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Resumen/Abstract

La contaminacion ambiental es uno de los mayores retos a los que se enfrenta el
mundo actual. A medida que el impacto de las actividades humanas y los problemas de
salud ambiental se convierten en globales en escala y extension, la necesidad de
identificar y hacer frente a los riesgos para la salud asociados a la contaminacion se
vuelve més urgente. Sin embargo, para realizar una actuacion eficaz hay que comprender
no solo la magnitud del problema, sino también sus causas y los procesos subyacentes,
pues solo asi puede esa intervencion enfocarse a donde mas se necesita y donde puede ser

mas efectiva.

El parque Nacional de Dofiana (PND), fundado en 1969 y declarado Patrimonio
de la Humanidad en 1981, es un ecosistema de marismas, arroyos y dunas de arena
situado en la desembocadura del rio Guadalquivir (SO de Espafia), que alberga millones
de aves migratorias y especies en peligro de extincion. Las marismas del PND se
alimentan de los arroyos de la Rocina, el Partido y el Guadiamar y del rio Guadalquivir.
A pesar de ser un espacio protegido, el PND se ve amenazado por la presencia de areas de
agricultura intensiva localizadas en sus inmediaciones y por los poligonos industriales
ubicados en la ria de Huelva (40 km al Oeste). Es, por tanto, esencial el desarrollo de

nuevas herramientas para una evaluacion preventiva de la salud ecolégica del PND

Las respuestas a nivel molecular o celular en organismos centinela que habitan
zonas contaminadas pueden dar informacion completa y biolégicamente relevante del
posible impacto de mezclas complejas de contaminantes toxicos en la integridad del
ecosistema. Ventajas importantes de esta aproximacién son la capacidad de las especies
bioindicadoras elegidas para detectar la aparicion temprana diversas condiciones de estrés,
y su utilidad para monitorizar la progresion o la regresion de esa perturbacion ambiental a
distintos niveles de organizacion bioldgica. Los biomarcadores “convencionales"”, como
la medida de cambios de actividad de enzimas antioxidantes o biotransformadoras, tienen
un sesgo importante para evaluar la contaminacion, pues se centran solo en algunas
respuestas biologicas, excluyendo otras cuya relacion con la contaminacion es adn
desconocida. En contraposicion, las tecnologias 6micas se estdn convirtiendo en una
poderosa estrategia en estudios medioambientales. Las dmicas difieren de la investigacion
tradicional dirigida por hip6tesis en que son aproximaciones para el descubrimiento de

nuevas respuestas. En este sentido, la Protedmica Ambiental identifica las relaciones
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entre los cambios de expresion de proteinas y la contaminacion. La determinacion de
cambios en los perfiles proteicos puede proporcionar una muy valiosa informacion sobre
los mecanismos de respuesta a la exposicion a un contaminante o cualquier otro factor de
estrés ambiental. La metaboldmica es otro método eficaz para evaluar el estado de salud
de los organismos basado en la identificacion de metabolitos de bajo Mr, cuya produccion
y niveles varian con el estado fisioldgico, patolégico o de desarrollo de células, tejidos,

6rganos o el organismo completo.

Este trabajo se ha propuesto desarrollar algunas de estas nuevas herramientas
analiticas para evaluar la salud ambiental de los ecosistemas que rodean al PND, para dar
respuesta a la preocupacién social originada por la supuesta presencia de contaminantes
en el corazon del Parque. Se utilizd6 Procambarus clarkii como especie bioindicadora.
Este crustdceo decapodo (cangrejo rojo) fue introducido en 1973 en la cuenca baja del
Guadalquivir (SO Espafia), donde su poblacion alcanzé alta densidad. Su largo ciclo de
vida, amplia distribucién geogréfica y sedentarismo, hacen de esta especie un buen
bioindicador para evaluar los efectos de los contaminantes, tanto en condiciones

controladas como en entornos reales.

Considerando las distintas actividades antropogénicas que amenazan al PND vy
las vias por las que los contaminantes pueden acceder a él, se capturaron ejemplares de P.
clarkii en puntos clave de varios de los arroyos que alimentan los acuiferos del PND, y
gue traen aguas desde zonas urbanas o donde se practican labores de agricultura intensiva
situadas en los alrededores. Al NE, las capturas se hicieron en la zona del Matochal
(MAT) en las marismas entre el Guadiamar y el Guadalquivir, donde estan los campos
que producen la mayor parte del arroz de nuestro pais. Hacia el NO, se capturaron
animales en los arroyos del Partido (PAR) y la Rocina (ROC), donde se cultivan citricos
y fresas y se usan grandes cantidades de agroquimicos. Como referencia se capturaron
animales en una laguna del interior del Parque (LP), en principio, alejada de las fuentes

de contaminacion.

Hay una enorme deficiencia de conocimiento acerca de como la contaminacion
por agroquimicos esta afectando la calidad medioambiental del Parque, pues este tipo de
contaminacién es difusa y dificil de evaluar. La agricultura convencional utiliza gran

cantidad de productos agroquimicos (fertilizantes, herbicidas, insecticidas, pesticidas) que
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pueden causar la entrada inadvertida de metales pesados en el medio ambiente. Los
metales son muy toxicos para la vida acuética, ya que persisten en el ambiente y se
acumulan en los organismos, por lo que se magnifican sus efectos a través de la cadena
alimentaria. Varios estudios han demostrado que las especies reactivas de oxigeno y el
estrés oxidativo juegan un papel clave en la toxicidad y carcinogenicidad de los metales,
pues la exposicion a metales afecta a los organulos y componentes celulares, como la
membrana celular, mitocondria, lisosomas, reticulo endoplasmatico, el ndcleo y algunas

enzimas implicadas en el metabolismo, la desintoxicacion y reparacion del dafio al DNA.

