acumulacion intracelular de fosfolipidos. Se ha comprobado que se producen
cambios en el contenido de lipidos que son comunes a una respuesta inducida por el estrés por
contaminantes y, de esta manera, la hiperlipidemia ha sido previamente relacionada con la

exposicion al farmaco en bivalvos [46].

La capacidad de los farmacos para perturbar el metabolismo energético y causar
estrés metabdlico en organismos acuaticos ha sido citada en numerosos articulos [44, 46-47]. En
este sentido, la hipoxia inducida por el estrés ambiental, que conduce a anaerobiosis, es un sello
distintivo comun en la respuesta metabodlica en la toxicologia de los contaminantes en bivalvos
y, en particular, se ha asociado previamente a la exposicion de R. philippinarum a metales [32,

48] o contaminantes organicos como benzo (a) pireno [49].

Por lo tanto, el aumento de la alanina y el succinato, que constituyen los principales
productos finales de la descomposicion anaerobia de la glucosa en los bivalvos, asi como la
presencia de niveles de lactato elevados, podrian asociarse a trastornos del ciclo de la energia
[50].Lo mas representativo del metabolismo anaerdbico en la célula, inducido por una mayor
demanda de energia, es el aumento de la produccion de amoniaco, debido a la actividad de la
enzima glutamato deshidrogenasa, y la sobreexpresion de alanina y de
aspartatoaminotransferasas[51]. Esta situacion de hiperamonemia ha sido previamente
relacionada con la exposicion carbamazepina en la trucha arco iris [47, 52] y podria estar detras
del aumento en los niveles de aspartato y glutamato, junto con una disminucion de glutamina,

debido al proceso activado de desaminacién de aminoacidos [53].

Por altimo, los niveles de arginina también se relacionan con el metabolismo energético,
ya que el equilibrio arginina / fosfoarginina es responsable de la amortiguacion de la energia en

situaciones de demanda energética en invertebrados. El aumento de arginina y ATP se encuentra
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en R. philippinarum expuesto a mercurio [54] y cadmio [55], y en el abal6n, un molusco muy
apreciado para el consumo, en estudios de exposicion a cobre [56]; lo que sugiere una
disfuncion energética. De esta manera, 10s niveles elevados de arginina en glandula digestiva de
R. philippinarum expuesta a farmacos pueden ser considerados como un marcador

complementario de trastornos energéticos.

3.3. METABOLOMICA EN BRANQUIAS DE R. PHILIPPINARUM

El sistema respiratorio es la interfaz mas extensaentre un organismo acuatico con el
medio ambiente, y es con frecuencia el primer sistema afectado por contaminantes. En este
sentido, las branquias pueden considerarse el principal 6rgano diana para la acumulacion de
contaminantes en bivalvos, y por tanto es potencialmente sensible y adecuado para la deteccion

de biomarcadores metabdlicos inducidos por contaminantes.

Sin embargo, el nimero de biomarcadores potenciales que se han encontrado en este
tejido es considerablemente menor que en glandulas digestivas, probablemente debido a su
actividad metabolica méas reducida. Como resultados mas destacados pueden mencionarse la
presencia de niveles mas elevados de lipidos (fosfolipidos y acidos grasos), urea y guanidina, y
reduccion de betaina en muestras de branquias. Estos marcadores se pueden vincular a las
diferentes patologias anteriormente mencionadas para las alteraciones metabdlicas en glandulas
digestivas (figura 6). Por tanto, la acumulacion de lipidos y la disminucion de la betaina estan
asociadas a respuestas como la dislipidemia y perturbaciones de la regulacion osmotica,
respectivamente. Por otro lado, la urea y la guanidina son los principales metabolitos implicados
en la homeostasis del amoniaco, por lo que suincremento en las branquias refleja el proceso
dehiperamonemia debido a la desaminacién de aminodcidos y el exceso de activacién de las

transaminasas.
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GLANDULA
DIGESTIVA BRANQUIAS
A hipotaurina <« — glutamina B
glucosa
l glutamato+—— arginina i
" T pirnate <+ serina*— glicina “— betaina
taurina # GLUCOSA
g ATP + P-arginina acetil-CoA L
aminoacidos § l_’ lactato E i aminoacidos
U pirnato i
alanina
glutamato acetil-CoA oxalacetato  citrato glutamato
l U Ciclo de & aspartato
aspartato «——— oxalacetato  citrato Krebs

