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Resumo

O acido okadaico atépase entre as toxinas marinas mais abundantes en Galicia, tendo a
capacidade de producir periodicamente a sindrome gastrointestinal Diarrhetic Shellfish Poi-
soning tras o consumo de moluscos bivalvos contaminados. Este traballo avalia a expresion
diferencial dos xenes citocromo oxidasa subunidades Il e III, caspasa 3 7-3, p53, citocromo
P450 e heat shock protein 70 na branquia do mexillon Mytilus galloprovincialis en tempos
curtos de exposicion a toxina acido okadaico coa finalidade de obter biomarcadores de conta-
minacion tempera. Os mexilléns tratados foron divididos en dous grupos e alimentdronse con
cultivos da microalga productora de acido okadaico Prorocentrum lima a concentraciéns de
200 e 20000 células/mL. Os resultados mostran a sobreexpresién do xene citocromo P450 a
ambas as concentracions, confirmando o seu potencial como biomarcador de resposta a acido
okadaico. O xene caspasa 3 7-3 aparece sobreexpresado unicamente a 200 cél/mL, polo que
é preciso profundizar no seu estudo.
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Introducion

Harmful Algal Blooms

As Harmful Algal Blooms (HABs) son acumulaciéns de organismos microscopicos, prin-
cipalmente microalgas, nas augas, que producen efectos adversos nos ecosistemas, a satude
publica e a economia, xa sexa debido & stia propia biomasa ou a toxinas end6xenas (Glibert,
2005). Os problemas econémicos ocasionados polos HABs poden ser debidos ds perdas en
pesca e marisqueo, asi como &s relacionadas coa sanidade e o turismo.

As toxinas producidas polos HABs poden causar a morte directamente a peixes e mo-
luscos, ou ben producirlles pouco dano pero acumularse, prexudicando os consumidores na
cadea tréfica, incluindo os humanos (Figura 1). Existe un amplo rango de toxinas produci-
das polos HABs, entre as que podemos destacar as brevetoxinas, causantes do Neurotoxic
Shellfish Poisoning (NSP); as saxitoxinas, causantes do Paralytic Shellfish Poisoning (PSP);
acido domoico, causante do Amnesic Shellfish Poisoning (ASP); azaspirdcido, causante do
Azaspiracid Shellfish Poisoning (AZP); e o 4cido okadaico e derivados, obxecto de estudo
deste traballo, causantes do Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) (Glibert, 2005).

A natureza das HABs esta determinada en ltima instancia pola oceanografia das costas.
Estas poden ter orixe féra da costa, de xeito natural, ou ben poden desencadearse por factores
antropoxénicos. Os HABs prodicense en todo o mundo de xeito periédico, resultando mais
frecuentes no veran. Ademais, nos ultimos anos observouse un aumento na sua frecuencia a
nivel mundial (Backer e McGillicuddy, 2006).

De entre todas as toxinas mencionadas, as DSP son as que mais relevancia tenen nas cos-
tas de Galicia debido & sia alta frecuencia de aparicion. O acido okadaico e os seus analogos
(dinophysis tozins: DTX-1, 2 e 3) producen a sindrome gastrointestinal en humanos conecida
como Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) tras o consumo de organismos marinos contami-
nados durante as HABs, como poden ser os mexilléns de batea. As toxinas DSP producen
a inflamacién do tracto intestinal, sendo a diarrea o sintoma principal, que pode aparecer
dende 30 minutos a unhas horas despois do consumo. Outros sintomas son as nauseas, a dor
abdominal e os vémitos (European Comission Panel, 2008). A recuperacién ocorre aos 3 dias
aproximadamente. Asi mesmo, sabese que producen danos na mucosa intestinal, e que po-
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Figura 1: Esquema representativo da transmisién da toxina acido okadaico a través da
cadea trofica. As frechas vermellas indican a transmisién aos consumidores humanos
causando o DSP. Modificado de Prego-Faraldo et al., 2013.

derfan estar implicadas na formacién de tumores (European Comission Panel, 2008) (Fujiki
e Suganuma, 1999) (Garthwaite, 2000) (Huang et al., 2010). As toxinas DSP atépanse distri-
buidas por todo o mundo, sendo especialmente abundantes en Europa, Xapén e Suramérica
(Backer e McGillicuddy, 2006).

Acido Okadaico (AO)

O AO (Cy4HgsO13) é unha toxina lipofilica e termoestable (European Comission Panel,
2008) (Figura 2) . Describiuse por vez primeira en 1981 nas esponxas do xénero Halichon-
dria, pero actualmente sabese que a producen principalmente dinoflaxelados dos xéneros
Prorocentrum e Dynophysis.