Se usé la metodologia ICP-MS para analizar el contenido de metales en tejidos
de P. clarkii y los sedimentos de las zonas donde viven y que pueden ingerir,
encontrandose una correlacion directa entre los niveles de metales de la glandula
digestiva y branquias y de los sedimentos. También se analizaron los dafios oxidativos de
lipidos y proteinas (carbonilacion) y se midieron los niveles de tioles reversiblemente
oxidados en residuos Cys proteicos, como indicadores de alteraciones en rutas de
sefializacién controladas por el estatus redox celular. La acumulacién de metales
esenciales o toxicos en los animales iba en paralelo con la cantidad de dafios observados
en lipidos y proteinas, y con una importante desregulacion del estado de oxidacion de
tioles de muchas proteinas implicadas en estrés del reticulo endoplasmico, defensa
enzimatica antioxidante, desbalance de la respiracion mitocondrial, disminucién de la tasa
glucolitica y en un cambio metabdlico que dirige la glucosa hacia la ruta de las pentosas
fosfato, para generar poder reductor necesario para que funcionen las enzimas

antioxidantes y el metabolismo de la glucosa.

Para profundizar en el conocimiento de las alteraciones metabdlicas causadas
por la contaminacion ambiental en los tejidos de P. clarkii, se llevo a cabo un estudio
mediante proteémica cuantitativa (2DE-DIGE) para identificar cambios en los niveles de
expresion de proteinas que pudieran dar nueva informacién sobre los mecanismos de
toxicidad que se generan tras la exposicion a contaminantes. Los cangrejos de zonas
contaminadas presentaron alteraciones en los niveles de proteinas implicadas en el estrés
oxidativo, procesos inflamatorios y de regulacion epigenética de la expresion génica. En
estos cangrejos se detectdé un cambio metabolico dirigido hacia la glucolisis aerobia, para

generar ATP y NADPH en una situacion de estrés oxidativo que altera la integridad
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mitocondrial. Estas proteinas diferencialmente expresadas podrian servir como
biomarcadores de exposicion, ademéas de permitir identificar los procesos metabélicos y
fisioldgicos alterados por los contaminantes presentes en PND y sus alrededores.

Por ultimo, para obtener informacion mas completa sobre la respuesta
bioquimica de P. clarkii a la exposicion crénica a contaminantes ambientales, se usé la
metaboldmica como un método eficaz para evaluar el estado de salud de los organismos.
Los resultados del estudio metabolomico mediante espectrometria QqQ-TOF-MS,
corroboran y complementan los datos protedmicos. Los metabolitos cuyos niveles se
vieron alterados por contaminacion indicaban estrés oxidativo, disfuncién metabdlica y
dislipidemia.

Los estudios a gran escala utilizando émicas se han aplicado con éxito para
explorar las diferencias en la abundancia de metabolitos y proteinas y de modificaciones
post-traduccionales que pueden sufrir éstas. Integrados con los datos bioguimicos, los
resultados presentados en esta tesis dan un nuevo punto de vista sobre los procesos
celulares que ocurren en células de organismos expuestos a contaminantes ambientales.
La integracion de las distintas aproximaciones omicas empleadas permite establecer que
la exposicion crdnica de cangrejos de rio P. clarkii a la contaminacion provoca cambios
en muchas funciones fisioldgicas relacionadas con la defensa contra el estrés oxidativo,
tales como el estrés del reticulo endoplasmatico, la inflamacién y la respuesta inmune, y
cambios en el metabolismo energético para adaptarse a una situacion en la que la funcién
mitocondrial se ve comprometida por el dafio oxidativo en lipidos y membranas

bioldgicas.
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Environmental pollution is one of the greatest challenges that the world is
facing today. As the impact of human activities and issues of environmental health
become global in scale and extent, the need to recognize and to address health risks
associated with environmental pollution becomes more urgent. Effective action, however,
requires an understanding not only of the magnitude of the problem, but also its causes
and the underlying processes, so that actions can be targeted where they are most needed

and likely to have greatest effect.

Dofiana National Park (DNP), established in 1969 and declared a World
Heritage Site in 1981, is an area of marsh, shallow streams and sand dunes located at the
mouth of the Guadalquivir River (SW Spain), and shelters millions of migratory birds and
endangered species. DNP marshes are fed by the Rocina, Partido and Guadiamar streams
and by Guadalquivir River. Despite being a protected space, DNP is threatened by areas
of intense agriculture located nearby, and by industrial settlements located at Huelva
Estuary (40 km West). The development of new time and cost effective tools for

predictive evaluation of DNP ecological health is hence, essential.

Responses at molecular or cellular levels in resident organisms can provide
complete and biologically relevant information on the potential impact of complex
mixtures of toxic pollutants on the ecosystem. An important advantage of this approach is
the ability of the selected bioindicator species to detect the early occurrence of stress
conditions and its use to monitor the progression or regression of environment
disturbance at several levels of biological organization. “Conventional” biomarkers, such
as the activity of biotransforming or antioxidative enzymes, are quite biased for pollution
assessment because they concentrate in few biological responses but exclude others
whose relationship with pollution is still unknown. By contrast, direct omic approaches
are becoming a powerful strategy in environmental studies. Omics differs from traditional
hypothesis-driven research because it is a discovery-driven approach. Environmental
Proteomics studies the relationship between pollution and protein expression changes.
Proteome-associated profiling can provide a greater insight into the mechanism of a
response to chemical contaminant exposure or to diverse environmental stressors.
Metabolomics is also an effective approach to assess the health status of organisms via

identification of low Mr metabolites, whose production and levels vary with the
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physiological, developmental, or pathological state of cells, tissues, organs or whole

organisms.