:> U Ciclo de & succinato Gacelonlularsty
fumarato Krebs : citrulina iumarato

Ciclo fumarato ¢-cetoglutarato E Ciclo

citrulina
dela dela
urea OTTe
ornitina arginina
ornitina arginina / 0
4

urea urea

Figura 6. Representacion esquematica de las rutas metabdlicas en las que se ven implicados los
metabolitos alterados por induccion de farmacos (ibuprofeno, carbamazepina y diclofenaco) en
las glandulas digestivas (A) y branquias (B) de R. philippinarum. Los metabolitos marcados en

rojo aumentan y en azul disminuyen.
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Este estudio considera las diferencias en los patrones de expresion metabdlica del R.
philippinarum que caracterizan la respuesta a la exposicion a ibuprofeno (IBU), carbamazepina
(CBZ) y diclofenaco (DCF) utilizando la glandula digestiva y las branquias como drganos
diana.

Se comprueba que:

v El nimero de biomarcadores potenciales que se encuentran en branquias es
considerablemente menor que en glandulas digestivas, probablemente debido a su actividad

metabolica mas reducida.

v’ Hay una induccién de metabolitos relacionados con efectos adversos dependiente del tiempo

de exposicion.

v Los cambios metabdlicos inducidos por farmacos son comunes para los tres compuestos
probados, lo que puede estar relacionados con su modo no especifico de accién toxica
(MoA\) sobre los organismos. Las alteraciones metabolicas no se deben a la bioactividad de
los compuestos farmacéuticos, sino a su accion mediante procesos de narcosis, por lo que la
interpretacion bioquimica de los resultados se puede generalizar a las tres experiencias de

exposicion.

v’ Los cambios metabdlicos en glandula digestiva, estan relacionados con hiperlidemia o
alteracion en el metabolismo hepatico de las grasas, asi como la alteracion de la homeostasis

de amino&cidos y &cidos organicos.

v" Se ha encontrado desregulacion en los niveles de lipidos, en el intervalo de m / z de 650-850

para fosfolipidos y de 250-300 para los &cidos grasos libres.

v' Los farmacos perturban el metabolismo energético y causan estrés metabolico, en este

sentido, la hipoxia inducida por el estrés ambiental originado conduce a anaerobiosis.

v/ La alanina y el succinato, que constituyen los principales productos finales de la
descomposicién anaerobia de la glucosa en los bivalvos, asi como la presencia de niveles

elevados de lactato, puede asociarse a trastornos del ciclo de la energia.

v Hay una situacion de hiperamonemia, como consecuencia del metabolismo anaerébico en la
célula, inducido por una mayor demanda de energia, que es debido a la actividad de la
enzima glutamato deshidrogenasa, y la sobreexpresion de alanina y de
aspartatoaminotransferasas, que puede estar asociado al aumento en los niveles de aspartato
y glutamato en glandula digestiva, junto con una disminucion de glutamina, debido al

proceso activado de desaminacion de aminoécidos
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v El aumento observado de arginina y ATP sugiere una disfuncién energética. De esta manera,
los niveles elevados de arginina en glandula digestiva pueden ser considerados como un

marcador complementario de trastornos energéticos.

v' En branquias, la acumulacién de lipidos y la disminucién de la betaina estan asociadas a
respuestas como la dislipidemia y perturbaciones de la regulacion osmdtica,
respectivamente. Por otro lado, la urea y la guanidina son los principales metabolitos
implicados en la homeostasis del amoniaco, por lo que su incremento refleja el proceso de
hiperamonemia debido a la desaminacion de aminoécidos y el exceso de activacion de las

transaminasas.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten alcanzar las siguientes

conclusiones:

1. Los invertebrados usados para estudios de contaminacién ambiental y de exposicion a
farmacos, son buenos bioindicadores para evaluar la respuesta biolégica de organismos
acuéticos a contaminantes emergentes. Se ha demostrado, asimismo, la idoneidad de los 6érganos
diana utilizados en cada caso (fundamentalmente glandula digestiva u branquias) para obtener

una respuesta adecuada.