A toxicidade do AO débese 4 sia funcién como potente inhibidor especifico das serin/treonin
fosfatasas 1 (PP1) e 2A (PP2A), o cal produce un incremento na fosforilaciéon de numerosas
proteinas (Bialojan e Takai, 1988) e a inflamacién do intestino, ocasionando perda de fluidos
por parte das células intestinais e a consecuente diarrea (Valdiglesias et al., 2014).
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Figura 2: Estrutura quimica do dcido okadaico (Gerssen et al., 2010).

Porén, Munday (2013) insiste na necesidade de reformular a idea asumida de que a inhi-
bicién das fosfatasas é a uinica causa da toxicidade.

Debido ao seu caracter lipofilico, o acido okadaico acumilase nos tecidos graxos dos
bivalvos, especialmente na glandula dixestiva. Ainda que o AO é téxico incluso a baixas
concentracions para cultivos celulares de mamiferos, os mexilléns, ao atoparse expostos fre-
cuentemente a este composto (Prego-Faraldo et al., 2013), poden ser capaces de soportalo,
modificindoo mediante diversas transformaciéns (Valdiglesias et al., 2014). Cabe pensar que
disponen de mecanismos para previr o dano.

A detoxificacion tras a inxestién de fitoplancto téxico producese de xeito natural nos
bivalvos, pero a taxa a que isto ocorre pode variar moito entre especies, estacién (unha baixa
temperatura na auga ralentiza o proceso), sitio de acumulacién ou tipo de alimentacién.
Certos estudos suxiren que este iltimo é un dos principais factores (Blanco et al., 1999).

Monitorizacion do acido okadaico

A estabilidade das toxinas DSP implica que nin cocinar os mexillons nin a depuracién son
procesos efectivos ou viables para reducir a toxicidade (Valdiglesias et al., 2014). Os mexillons
de batea filtran un maior volume de microalgas toxicas en comparacion cos bivalvos infaunais,
xa que nestes ultimos o sedimento actiia como un filtro reducindo a exposicion. Polo tanto,
ante a presenza de HABs deben pecharse as bateas ata que se restablezan niveis seguros
para evitar a entrada das toxinas na cadea alimentaria humana. Para minimizar as perdas
econdmicas é preciso optimizar os sistemas de deteccion.

Os métodos de deteccién baseados en paramentros bioléxicos son os mais utilizados actual-
mente (Prego-Faraldo et al., 2013). A Comision de Regulacion (EC) No. 2074/2005 especifica
o uso do bioensaio do rato (Mouse Bioassay ou MBA) ou da rata (Rat Bioassay ou RBA)
para as toxinas marinas lipofilicas. No MBA, un extracto do mexillon de 25 g de carne é in-
xectado aos ratos intraperitonealmente, resultando positivo se 2 de cada 3 ratos morren nun
periodo de 24 horas. O capitulo V (2) (c) e (e) da Secciéon VII do Anexo II & regulaciéon (EC)
No 853/2004 establece un méaximo de 160 microgramos de equivalentes de AO por quilogramo
do corpo total ou calquera parte comestible do molusco bivalvo (European Comission Panel,
2008).

Porén, os bioensaios empregados na Uniéon Europea suscitan problemas éticos en canto
ao sufrimento por parte do animal durante o procedemento, asi como problemas técnicos



(entre moitos outros: alta variabilidade nos resultados, potencial para falsos positivos e falsos
negativos, requirimento de instalaciéns para os animais, etc.) e dubidas entre a comunidade
cientifica por non reflictir os métodos mais avanzados que existen e que non precisan experi-
mentacién animal. Ainda que a Comisién de Regulacién (EC) No 2074,/2005 recolle o uso de
métodos de deteccidn alternativos, non especifica os criterios que deben satisfacerse, polo que
é preciso profundar no estudo destes métodos maéis precisos para facilitar a sta validacion
e aproximarnos ao cumplimento da directiva 86/609/EEC, reducindo ao minimo o nimero
de animais empregados na experimentacién ou investigacién. Ainda que estan disponibles
métodos cuantitativos quimicos e bioquimicos como o LC-MS con potencial nas anélises
de multi-toxinas, o Joint FAO/IOC/WHO ad hoc Expert Consulation sinala que, debido
a complexidade e diversidade dalgins grupos de toxinas, é mais conveniente encaminar as
investigacions aos biomarcadores e os ensaios funcionais (European Comission Panel, 2008).

Un biomarcador é un parametro que reflicte a interaccion entre un sistema bioléxico
e un risco potencial fisico, quimico ou bioldxico. Entre os diferentes tipos que existen, os
biomarcadores de efecto constitiien un cambio bioquimico, fisioléxico ou comportamental nun
organismo que estd asociado cunha posible mingua da saide (WHO e IPCS, 1993). Posto
que os efectos bioloxicos dos xenobidticos aparecen primeiro a nivel molecular ou bioquimico,
a utilizacion de biomarcadores moleculares considérase un método de deteccién tempera dos
efectos a longo prazo a nivel de individuo, poboacién, comunidade ou ecosistema (Cajaraville
et al., 2000).