This study aimed to develop some new analytical tools to assess the
environmental health of the ecosystems surrounding DNP to give response to the social
concern raised by the putative presence of contaminants at the DNP core. We have used
Procambarus clarkii as the bioindicator species. This decapod crustacean (red crayfish)
was introduced in 1973 into the lower Guadalquivir Basin (SW Spain), where it reached
dense populations. Its long life-cycle, wide distribution, and sedentary lifestyle make it a
good bioindicator species to assess the effects of contaminants, under controlled

conditions and in real environments.

Given the different human activities that threaten DNP and the paths followed
by contaminants to access it, P. clarkii specimens were captured at key points of several
streams that feed DNP aquifers, coming from the urban and/or intensive agriculture areas
located nearby. To the NE, the marshes between the Guadiamar stream and Guadalquivir
River (Matochal area, MAT) are responsible for most of the rice produced in Spain. To
the NW, near the Partido (PAR) and the Rocina (ROC) streams, strawberry and citrus are
cultured using large amounts of agrochemicals. Reference animals were captured in a

lagoon inside the Park (LP), supposedly away from any contamination source.

The most serious gap in the knowledge about environmental quality within
Dofana is related to agrochemical pollution, as this type of contamination is diffuse and
difficult to assess. Conventional agriculture is based upon a high input of agrochemicals
(fertilizers, herbicides, insecticides, pesticides) that may cause the inadvertent addition of
heavy metals to the environment. Metals are highly toxic for human and aquatic life, as
they persist in the environment and progressively accumulate into the organisms, so their
effects biomagnifies through the food chain. Several studies have demonstrated that
production of reactive oxygen species and oxidative stress play a key role in the toxicity
and carcinogenicity of metals, since metal exposure affects cellular components such as
plasma membrane, mitochondria, lysosomes, endoplasmic reticulum, nuclei, and some

enzymes involved in metabolism, detoxification, and repair of DNA damage.

We analyzed by ICP-MS the metal contents in P. clarkii tissues and in the

sediments where they dwell. Metal levels in P. clarkii digestive gland and gills reflect
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sediment contents. We also analyzed the oxidative damage to P. clarkii lipids and
proteins (carbonylation) and measured the level of reversibly oxidized thiols in protein
Cys residues as an indicator of redox-driven signaling pathways alterations.
Accumulation of essential and toxic metals was paralleled by clear signs of oxidative
stress to lipids and proteins and by significant deregulation of many proteins involved in
endoplasmic reticulum stress; antioxidative defense; mitochondrial respiratory imbalance,
reduced glycolysis and a metabolic shift that diverts glucose into the pentose phosphate

pathway to generate reducing power for antioxidant enzymes, and for glucose metabolism.

To gain a deep insight into the metabolic alterations caused by environmental
pollution in P. clarkii we used quantitative 2DE-DIGE proteomics to identify changes in
the expression levels of proteins that might potentially provide new insights into toxicity
mechanisms that are generated following exposure to contaminants. Polluted crayfish had
altered levels of proteins involved in oxidative stress and epigenetic and inflammatory
processes. They showed also a metabolic shift to enhanced aerobic glycolysis, to generate
ATP and NADPH in an oxidative stress situation that altered mitochondrial integrity. The
deregulated proteins may be useful as pollution biomarkers, and can also give insight
about the metabolic pathways and/or physiological processes affected by pollutants in
DNP and its surrounding areas.

Finally, to acquire deeper information on P. clarkii response to chronical
exposure to environmental pollutants, we used metabolomics as an effective approach to
assess the health status of organisms. The QqQ-TOF-MS metabolomic results
corroborated and completed the proteomic data. Several metabolites were discovered as
potential pollution biomarkers, indicating oxidative stress, metabolic dysfunction, and

dyslipidemia.

Large-scale studies in the field of omics have been successfully applied to
explore the differences in protein and metabolite abundance and post-translational
modification of protein. Combined with biochemical data, the results presented in this
Thesis provides a “fresh” view for the cellular processes that occur in organisms under
environmental pressure. This integrative approach allows to establish that chronic
exposure of P. clarkii crayfish to pollution causes changes in many physiological

functions related to defense against oxidative stress, such as endoplasmic reticulum stress,
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inflammation and immune response, as well as alterations in energy metabolism to adapt
to a situation in which the mitochondrial function is compromised by oxidative damage to
lipids and biological membranes.
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Contaminacién ambiental

Se entiende por contaminacion la presencia en el medio ambiente de uno o mas
contaminantes o cualquier mezcla de ellos con capacidad para degradar su calidad y
perjudicar la flora, fauna, y/o el bienestar humano. Entre los distintos tipos de
contaminantes, los quimicos (aniones inorganicos, metales pesados y compuestos
organicos) constituyen el grupo mas importante, debido a su gran nimero y
omnipresencia en el medio ambiente. Se fabrican en la actualidad mas de 140.000
compuestos quimicos diferentes, un tercio de los cuales son considerados perjudiciales
para la salud, en el sentido de que se sabe, 0 se sospecha, que pueden causar cancer,
mutaciones, defectos al nacimiento o son toxicos en general. La produccion global de
compuestos quimicos es de unos 30 millones de Tm al afio, calculandose que se triplicara
para mediados de siglo (Fig. 1). Con todo, estos compuestos quimicos son solo una
pequefia parte de los contaminantes que cada afio entran en los ecosistemas: 130 millones
de Tm de nitrégeno y fdsforo a consecuencia de la produccion de alimentos o el
ineficiente manejo de desechos; 400 millones de Tm de residuos peligrosos; 13 billones
de Tm de combustible fosiles; 30 millones de Tm de residuos minerales; 35 billones de
Tm de carbon y 75 billones de Tm de suelo superficial, la capa organica del suelo que se

elimina de las zonas donde se desarrollan proyectos mineros ™.