2. Se ha estudiado la presencia de metales pesados en organismos acuaticos en la zona
del suroeste de la Peninsula Ibérica, considerando ecosistemas costeros y estuarinos, utilizando
como bioindicadores moluscos y crustaceos, comprobandose la presencia de contaminacion
diferencial en distintas zonas con diferente tipo de contaminacién, incluyendo areas del interior
del PND utilizadas como control. Los resultados mas importantes se obtienen para el Cu, Zn,
As, Fe y Cd en glandula digestiva,-revelando claramente, que la contaminacién por metales es
mayor en zonas del entorno de Dofiana. Los niveles mas elevados de contaminacion se
encontraron en la zona de MAT, probablemente debido al vertido de residuos mineros en 1998
de la mina de Aznalcdllar, pudiendo destacarse los altos niveles de Cu en glandula digestiva.

3. La aplicacion del procedimiento metalémico desarrollado mediante el acoplamiento
de la cromatografia de exclusién de tamafio con un sistema de deteccién atomica ICP-MS, para
la caracterizacién de especies metalicas en Scrobicularia plana y Procambarus clarkii,
proporciona una herramienta analitica Util para la evaluacion de la respuesta bioldgica a
contaminantes en organismos que habitan entornos naturales amenazados como estuarios del rio
Arade y Guadiana, y Ria Formosa (en Portugal), y Parque Nacional de Dofiana y sus
alrededores, y estuarios del Guadalquivir y Parque Natural del Cafio de Sancti-Petri (en

Espana).

4. Los perfiles de metalobiomoléculas obtenidos a partir de los extractos de glandula
digestiva de Scrobicularia plana de las zonas de Cadiz y Algarve, muestran varias biomoléculas
unidas a diferentes metales, destacando en todas ellas la importante presencia de Cu, Zn y As.
Se observa la presencia de biomoléculas de Cu- Zn- de baja masa molecular, con un tiempo de
retencion que coincide con el de la GSH, por lo que podria estar unido a estos metales. Sin
embargo, estos resultados no se observan en los perfiles de la zona de Cadiz. La respuesta de
biomoléculas de Cu- Zn- de baja masa molecular es mas marcada en el area de Portugal que en
la de Cédiz. El pico relacionado con el tiempo de retencion de GSH también se encuentra en los
perfiles cromatograficos de As, que puede relacionarse con la presencia de metabolitos de este

elemento, como arsenobetaina y arsenocolina tanto en las zonas de Portugal como de Cadiz.
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5. Los perfiles de metalobiomoléculas obtenidos a partir de los extractos de glandula
digestiva de Procambarus clarkii del PND vy alrededores, muestran varias biomoléculas unidas a
diferentes metales, destacando en todas ellas la importante presencia de Cu, Zny As. Se observa
la sobreexpresion de proteinas relacionadas con el estrés ambiental causado por metales, como
las metalotioneinas que contienen Cu y Zn en la glandula digestiva de P. Clarkii, especialmente
en MAT, hecho que correlaciona con la mayor concentracion de estos elementos en los tejidos
de P. clarkii. Del mismo modo, también se observa una mayor presencia de As-biomoléculas en
MAT. , Ademas, se aprecia sobreexpresion de otras biomoléculas que contienen Zn, las cuales
se relacionan con el estrés oxidativo como la Zn-GSH. La presencia de otros metales toxicos
como As en estas zonas contaminadas origina la presencia de metabolitos de baja masa
molecular (100-300 Da) que contienen As, cuya especiacion en glandula digestiva mediante
HPLC-(IEC)-ICP-MS confirma el carécter critico de MAT. Asimismo, se han encontrado picos
trazados por As pero de estructura desconocida en las zonas contaminadas y no contaminadas
gue coinciden con el tiempo de retencién descrito en la bibliografia para la arsenocolina. En
zonas no contaminadas, como LDP, los perfiles de todas estas metalobiomoléculas en glandula
digestiva, musculo y branquias se reducen de manera considerable, probablemente debido a la

ausencia de contaminantes que provoquen su sobreexpresion.

6. El estudio de biomarcadores bien establecidos, MTs y LPO muestra que existen
alteraciones en la LPO en la glandula digestiva de los cangrejos de rio, relacionadas con
deterioro oxidativo debido a un desequilibrio entre la tasa fisiologica de la produccién de
oxidantes y el tiempo de respuesta de defensa antioxidante. Ademas, la sobreexpresion de MT

también se relaciona con procesos de deterioro oxidativo en las zonas contaminadas.