A utilizacién de biomarcadores moleculares a nivel transcriptémico para a deteccién do
AO permitiria acelerar o proceso actual de regulacién do peche das bateas de mexillén,
incrementando & sia vez a especificidade do ensaio con respecto ao MBA, o cal implica
unha maior seguridade alimentaria e, consecuentemente, unha maior confianza por parte do
consumidor.

Transcriptomica en moluscos bivalvos

O estudo das “omics” (xenémica, epixenémica, transcriptémica, proteémica e metabol6mi-
ca) é un campo en expansion en todos os &mbitos da bioloxia. Porén, este aspecto dos molus-
cos, sendo o grupo de animais marinos mais diverso, clave nos ecosistemas e un importante
recurso alimenticio, permanece ainda pobremente explorado (Suarez-Ulloa et al., 2013).

Ata a data, o unico xenoma de bivalvo secuenciado por completo rematouse en 2012
e corresponde & ostra Crassostrea gigas (Zhang et al., 2012). Esta escaseza de estudos é,
posiblemente, consecuencia da complexidade do xenoma dos bivalvos, debido &s sias unida-
des repetitivas non codificantes e ao seu tamano. O xenoma de C. gigas revelou unha grande
expansion de xenes da HSP70 e inhibidores da apoptose, suxerindo unha relacion coa adapta-
cién ao ambiente inestable da zona intermareal. Outros estudos transcriptémicos en bivalvos
tamén permitiron identificar xenes implicados nas respostas e na adaptacion as condicions
externas (Sudrez-Ulloa et al., 2013).

MytiBase é a primera base de datos normalizada do transcriptoma do mexillon M. gallo-
provincialis, recompilando miles de EST (Ezpressed Sequence Tags) anotadas funcionalmente
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(Venier et al., 2009). A utilizacién de xenotecas normalizadas permite o estudo da expresién
diferencial de xenes pouco abundantes, avantaxando neste aspecto as xenotecas de hibrida-
cién substractiva (Suppression Substractive Hybridization ou SSH) (Zhulidov et al., 2004).

As xenotecas resultan interesantes para unha seleccién preliminar de xenes expresados
diferencialmente en certas condiciéns, pero é preciso validar os resultados mediante a PCR
cuantitativa en tempo real (qPCR), a cal se considera unha técnica moi especifica para
a cuantificacién de diferencias na expresiéon xénica entre mostras (Taylor et al., 2010). A
normalizacion é un dos aspectos mais importantes e, porén, complicados da qPCR. A va-
riabilidade inherente do ARN, dos métodos de extraccién e das eficiencias de amplificacion
fan necesaria a aplicacion de técnicas que controlen este erro. Isto pode conseguirse a varios
niveis dentro do proceso experimental (Huggett et al., 2005): a nivel da extraccién de ARN,
procurando que as mostras tenan un tamano similar; na sintese de ADNc, utilizando alicuo-
tas con concentracions moi similares; e na qPCR, medindo unha referencia interna mediante
os xenes de referencia.

En Galicia, os mexillons tefien especial relevancia econémica na alimentacién asi como
polo seu papel de organismos centinela para a detecciéon da contaminaciéon ambiental. A
lenta eliminacion dos xenobiéticos debida as baixas taxas de biotransformacion posiciona o
xénero Muytilus como organismo extensamente utilizado a nivel mundial para a medida da
contaminacién (Livingstone, 1994). A pesar de existir numerosos estudos dos efectos do AO
en mamiferos, nos organismos marinos, diana principal deste composto, desconiécese ainda
gran parte dos seus efectos. E precisa, por tanto, a realizacién de estudos transcriptéomicos
a nivel da primeira lina de entrada do AO, o cal abrird as portas ao desenvolvemento de
biomarcadores de deteccion tempera, incrementando e eficiencia da xestién das bateas de
mexillon.

A natureza sedentaria dos mexillons, que os condiciona a unha maior exposicién aos
toxicos, pon de relevancia os procesos de adaptacién, reparacion e apoptose. Nestes procesos
tenen papeis clave as caspasas, as proteinas de choque térmico, e o citocromo P450.

As caspasas son proteinas mediadoras no proceso apoptotico, que transducen o sinal de
morte escindindo numerosas proteinas.

As Heat Shock Proteins son chaperonas que permiten o correcto pregamento e ensamblaxe
das proteinas e que se atopan moi conservadas na evolucion. Realizan funciéons de mantemento
celular e actian como inhibidoras da apoptose.

O citocromo P450 ten un importante papel en procesos de detoxificacion. Eo componente
terminal do sistema MFO (mized-function oxygenase) que forma parte da fase I da biotrans-
formacién, e cataliza a oxidacién de diversas substancias inserindo un atomo do osixeno
molecular no substrato (Gibson e Skett, 2001).