B Global chemical production
[ Global population

Projected growth index

2000 2005 2010 2015 2020 2025 230 2035 2040 2045 2050

Year

Figure 1. Projected growth in worldwide chemical production and global
population through 2050
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La contaminacién se ha convertido en el més serio de los problemas
medioambientales, suponiendo una enorme amenaza para la salud de personas y
ecosistemas. Son numerosos los estudios que relacionan contaminacion y desérdenes
perinatales, mortalidad infantil, problemas respiratorios, alergia, tumores, enfermedades
cardiovasculares, incremento de estrés oxidativo, disfuncion endotelial, desérdenes
mentales y un largo etcétera de enfermedades ligadas a la exposicion a una cantidad
creciente de compuestos en la atmédsfera, en las aguas y los suelos, especialmente en areas
industriales y urbanas. Se estima que la contaminacidn se convertira en la principal causa

de mortalidad prematura en el mundo en torno al afio 2050 (Fig. 2) 2.

Suspended particles 7 77 72244

Tropospheric ozone 2/

u2010
Unhealthy water 7 7
sources | 22030
Indoor air pollution 7 7 2050
Malaria v Z]
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4.0

Deaths (million)

Figure 2. Global premature deaths from selected environmental risks: Baseline, 2010 to
2050.

La entrada de contaminantes a los ecosistemas suele ocurrir por una liberacién
no intencional: accidentes, catastrofes, aguas residuales, efluentes industriales, uso de
biocidas, etc. En general, solo somos conscientes de los riesgos cuando se producen
grandes catastrofes que causan la muerte de numerosos seres vivos. Sin embargo, aunque
menos visble, es mucho mas importante la entrada continua de contaminantes debido a
los residuos urbanos e industriales, introduccién de nuevos plaguicidas y fertilizantes en
la agricultura intensiva, aumento y concentracion de poblacion en ciudades, regulacién de

cauces, actividades mineras, etc.

Algunos de compuestos liberados al medio son degradados quimicamente o por
microorganismos, pero otros permanecen en suelos y agua y pueden entrar en los

organismos expuestos a ellos y ser transferidos a los proximos niveles troficos 2,
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apareciendo sus efectos dafiino, en ocasiones, mucho tiempo después. Por esta razon, el
seguimiento medioambiental se estd convirtiendo en algo de vital importancia para
detectar donde ocurre la contaminacion, los contaminantes implicados, sus fuentes y para

evaluar sus efectos sobre los seres vivos.

La Tabla 1 se resume los principales tipos de contaminantes ambientales, que se

comentan brevemente a continuacion.

PO a pe 0 e
Organic pollutants
PCBs Industry
Aromatic hydrocarbons Industry, petroleum related activities
Pesticides Agricultural activities
Sewage water Urban areas, farms
Detergents Industry, urban
Sediments Industry, mining, urban
Inorganic pollutants
Metals Industry, mining
Organometalic compounds Pantings
Radionucleids Nuclear power plants
Asbests Industry

Table 1. Main types of pollutants in the environment

Contaminantes organicos.

Son resistentes a degradacion medioambiental y persisten en el ambiente (se
denominan persistent organic pollutants, POP), por lo que se acumulan en los
organismos, principalmente en tejidos ricos en lipidos, resultan dificilmente excretables y

acaban ejerciendo graves efectos nocivos sobre la salud de humanos y ecosistemas.

Los policlorobifenilos (PCB) son contaminantes organicos polihalogenados
estables a temperaturas elevadas, no inflamables, de baja conductividad eléctrica y
resistentes a é4cidos, bases y oxidacion *. Por estas propiedades se han usado como
dieléctricos, fluidos lubricantes, de transferencia de calor, hidraulicos, retardantes de

llama, y también como plastificantes en pinturas °. Los PCB se encuentran entre los
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contaminantes mas persistentes en el medio debido a su gran estabilidad y su muy lenta
biodegradabilidad (su vida media oscila entre los 10 y 15 afios), por lo que actualmente su
empleo esta muy restringido, sobre todo en sistemas abiertos, donde no puede controlarse

su dispersion.

Dioxinas y furanos son los nombres vulgares de dos grupos de sustancias
organocloradas, las policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y los policlorodibenzofuranos
(PCDF), entre los que incluyen algunos de los compuestos méas téxicos conocidos en la
actualidad. Son productos secundarios generados durante la sintesis de otros compuestos.

Tienen elevada persistencia y son facilmente bioacumulables *°.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) (polycyclic aromatic
hydrocarbons, PAHS) son compuestos con varios anillos bencénicos, poco solubles en
agua y facilmente acumulables en tejidos grasos, que se generan por combustion
incompleta de derivados del petrdleo. Muchos PAH, como el benzo(a)pireno y el
benzo(a)antraceno se convierten en potentes mutagenos y carcindégenos cuando actlan

sobre ellos enzimas biotransformadoras como los citocromos .