7. El estudio metabolomico de las zonas en estudio (mediante el empleo de
espectrometria de masas en tadndem ESI-QqTOF) permite una diagnosis inequivoca de la
situacion ambiental de las mismas, que con el complemento de los resultados metalomicos y de
especiacion en S. plana y P. Clarkii, hace posible disponer de una herramienta poderosa para el
disefio de biomarcadores de estrés medioambiental.. En este sentido, ha sido posible establecer
alteraciones metaboldmicas asociadas a la respuesta toxicoldgica, como el estrés oxidativo y la
disfuncion energética, que se relacionan con la alteracion en los niveles de fosfolipidos y su
degradacion, asi como cambios en los niveles de fosfolipidos, glucosa, alanina, arginina, o
diferentes vitaminas, entre otros. Se ha demostrado el impacto que los contaminantes metalicos
tienen en el metabolismo de P. clarkii que constituye un buen bioindicador de contaminacion,
pero aun se precisan estudios complementarios para comprender las respuestas de estos
organismos de vida libre a un solo metal, 0 a otros contaminantes, asi como la cuantificacion de

metabolitos identificados como biomarcadores.
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8. El estudio de la respuesta bioldgica por ESI-QqTOF-MS/MS en el bivalvo Ruditapes
philippinarum sometido a experiencias de exposicion a diferentes farmacos (ibuprofeno,
carbamazepina y diclofenaco), utilizando concentraciones subletales en condiciones de
laboratorio controladas, permite mimetizar los escenarios naturales donde se encuentran los
organismos, y de esta forma identificar los metabolitos que se alteran, y las rutas bioquimicas
celulares relacionadas, asi como, comprender los procesos bioquimicos asociados a la toxicidad
de los farmacos. Se observa que hay una induccién de metabolitos relacionados con efectos
adversos dependiente del tiempo de exposicion y que los cambios metabolicos inducidos por
farmacos son comunes para los tres compuestos probados, lo que puede estar relacionado con su
modo no especifico de accion tdxica (MoA) sobre los organismos. Las alteraciones metabdlicas
no se deben a la bioactividad de los compuestos farmacéuticos, sino a su accién mediante
procesos de narcosis, por lo que la interpretacién bioquimica de los resultados se puede
generalizar a las tres experiencias de exposicion. Por otro lado, los cambios metabdlicos en
glandula digestiva, estan relacionados con hiperlidemia o alteracién en el metabolismo hepético
de las grasas, asi como la alteracién de la homeostasis de aminoécidos y acidos orgéanicos. En
glandula digestiva y branquias se ha encontrado desregulacion en los niveles de lipidos, en el
intervalo de m / z de 650-850 para fosfolipidos y de 250-300 para los acidos grasos libres. Se
aprecia claramente que los farmacos perturban el metabolismo energético y causan estrés
metabolico, en este sentido, la hipoxia inducida por el estrés ambiental originado conduce a
anaerobiosis. En este sentido, la marcada presencia de alanina y succinato, que constituyen los
principales productos finales de la descomposicion anaerobia de la glucosa en los bivalvos, asi
como la presencia de niveles elevados de lactato, puede asociarse a trastornos del ciclo de la
energia. También se observa una situacion de hiperamonemia, como consecuencia del
metabolismo anaerdbico en la célula, inducido por una mayor demanda de energia, que es
debido a la actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa, y la sobreexpresion de alanina y
de aspartatoaminotransferasas, que se asocian al aumento en los niveles de aspartato y
glutamato en glandula digestiva, junto con una disminucion de glutamina, debido al proceso
activado de desaminacion de aminoacidos. Ademas, el aumento observado de arginina y ATP
sugiere una disfuncion energética. De esta manera, los niveles elevados de arginina en glandula
digestiva pueden ser considerados como un marcador complementario de trastornos energéticos.
Respecto a las branquias, la acumulacion de lipidos y la disminucion de la betaina estan
asociadas a respuestas como la dislipidemia y perturbaciones de la regulacion osmotica,
respectivamente. Por otro lado, la urea y la guanidina son los principales metabolitos implicados
en la homeostasis del amoniaco, por lo que su incremento refleja el proceso de hiperamonemia

debido a la desaminacién de aminoacidos y el exceso de activacién de las transaminasas.
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