O xene p53 é un xene supresor de tumores fundamental no control do ciclo celular (Mut-
tray et al., 2005). Codifica para un regulador da transcricién, promovendo a expresién de
xenes que controlan a reparacion e edicion do ADN, a apoptose e a carcinoxénese. Nor-
malmente atopase inactivo ou degradase rapidamente, pero activase tras o dano no ADN,
evitando a formacion de tumores malignos.

Outros xenes de interese son os da citocromo c oxidasa (COX), que é a encima encargada
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da reducién do osixeno molecular (O5) a HoO na cadea respiratoria mitocondrial. A encima
estd composta por subunidades polipeptidicas codificadas por xenes tanto nucleares como
mitocondriais.

Este traballo englébase dentro dos proxectos de investigacion levados a cabo polo grupo
XENOMAR da Universidade da Coruna. O proxecto de que deriva ten por obxecto a avalia-
cién dos efectos inducidos polo AO a concentracions baixas e tempos de exposicion curtos,
asi como a identificacién das principais rutas moleculares e celulares afectadas por esta to-
xina. Os resultados derivados deste proxecto poderian conducir & identificaciéon de posibles
biomarcadores temperas de presenza de AQO.



Obxectivos

O presente traballo ten como principal obxectivo o estudo da expresién xénica dos xe-
nes citocromo oxidasa subunidade II, citocromo oxidasa subunidade I1I, caspasa 3 7-3, pd3,
citocromo P50 e heat shock protein 70 en branquia do mexillon Mytilus galloprovincialis
tras a sda exposicion a un cultivo de Prorocentrum lima durante un dia, coa finalidade de
buscar posibles biomarcadores de deteccion tempera de presenza de AO no medio marino.
Este obxectivo xeral pode subdividirse en:

» Estudo da expresién dos xenes en branquia de mexillons tratados cunha concentracion
baixa (200 células/mL) de células de Prorocentrum lima.

= Estudo da expresién dos xenes en branquia de mexillons tratados cunha concentracion
alta (20000 células/mL) de células de Prorocentrum lima.






Material e métodos

Organismos de estudo

Os organismos de estudo foron mexilléns Mytilus galloprovincialis adultos de ambos os
sexos recolectados dunha zona de rocha da praia de Valcovo. Tras 72 horas de aclimatacion
nunha cdmara de fotoperiodo, os mexilléns foron divididos en 3 grupos: a) Control: alimenta-
dos coas microalgas Isochrysis galbana e Tetraselmis suecica durante 1 dia, b) Tratados coa
microalga téxica Prorocentrum lima a unha concentracién de 200 células/mL durante 1 dia,
e ¢) Tratados con Prorocentrum lima a unha concentracién de 20000 células/mL durante 1
dia. Os grupos b) e ¢) foron tamén alimentados coas mesmas microalgas que os controis. As
concentracions de células produtoras de AO escolléronse co fin de determinar se a expresion
diferencial dos xenes é dependente da dose, xa que se sabe que o tempo de exposicién é un
factor importante nalgins casos (Valdiglesias et al., 2012).

Seleccionouse o tecido de branquia polo seu papel na filtracion da materia suspendida e
como barreira de defensa.

Seleccion de xenes

A seleccién baseouse en dous criterios. Os xenes da citocromo oxidasa subunidades 11
(COXII) e III (COXIII) escolléronse a partir de xenotecas normalizadas de branquia do
mexillén Mytilus galloprovincialis, en que mostraron expresién diferencial en funcién do tra-
tamento con AO (para COXII atoparonse 370 lecturas na xenoteca control e 90 na tratada,
e para COXIII atoparonse 91 lecturas na xenoteca control e 75 na tratada). O resto de xenes
seleccionaronse debido ao seu interese por formar parte de rutas relacionadas coa apoptose
(caspasa 3 7-3, heat shock protein 70), a detoxificacién (citocromo P450) ou o cancro (p53).
Todos os xenes foron anotados previamente no laboratorio utilizando o programa Blast2GO
a través do CESGA (Centro de Supercomputacién de Galicia).

Utilizéronse dous xenes referencia (housekeeping) para corrixir as diferenzas entre a can-
tidade de ADNc¢ usado como molde mediante a normalizacion. Escolléronse os xenes rps4



(ribosomal protein S4) e gadph (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), recomendados
por Martinez-Escauriaza Arias (2013), cuxa expresién estable foi comprobada previamente
no laboratorio mediante os algoritmos geNorm e Normfinder.

Extraccion de ARN e preparacién de alicuotas

O ARN foi extraido da branquia dun total de 3 pools de individuos, correspondentes
aos 3 grupos indicados na seccion anterior. A partir de cada un dos grupos realizaronse 5
extracciéns distintas (réplicas biol6xicas).