Los plaguicidas se usan ampliamente para combatir los parasitos de cultivos,
ganado, animales domésticos, del hombre y del ecosistema en general. EI enorme
beneficio de estos compuestos sobre la abundancia y calidad de cultivos y ganados
contrasta con los problemas de caracter medioambiental derivados de su uso. Los
plaguicidas organoclorados se caracterizan por su baja solubilidad en agua y su gran
liposolubilidad. Son muy persistentes y bioacumulables, mas que el resto de los
plaguicidas. Ello llevd a su prohibicion hace ya mas de 40 afios en los paises
desarrollados, aunque se siguen usando para el control de la malaria y de la enfermedad
causada por el virus Zica, en paises tropicales productores de buena parte de los alimentos
gue se consumen en otros lugares del mundo. Otro importante grupo son los
organofosforados, derivados de los &cidos fosférico y tiofosforico. Aunque algunos
tienen alta toxicidad, se consideran en conjunto mas aceptables que los halogenados
desde el punto de vista medioambiental, por su corta vida y escasa bioacumulacién®. Los
carbamatos, derivados del acido carbamico, se suelen usar si los organofosforados no son
efectivos. Al igual que los organofosforados, no son muy persistentes en el medio

ambiente ni muy bioacumulables, por lo que su uso esta autorizado ®.
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Metales

Entre los contaminantes potencialmente mas toxicos para el medio ambiente se
encuentran los metales pesados como cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr), mercurio °,
manganeso (Mn), niquel (Ni), plomo (Pb) y metaloides como arsénico (As). Dichos
elementos forman parte de los ciclos biogeoquimicos, que determinan su presencia y
concentracién en agua, aire, suelo y biota. Las actividades de origen antropogénico
(mineria, procesos industriales, agricultura, transporte), los vertidos accidentales y
procesos naturales como la actividad volcéanica, la meteorizacion quimica y la ventilacion
oceanica, alteran estos ciclos y modifican la concentracion de los metales, que se
distribuyen por todos los niveles de los ecosistemas, poniendo en peligro a éstos y a todos
los organismos que los habitan.

La elevada toxicidad de los metales radica en su alta persistencia, rapida
acumulacion en los organismos vivos, formacion de asociaciones quimicas complejas y
reactividad ' ™. A nivel celular, los metales pesados generan, entre otros dafios, especies
reactivas del oxigeno que provocan estrés oxidativo y dafios a biomoléculas, llegando a
comprometer seriamente la homeostasis celular y desencadenando diversos mecanismos
compensatorios a nivel molecular que pueden servir para medir su presencia en el medio

y el el grado de exposicién del organismo **2.

Evaluacion de la calidad ambiental: Bioindicadores y
biomarcadores

Indicadores de contaminacién ambiental

El impacto de los contaminantes en los ecosistemas se puede evaluar mediante
diferentes metodologias. Tradicionalmente se ha utilizado la valoracion fisico-quimica de
la presencia del contaminate en el medio, estableciéndose umbrales de concentracion para
algunas sustancias toxicas como indicadores de calidad ambiental. Pero los efectos de la
entrada de contaminantes a un ecosistema pueden persistir mucho después de que los
pardmetros fisico-quimicos hayan vuelto a la normalidad (los ecosistemas necesitan

tiempo para recuperarse). La informacion obtenida a través de los anélisis quimicos no es
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suficiente para conocer la contaminacion de un ecosistema, pues estos analisis precisan:
(i) que se conozca previamente cuéles son los contaminantes presentes, (ii) solo detectan
los contaminantes que se encuentran a concentraciones superiores a los limites de
deteccion de cada técnica, (iii) no informan de posibles interferencias y, sobre todo, (iv)
no informan sobre los efectos bioldgicos de los contaminantes %°. Esta informacion se
consigue gracias a la biomonitorizacion, mediante el andlisis en un organismo vivo, de
una serie de parametros biolégicos cuya alteracion respecto a las condiciones naturales
indica una perturbacién del ecosistema, informando asi tanto de la presencia (de hecho,
algunos procesos de contaminacion se detectan mejor por un seguimiento biolégico %)

como del efecto de los contaminantes en los seres vivos °.

Bioindicadores

Un bioindicador es un organismo o un conjunto de ellos que responden a la
variacion de un determinado factor abidtico o biético del ecosistema, de tal manera que la
respuesta queda reflejada en el cambio de valor de una 0 mas variables; estas variables o
caracteristicas, se denominan biomarcadores. Los bioindicadores deben ser organismos
muy sensibles a su ambiente, que cambian aspectos de su forma o de sus funciones
biolégicas y que desaparecen o, por el contrario, prosperan ante la contaminacién de su
medio. Un bioindicador ideal debe tener amplia distribucién; ser una especie no protegida,
con progenie relativamente abundante, que permita una captura/recoleccion facil; ser sésil

0 Vivir en territorio restringido y ser bien conocido a nivel bioquimico y fisiolégico Z.

Los biondicadores biol6gicos pueden medir la salud de un ecosistema actuando
como indicadores ecoldgicos, permitiendo medir pardmetros que describen la estructura y

funcionamiento de los ecosistemas 2*

. También pueden dar informacion sobre las
condiciones ambientales de su habitat con su presencia/ausencia o cambios de conducta.
Pero muchas veces los contaminantes causan alteraciones sin efectos visibles externos
que requieren el uso de biomarcadores, cuyos niveles proporcionan informacién sobre la
exposicion, la posible interaccion de los contaminantes (antagonismos, sinergias, efectos

aditivos) y las transformaciones de las sustancias al ingresar en los organismos® %,
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Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como parametros medidos en fluidos bioldgicos,
células, tejidos 0 animales que indican en términos bioquimicos, celulares, fisiologicos o
energéticos la presencia de contaminantes, sus efectos bioldgicos o los riesgos de su
presencia en los ecosistemas " ?°. Son numerosos y diversos los parametros que se han
venido usando como bioindicadores: bioacumulacion de contaminantes, tasas de
respiracion y otros parametros fisiol6gicos, alteraciones en el comportamiento, la calidad
de la cascara del huevo, el blanqueamiento del coral, etc. La Tabla 2 resume algunos
biomarcadores habituales de contaminacion correspondientes a diferentes niveles de
organizacion y sus capacidades de deteccion. Entre ellos, los biomarcadores moleculares
y celulares son los de mayor significado toxicologico, los méas sensibles y los primeros
que se alteran, por lo que sirven como alertas tempranas ante los efectos ambientales de

los contaminantes y avisan antes de que el ecosistema sufra dafios irreversibles.

Table 2: Some conventional biomarkers

Organization
Biomarker Biological response level Response time
eve

DNA damage Adduct formation Molecular Early

Monooxygenases Induction Molecular Early Moderate
Metabolites Xenobiotics Molecular Early Low
Antioxidant enzymes Defense against Molecular Early Moderate
oxidative stress

Cholinesterase Inhibition Molecular Early Moderate
Heme synthesis Abnormal porphyrins  Molecular Medium Moderate
Chromosomal aberrations Abnormal DNA Subcellular Medium / late High
Immunocompetence Phagocytosis Cell Medium / late Moderate
Cell transformation Necrosis / neoplasia Cell / tissue Late High

n index Variation in increase Organism Late High
rates

DNA damage Adducts formation Organism Late High
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La Fig.3 muestra los tipos de biomarcadores moleculares pertenecientes a
distintos niveles de organizacion y tiempos de respuesta biolégica a la exposicion a

sustancias toxicas.

Figure 3. Scheme representing the
responses of biomarkers from different
levels of organization due to exposition
to toxic substances
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Un biomarcador ideal deberia ser especifico para un compuesto quimico o un
reducido nimero de ellos, detectable en pequefias cantidades mediante técnicas baratas y
de facil manejo, asociado a una exposicidn anterior y con buen valor predictivo para un

estado de alteracion especifico 2.

Aunqgue algunos biomarcadores son bastante
especificos, tales como la inhibicion de la enzima d-aminolevulinico deshidratasa por Pb
% la mayoria son inespecificos, pudiendo dar lugar a resultados falsos. Por ello es preciso
emplear una bateria de biomarcadores, cuyos resultados se complementen, cuando se
pretende dar una respuesta integrada a episodios de estrés ambiental °. Los biomarcadores
son usados en programas de biomonitorizacion, cuyos objetivos pueden ser la vigilancia
de zonas afectadas o libres de contaminacion, la evaluacion de riesgos en vertidos
peligrosos en zonas de descarga frecuente o la comprobacion de la efectividad de las

medidas adoptadas tras un episodio de contaminacion. El éxito de un estudio de
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biomonitorizacién ambiental requiere un cuidadoso disefio y un plan de ejecucion que

incluya los pasos indicados en la Fig. 4.

M M b

4
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study and Biological or
i i chemical
interpretation analysis
of results

Figure 4. Schematic representation of the different biomonitoring stages

Biomarcadores convencionales

Los biomarcadores moleculares o celulares responden rapidamente al estrés,
tienen gran significado toxicoldgico y sirven como alertas tempranas ante los efectos
ambientales de los contaminantes, ya que se manifiestan antes de que los ecosistemas
sufran dafios irreversibles. Tradicionalmente se han venido utilizando como
biomarcadores moleculares aquellos que detectan la induccién de sistemas antioxidativos
0 biotransformadores, la expresién de sus correspondientes genes, los niveles de

biomoléculas dafiadas o el aumento de actividad de los mecanismos de reparacion.

Estrés oxidativo, dafios a biomoléculas y sistemas antioxidantes

Los organismos aerobios han desarrollado mecanismos para utilizar O, como
aceptor final de electrones en la respiracion celular, un sistema de produccion de energia
altamente eficiente que genera hasta a36 moléculas de ATP por molécula de glucosa
oxidada. Esta ruta metabdlica supuso una gran ventaja evolutiva para los organismos
aerobios, pero trajo, como efecto colateral, la produccion intracelular de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno ROS/N (Tabla 3) debido a que pequefias

cantidades de O, (~5%) pueden ser metabolizadas por otras vias, catalizadas
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enziméaticamente o no, que implican etapas secuenciales de reduccion monovalente del

26, 27

oxigeno (Fig. 5)

Table 3. Some free radicals and their generation mechanisms

Free Radical Most common reaction that causes

«0*"  Superoxide radical NADPH +2 O, — NADPH + H* + 2 +0°"
*OH- Hydroxyl radical *UQ- + H,02 — UQ + *OH + «OH"

RO’ Peroxyl radical LH + RO, * — Le + H,0

RO- Alkoxy or phenoxy radical R+ O, — RO-

Le Radical lipid peroxide L O%+ LH — LOOH + Le

*NO, Nitric oxide radical «OH + NO* — OH- + *NO,

Entre estas ROS/N, inestables y en la mayoria de los casos con un electron
desapareado (radicales libres), destacan por su alta reactividad quimica los radicales
anion superoxido (O,"); hidroxilo (OH®), peroxilo (RO,") y alcoxilo (RO®) y otros

derivados como el peroxinitrito (ONOQ) y el perdxido de hidrégeno (H,0,).
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Figure 5. Generation of reactive oxygen and nitrogen species by monoelectronic
reduction of O,. Approximately 95% of the oxygen consumed in mitochondria is
converted to water while 5% undergoes one electron reduction to superoxide,
origin of several other ROS/N. Redox enzymes are denoted in blue.