Utilizouse o reactivo Trizol (Trizol Reagent, Life Technologies), seguindo as recomenda-
ciéns do producto, para illar o ARN total. Engadiuse 1 mL de Trizol por cada 100 mg de
tecido, triturouse co homoxenizador Micra D1 (Art Moderne Labortenchnich) en xeo. Cen-
trifugouse 1 mL de cada mostra durante 10 minutos a 12000 g, ao sobrenadante engadiuse
0,2 mL de cloroformo e, tras un vértex, centrifugouse durante 15 minutos a 12000 g. Re-
tirouse posteriormente a fase acuosa, onde se atopa o ARN, a que se engadiu 500 uL de
isopropanol frio. Tras 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugouse 10 minutos a 12000
g, descartouse o sobrenadante e engadiuse 1 mL de etanol 75% ao pellet. Tras un vértex,
centrifugouse 5 minutos a 7500 g, descartouse o sobrenadante e resuspendeuse o pellet con
75 pL de auga milli-Q. As mostras incubaronse a 50°C ata que se disolveu o pellet. O RNA
extraido foi disolto en auga milliQ) autoclavada.

Comprobouse a calidade do ARN extraido co Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific). As mostras que non pasaron os criterios establecidos purificdronse mais engadindo
1/10 en volume de acetato sédico 3M pH 5 e 2,5 de volume de etanol 100 % frio e deixdronse
precipitar a -20°C. Ao dia seguinte centrifugaronse a 1200 g durante 5 minutos e realizaronse
2 lavados con etanol como se describiron anteriormente. Todos os pasos da extraccion do
ARN realizaronse en frio a 4°C e o material de traballo foi tratado con RNase free (RNase
Free 1 Liter Surface Decontaminant).

Posteriormente, prepararonse alicuotas de 100 ng/uL (como xa se mencionou, procurouse
a maxima similitude entre mostras para a normalizacién) que foron utilizadas nos seguintes
pasos.

Deseno e comprobacién de primers

Os primers para levar a cabo a qPCR foron desenados a partir das secuencias EST
(Expressed Sequence Tags) usando a ferramenta Universal Probe Library (Roche), seguindo
os parametros por defecto. Os primers desenados para cada xene e o tamano do amplicén
resultante aparecen indicados na Taboa 1.

O correcto funcionamento dos primers foi comprobado para asegurar a eficacia da qPCR.
Inicialmente sintetizouse ADNc a partir de 2 alicuotas control e 2 tratadas (200 cél/mL) co kit
comercial RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), seguindo as instrucciéns
do fabricante.
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Xene Primer forward Primer reverse Amplicén

gadph* aggaatggccttcagggtac tcagatgctgetttaatggctg 114 nt
rps4* tgggttatcgagggegtag tcecttagtttgtgaggacctg 138 nt
coxII tcgatattttggtgatattgteca tcatcacaaatccatgataccg 71 nt
COoXIII aaggtcaggcttagaagagtgatt gceeectgecaagtttac 60 nt
caspasa 3 7-3  tctgttgaacctattttaccagtcte tgctgtteggaactectett 95 nt
pd3 tgctecttageaaccaggac ggctgetegacaacaacat 60 nt
CYP450 ttagtggatatacaagacggttcaa gttgtatcagtattcatcatctggaaa 61 nt
HSP70 actgggttcatggccactt gecttcacagacaccgaaag 65 nt

Taboa 1: Secuencias dos primers correspondentes a cada xene e tamano do amplicon
resultante expresado en nucledtidos. *: xenes utilizados como housekeeping. COXII: cito-
cromo ¢ oxidasa subunidade II; COXIII: citocromo ¢ oxidasa subunidade 111

As secuencias especificas para cada xene amplificironse cos primers correspondentes co
kit comercial Supreme NZYTaq DNA polymerase (NZYTech). A amplificacién realizouse cun
paso inicial de 2 minutos a 94°, seguido de 35 ciclos de 20 segundos de desnaturalizacién a
94°C, 30 segundos de anelamento a 55°C e 30 segundos de extensién dos primers a 72°C, e
cun paso final de 7 minutos a 72°C.

Finalmente, mediante electroforese comprobouse que o tamano dos amplicéns resultantes
se corresponde co esperado e que non existe contaminacion, dimerizacion ou amplificacion
aleatoria; é dicir, que se cumpre a especificidade do primer (Figura 3).

34 5 6 7 8 9 10111213 14 15

bp bp

2642
2642

300 500

250 250

RS- .
CYP450 HSP70 caspasa 3

COxXlI

Figura 3: Xel de agarosa ao 2,5% onde aparecen os produtos de amplificaciéon dos
primers. Utilizouse o marker XIII (M) que separa de 50 en 50 pb. Os xenes de referencia
non foron incluidos posto que o seu funcionamento xa se comprobou con anterioridade. Os
pocillos 1, 2, 6, 7, 11 e 12 cargdronse as mostras control e nas 3, 4, 8, 9, 13 e 14 cargaronse as
mostras tratadas. Os pocillos 5, 10 e 15 correspéndense cos brancos (ningin ADNc).