Numerosas reacciones quimicas conllevan la produccién de O,”, como la
oxidacion de pequefias moléculas endbgenas (semiquinonas, flavinas, tioles,
catecolaminas) y de metales de transicidn; actuacién de oxidasas y deshidrogenasas
(NADPH-citocromo P,s5 reductasa, NADH oxidasa, xantina oxidasa) y las implicadas en
las cadenas de transporte electrénico del reticulo endoplasmico (sistema de
monooxigenasas) y de las mitocondrias. Asimismo, se produce O," durante el
metabolismo de algunos xenobidticos, como quinonas (benzo(a)pireno), bifenilos

(paraquat) en procesos de ciclado redox % %,
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El peroxido de hidrégeno (H,0,) es la forma menos reactiva de todas las ROS,
pero participa en numerosas reacciones que dan lugar a la generacion de radicales libres.
Ademas, el H,0, atraviesa con suma facilidad las membranas bioldgicas, pudiendo dar
lugar a reacciones de oxidacion en puntos de la célula alejados de su lugar de produccién.
Se puede formar por dismutacién espontéanea o enzimatica (catalizada por la superoxido
dismutasa) del anion superdxido, o por reduccion dielectronica directa del O, catalizada
por diversas enzimas (4cido graso oxidasa, aminoacido oxidasas, etc.) *°. Por el contario,
el radical hidroxilo (OH") es una de las especies quimicas mas reactivas que se conocen.
Su vida media es muy corta, reaccionando solo cerca de su lugar de formacién, pero lo
hace con la mayoria de biomoléculas. Su origen esta en la lisis del agua o del H,O, por
radiaciones ionizantes o mediante la reduccién de éste por iones de metales de transicion

(reaccion de Fenton, Fig. 6) %.

H,0,
M

OH’

e

vV

Mt

OH"

Figure 6. Schematic diagram illustrating the metal-mediated formation of free
radicals in the Fenton’s reaction.

La generacion de ROS/N es algo normal en la célula donde participan en
funciones fisioldgicas como la fagocitosis, Gtil para la defensa contra agentes invasores, 0
en diversas cascadas de sefializacion celular * *. Sin embargo, y especialmente cuando
estan en exceso, también pueden dar lugar a reacciones de oxidacion indeseadas contra

las cuales los organismos han desarrollado defensas antioxidantes *° *°.

El sistema antioxidante esta constituido por multiples lineas de defensa
celulares frente a las ROS. En el nivel de defensas antioxidantes enzimaticas
encontramos enzimas como las superdxido dismutasas, catalasas o glutation peroxidasas.

Las superdxido dismutasas (SOD) dismutan el anién superéxido: 2 O,"+ 2 H <> H,0,+
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O,. En eucariotas hay isoenzimas con Cu y Zn (CuzZn-SOD) de localizacion citosélica
inhibibles por cianuro, y otras que contienen Mn (Mn-SOD), localizadas en la matriz
mitocondrial e insensibles al cianuro *. La actividad SOD es inducible en diversos
organismos tanto por contaminantes como por la exposicion a altas concentraciones de O,
202 a catalasa (CAT), con un grupo hemo en su sitio activo, esta presente en todos los
organismos aerobios de eucariotas *®. Dismuta el peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno: 2 H,0, « 2 H,0 + O, La catalasa es méas efectiva en situaciones de exceso de
ROS, cuando el contenido de glutation esta limitado, mientras que a niveles bajos de ROS
acttian mejor el sistema glutation peroxidasa * y el de las peroxirredoxinas, que controlan
los niveles del H,O, mediando de este modo en la transduccion de sefiales *. Las
glutation-peroxidasas catalizan la reduccion de perdxidos organicos y de hidrogeno,
usando GSH: R-OOH + 2 GSH <> R-OH + GSSG + H,0. Estas enzimas juegan un papel
importante en la proteccion de la célula frente al dafio oxidativo evitando la peroxidacién
lipidica **.

Diversas moléculas actian como defensas antioxidantes no enzimaticas. Son
moléculas de origen no proteico capaces de neutralizar las ROS/N, ya sea por su caracter
reductor, por su capacidad de secuestrar metales que intervienen en su formacién o por
actuar como cofactores de antioxidantes enzimaticos. Entre ellos destacan el glutation
reducido (GSH), los carotenoides y flavonoides, la taurina y los &cidos urico, ascérbico
(vitamina C) y el alfa-tocoferol (vitamina E), entre otros *.

Los sistemas enzimaticos auxiliares se encargan de mantener niveles adecuados
de NADPH y GSH. Entre las que regeneran NADPH destacan la glucosa-6-P
deshidrogenasa y la 6-P-gluconato deshidrogenasa, implicadas en la ruta de las pentosas
fosfato *. También la isocitrato deshidrogenasa, que produce NADH en el ciclo de Krebs,
contribuye a producir NADPH mediante el sistema de interconversion de dinucledtidos
de piridina *. Relacionadas con el GSH estan la glutation sintasa, encargada de su
sintesis y la glutation reductasa, que reduce GSSG a GSH. La NADPH-quinona
oxidorreductasa o diaforasa cataliza la reduccion divalente de quinonas a hidroguinonas,
evitando asi la produccion de anion superéxido y el consumo exagerado de NADPH .
En este grupo se incluyesn los sistemas de transporte de GSSG y de reparacion de dafios
en el DNA .
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La actuacion conjunta de estos sistemas antioxidantes evitan que las ROS
causen dafios oxidativos a los componentes de la célula * y, como consecuencia, muerte
celular y diversos estados patolégicos *. El ataque oxidativo a lipidos se denomina
peroxidacion lipidica, y comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena
alifatica de un &cido graso, haciendo que se desprende un dtomo de hidrégeno y se forme
un radical alquilico: L;H + OH'« L;" + H,0. Este radical reacciona seguidamente con O,
generando un radical peréxido: L;+ O, < L;00". Los radicales peréxido pueden
reaccionar, a su vez , con cadenas laterales de acidos grasos adyacentes, formando un
radical alquilico y un peroxido lipidico: L;OO0™+ L,H <> L;O0H + L, y desencadenando
una reaccion en cadena *. Si los lipohidroperéxidos (L;OOH) formados no se eliminan,
pueden dar lugar a otros radicales (LO¢) lo suficientemente reactivos como para atacar
otras biomoléculas % y causar enfermedades como anemia hemolitica, distrofia muscular
0 cirrosis hepética.