A eficacia dos primers dos xenes de referencia rpsj e gadph utilizados para a normalizacién
foi comprobada con anterioridade no laboratorio.
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Sintese de ADNCc

A partir das alicuotas preparadas de ARN, sintetizouse ADNc co kit comercial Trans-
criptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche). Seguironse as instruciéns indicadas polo
fabricante, utilizando 10 uL. das alicuotas de ARN para empregar 1 ug como se especifica.

Este ADNc utilizouse no seguinte paso de estudo cuantitativo da expresién diferencial
mediante qPCR.

PCR cuantitativa en tempo real

A PCR cuantitativa en tempo real ou qPCR realizouse co kit comercial FastStart Essential
DNA Green Master (Roche), no instrumento Light Cycler 96 (Roche). O programa empregado
esquematizase na Figura 4.

Cada pocillo duplicouse obtendo unha réplica técnica de cada mostra, e incluironse con-
trois negativos (sen ADNc) para cada xene a analizar.

Preincubacian 1 952C , 600 s
Amplificacién = gg:g 13:
en 3 pasos 729C . 10s
952C , 5s
Melting 1 652C, 60s
a7eC, 1s
Enfriamento 1 402C, 20s

Figura 4: Pasos utilizados para realizar a qPCR. O programa determina a funcién den-
tro do proceso, acompanado do numero de ciclos e os parametros de temperatura e tempo
correspondentes.

Os resultados foron recollidos e procesados co LightCycler Software 1.5.0 (Roche).

Analise estatistica

Os datos foron analizados co programa REST 2009 V2.0.13. Asumiuse unha eficiencia da
qPCR dun 100 %. As réplicas técnicas foron avaliadas mediante a funcién badCt do paquete
EasyqpcR de R (Pape, 2012). A maxima diferencia de Cq entre réplicas técnicas estableceuse
como 0,5 e non se tiveron en conta as réplicas cun Cq maior de 35.

A hipétese alternativa (H1) utilizada por REST 2009 considera que as diferenzas que
poidan existir entre o grupo tratado e o control se deben unicamente ao azar. Para que
esta hipotese sexa certa, as diferencias resultantes tras intercambiar mostras aleatoriamente
entre os dous grupos non seran maiores que nos grupos iniciais. Para comprobar isto, REST
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realiza técnicas de aleatorizacion (10000 intercambios aleatorios) e contabiliza as veces que a
expresion relativa dos datos aleatorios é maior que a dos orixinais (Pfaffl, 2009). As diferenzas
considéranse significativas cando o p valor: P(H1)<0,05.
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Resultados

Tras o segundo paso de purificacion, todas as mostras de ARN empregadas deron un ratio
de OD260/280 entre 1.8-2.0, o cal é indicador da sia boa calidade (Taylor et al., 2010).

A Téaboa 2 mostra os resultados da anélise estatistica con REST. A unha concentracién
de 200 células/ml., os xenes da caspasa 3 e do CYP450 mostran unha expresién diferencial
significativa (sobreexpresién) con respecto aos controis (p-valores de 0,006 e 0,010, respecti-
vamente). Cando a concentracién aumenta a 20000 células/mL tan sé o CYP450 mantén a
expresion diferencial cun p-valor de 0,032.

Xene p-valor
200 cél/mL 20000 cél/mL

CcOX 11 0,158 0,806
COX III 0,073 0,468
Caspasa 3 0,006 0,356
p53 0,137 0,280
CYP450 0,012 0,028
HSP70 0,091 0,785

Téboa 2: P-valores obtidos para cada xene a concentraciéns de 200 e 20000 células/mL.
As diferenzas consideraronse significativas cun p-valor < 0,05 (valor en negra).

Na Figura 5 aparece representada a expresion relativa dos xenes obxecto de estudo para

cada tratamento (200 e 20000 cél/mL), calculada como o logaritmo en base 10 da relacién
entre a expresion das mostras tratadas e as controis.
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1.2

0.8

0.6

0.4 = 200 cel/mL

* H 20000 celfmL
0,2

Expresion relativa (logl0)

Figura 5: Expresién relativa das mostras tratadas (concentraciéns de 200 e 20000
cél/mL) con respecto aos controis (concentracién de 0 cél/mL) para cada xene ana-
lizado. *: expresion diferencial significativa (p-valor < 0,05).
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Discusion

Os resultados obtidos neste traballo contribien ao avance no conecemento do transcrip-
toma dun organismo de especial relevancia para Galicia como ¢é o mexillon Mytilus gallopro-
vincialis. Ante a escaseza de estudos transcriptéomicos tanto no mexillén como nos moluscos
bivalvos en xeral, os nosos resultados tan sé permiten realizar unha discusién preliminar,
ponendo de relevancia o interese deste traballo. Os experimentos levados a cabo mostran por
primeira vez a expresién diferencial do xene da caspasa 3 ante a exposicién a AO, e confirman
as observacions previas obtidas con respecto ao CYP450.

Os nosos experimentos non mostraron variacions significativas na expresion da COXII e
COXIII ante a exposicion a AO, a diferenza do que se atopara previamente nas xenotecas
normalizadas. Isto mostra a importancia da validaciéon da expresiéon diferencial dos xenes
mediante a qPCR.

Segundo demostraron Lee, Bender e Kadenbach (2002) en figado bovino, a actividade
de COX estd relacionada coa formacion de ROS (Reactive Ozygen Species). Asi mesmo,
Tunez et al. (2003) concluiron que o AO produce estrés oxidativo no cerebro de ratas, o cal
Valdiglesias et al. (2012) relacionaron coa represién na expresién de COXII en humanos tras
24 h de exposicion a AO. Neste estudo establecemos o paralelismo cos efectos do AO na
expresion de COXII de mexillén tras 24 h de exposicion, sen atopar expresion diferencial.
Nos mexilléns, expostos de forma natural ao AO, este parece non producir o estrés oxidativo
observado en ratas.

Por outra banda, COX III atopouse sobreexpresada en branquia de M. galloprovincialis e
M. trossulus como resposta a un choque hipoosmético durante 4 horas (Lockwood e Somero,
2011).

A reducion nos niveis de expresion dalgunha das subunidades da COX dificultaria a
biosintese e ensamblaxe da holoencima, o cal implicaria a inhibicién da sta actividade, un
mal funcionamento da mitocondria, e finalmente, o esgotamento das fontes de enerxia (Pa-
padopoulou et al., 1999).

A proteina pb3 pertence a unha familia homénima ben caracterizada e que xa se sinalou
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como posible biomarcador de estrés xenotoxico en mexilléns, atopandose actualmente baixo
investigacion (Muttray et al., 2005) (Banni et al., 2009).

Ainda que os nosos resultados non detectan represiéon de p53 nas mostras tratadas con
respecto aos controis, Zhang et al. (1994) demostraron en células humanas que o tratamento
con AQ, a través da inactivacién das serin/treonin fosfatasas, produce a hiperfosforilacién
de p53, diminuindo a sta actividade promotora da transcripcion de xenes. Posto que pb3
controla xenes relacionados co ciclo celular, isto suxire un posible mecanismo de formacién
de tumores mantendo os niveis de expresion do xene p53 constantes.

A proteina HSP70 actiia como inhibidora da apoptose participando na ruta dependente
das caspasas, downstream da liberacion do citocromo ¢ dende a mitocondria ao citosol, e
upstream da activacién da caspasa 3 por escisiéon, como demostraron Li et al. (2000) in vitro.
HSP70 impide a escisién da caspasa 3, mediante o seu dominio peptide-binding, asi como a
fragmentacion do ADN. Porén, Jaitteld et al. (1998), estudaron a inhibicién da apoptose por
parte da HSP70 sen efectos na activacién da caspasa 3, actuando downstream dela. Chang,
Huang e Liu (1993) suxiren que a inhibicién das fosfatasas producida polo AO permite a
fosforilacién de componentes do complexo transcripcional dos xenes heat shock (pero non os
basais), potenciando a actividade do promotor de HSP70.

Baixo condiciéns de estrés, aumenta a dependencia celular nas chaperonas. As proteinas
mutadas (como a p53) requiren mais atencién das chaperonas HSP70 que as proteinas nor-
mais, permitindo o mantemento da funciéon como consecuencia da interaccién, ou alternativa-
mente, producindo a marcaxe desas proteinas para a degradacion e evitando a acumulacion
de proteinas deletéreas (Mayer e Bukau, 2005).

A HSP70 12 atopouse reprimida en branquia de M. galloprovincialis e M. trossulus como
resposta a un choque hipoosmético durante 4 horas (Lockwood e Somero, 2011).

As proteinas de estrés-70 xa foron propostas como biomarcadores de contaminacién (Por-
te et al, 2001). O aumento dos niveis de HSP70 incrementa a resistencia contra axentes
inductores da apoptose, mentres que a represion da HSP70 aumenta a sensibilidade cara a
estes axentes (Mayer e Bukau, 2005).

Os resultados deste traballo contrastan cos obtidos previamente no laboratorio, que mos-
traban a sobreexpresion do xene HSP7( ante a exposicién a AO a 200 cél/mL durante 1 dia.
Por tanto, seria preciso repetir o experimento para poder discutir os resultados.

O sistema monoosixenasa do CYP450 participa no metabolismo dos xenobidticos, polo
que é amplamente utilizado como biomarcador especifico para contaminantes organicos como
os PAHs (Bebianno et al., 2007), especialmente en peixes (Cajaraville et al., 2000).

Os nosos resultados mostrando a sobreexpresién do xene C'YP450 en branquia de mexillén
tanto a 200 como a 20000 células/mL coinciden cos obtidos en hepatopancreas por Flérez
Barrés (2012), pero non cos obtidos en branquia. Por tanto, a pesares de considerar a branquia
como un tecido menos activo en procesos de detoxificacion, non se pode ignorar o seu papel
como primeira barreira fronte & exposicion a AO.

Por tanto, como foi descrito en células humanas (Guo, An e Rein, 2010), parece existir
unha implicacién do CYP450 no metabolismo do AO, ainda que é posible que os metabo-
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litos resultantes non produzan unha reducién significativa da sia toxicidade debido a que
o seu papel inhibidor das fosfatasas s6 diminue lixeiramente. A constancia observada na
sobreexpresion de C'YP450 nos nosos experimentos posicionan este xene como un posible
biomarcador tamén para a deteccién do AO.

O aumento dos niveis de CYP450 tras a exposicién a AO deixa lugar a unha posible
sobreexpresion de GST' (Glutation S Transferasa) que se conxugue cos seus metabolitos, pois
é unha encima de fase II. Seria interesante proseguir coa avaliacion da expresion diferencial
de GST.

Curiosamente, os resultados derivados da exposiciéon a AO contrastan coa resposta ao
estrés salino, o cal parece reprimir a expresion de C'YP450 en branquia de M. galloprovin-
cialis e M. trossulus tras un tratamento de choque hipoosmético de 4 horas (Lockwood e
Somero, 2011).

O mecanismo regulador do proceso apoptotico parece ser a represiéon ou sobreexpresion
de xenes das caspasas (Romero et al., 2011).

Ante a presenza dun xenotéxico, producese a liberacién do citocromo ¢ ao citosol o cal,
xunto con dATP, activa a expresion dos xenes caspasa 9 e caspasa 3, iniciando a cascada de
proteasas apoptoticas (Li et al., 1997). A caspasa 3 activa mediante escisién a proteina hete-
rodimérica DFF (DNA Fragmentation Factor), a cal leva & fragmentacion do ADN (Jénicke
et al., 1998) caracteristica da apoptose.

Os nosos resultados en branquia tras 1 dia de tratamento con AO concordan cos realizados
por Romero et al. (2011) en hemocitos da mesma especie tras 24 horas de exposicién a luz
UV, en que a caspasa 3 7-3 apareceu sempre sobreexpresada. E sabido que a luz UV activa
as rutas das kinasas do estrés (JNK, MAPK), induce dano mitocondrial e no ADN; e leva
por tanto & apoptose mediada por caspasas.

Estes resultados indican a relacién entre o AO e a apoptose. E preciso explicar, porén,
por que a sobreexpresién non ocorre a altas concentracions (20000 cél/mL). E posible que
ante estas concentracions de AO, as células sexan incapaces de activar as rutas apoptoticas
e se produza a necrose.

Deste xeito, tanto a sobreexpresion como o mantemento na expresion dos xenes estudados
achega conecementos & comprension da fisioloxia e aos mecanismos adaptativos de M. gallo-
provincialis. O CYP450 parece confirmarse como posible biomarcador de deteccion temperd,
e establecemos un punto de partida para futuros estudos sobre a utilizacion da caspasa 3 7-3
para este mesmo fin. Porén, é preciso ter en conta que o tratamento se levou a cabo en condi-
ciéns de laboratorio, e por tanto seria conveniente a confirmacién destes resultados mediante
a utilizacién de mexilléns de batea durante o desenvolvemento dunha HAB. En experimentos
futuros, seria tamén importante o estudo da expresion destes xenes en individuos xuvenis,
os cales poden presentar unha maior sensibilidade, asi como a separacion dos individuos por
sexos. A expresion diferencial entre tecidos é outro aspecto relevante & hora de realizar a
andlise dos biomarcadores. Por exemplo, Romero et al. (2011) atoparon que os niveis de ex-
presién da caspasa 3 7-3 en branquia son intermedios entre os musculares (minimos) e os
glandulares (méximos).
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Conclusions

As conclusions do presente traballo son as seguintes:

= Os xenes da citocromo oxidasa subunidade II, citocromo ozidasa subunidade III, p53 e
heat shock protein 70 non mostraron variacions significativas na expresion con respecto
aos controis.

» A unha concentracién de 200 células/mL de P. lima os xenes caspasa 3 7-3 e citocro-
mo P450 mostraronse sobreexpresados de xeito significativo con respecto as mostras
control.

» A unha concentracién de 20000 células/mL de P. lima tan sé o xene citocromo P450
se mostrou sobreexpresado de xeito significativo con respecto as mostras control.

= O xene do citocromo P50 parece confirmarse como un posible biomarcador de de-
teccién temperd (1 dia) da exposicién a AO en branquia de M. galloprovincialis. O
xene da caspasa 3 7-3 non parece axeitado para este fin por non mostrar diferenzas
significativas na stia expresién a concentracions altas de AO.
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