Las proteinas absorben ~70% de las ROS, lo que provoca cambios covalentes
en las cadenas laterales de sus aminoacidos. La oxidacién de proteinas puede ser directa o
indirecta y acabar causando roturas de anillos en residuos de His * y Trp o del enlace
peptidico a nivel de Pro. Las modificaciones directas consisten en nitrosilaciones,
carboxilaciones, formacion de puentes disulfuro y glutationilacién. Las modificaciones
indirectas ocurren debido a la interaccién de las proteinas con productos de la
peroxidacion lipidica. La carbonilacion de proteinas se usa, a menudo, para evaluar el
grado de oxidacion proteica en la célula **, como veremos en el Capitulo 3. La formacion
de puentes disulfuro entre los grupos tidlicos (-SH) de los residuos de Cys de las
proteinas o de éstos con otros tioles de bajo peso molecular como el glutatién reducido
(GSH), puede conducir a la inactivacién temporal de enzimas % y a la alteracion del

estado redox intracelular (Fig. 8)*°.
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Controlled ROS/RNS
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Figure 8. Total contribution of protein modifications to oxidative status in cells. If
the ROS/N supply is limited, protein modifications mean intracellular communication
and eventually the start of a real oxidative stress response. A ROS/N excess, not
countered by scavenger species, causes protein carbonylations, the formation of
reactive groups, backbone cleavage, protein unfolding, and loss of function. A severe
ROS imbalance inside the cell leads an alteration of cellular function and even to
cellular death.

El DNA también es susceptible de dafio oxidativo *"**, Este dafio incluye roturas
de cadena doble y sencilla, deleciones, cambio de bases, aberraciones cromosémicas e
intercambio de cromatidas hermanas. Todas ellas pueden conducir a la aparicion de
mutaciones. El radical hidroxilo, procedente del metabolismo celular o producido en
situaciones de estrés oxidativo, es un intermediario importante.. El nimero de productos
formados como consecuencia del ataque a las bases del DNA por radicales libres supera
la veintena. EI mas estudiado es la 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-oxodG) formada por
el ataque del radical hidroxilo al nucleétido dG y que es causa una transversion GC—TA
cuando el DNA dafiado se replica. Los niveles de 8-oxodG son habitualmente usados

como biomarcador de contaminacion y estrés oxidativo > %,
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Estrés oxidativo asociado a la exposicion a metales

La elevada toxicidad de los metales pesados radica en su elevada persistencia en
el medio, su notable acumulacién en los organismos vivos y su capacidad de reaccion y
formacion de especies quimicas mas complejas ******. Metales pesados como Cd, Cu, Cr,
Hg, Mn, Ni, Pb y metaloides como arsénico As se encuentran entre los contaminantes

potencialmente mas téxicos para el medio ambiente.

Tanto los metales esenciales (Fe, Cu, Zn) como los no esenciales y toxicos (Cd,
Cr, As) pueden ejercer funciones pro- o anti-oxidantes. Mientras las antioxidantes
estarian esencialmente asociadas a las de las enzimas antioxidantes de las que forman
parte, sus acciones pro-oxidantes sese producen por generacioén de ROS (Fe, Cu, Cr, V),
por reaccion con grupos tidlicos (Hg, Ni, Pb y Cd) o por otros mecanismos, como el

desplazamiento de metales fisiolégicos de sitios activos de enzimas *" >,

Hierro: En forma de hemoproteinas o centros sulfoférricos, el Fe es el metal de transicion
mas abundante en la célula. Se ha descrito que el Fe de la hemoglobina puede
contrarrestar los efectos toxicos del Pb al evitar competitivamente la union del Pb a sitios
activos de enzimas como la acido 8-aminolevulinico deshidratasa y la ferroquelatasa °'.
Sin embargo, el Fe tiene una flexibilidad inusual para servir tanto de donador como de
aceptor de e. Esta propiedad, que lo hace ser un elemento esencial, también es
responsable de su toxicidad, pues cataliza reacciones que generan radicales libres.

Cobre: Actia como cofactor de diversas proteinas y enzimas necesarias para la
maduracion y ensamblaje de enzimas en diferentes organulos celulares (ceruloplasmina y
tirosinasa en el aparato de Golgi o citocromo c oxidasa en las mitocondrias). La absorcién
del Cu se produce de manera controlada a través de transportadores especificos de la

membrana plasmatica °%%

, pues su presencia en exceso en la célula conlleva generacién
de ROS y desplazamiento de iones metalicos esenciales de sitios activos de algunas
enzimas, que pierden su estructura tridimensional y su funcion ®. Por ello, su ingesta,
distribucién, utilizacion y excrecidon son procesos estrictamente regulados en el

organismo >

Zinc: Es esencial como ion catalitico, estructural y regulador del crecimiento y el

desarrollo de microorganismos, plantas y animales. Como cofactor de la SOD, actua
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protegiendo las estructuras bioldgicas de dafios causados por radicales libres, ayudando a
mantener niveles adecuados de esta enzima y de otras como las metalotioneinas,
favoreciendo la excrecion de metales como Pb, As, etc., y suprimiendo el efecto toxico
del Hg. Se le atribuye asimismo una funcién antioxidante propia por su capacidad de
bloquear sitios cargados negativamente, lo que impide la peroxidacion lipidica ®. A pesar
de sus efectos positivos, niveles elevados de Zn causan desplazamiento de metales

esenciales como el Se de sitios activos de enzimas que ven su funcién fisioldgica alterada
(57 y ref. que cita)

Cadmio: Es uno de los metales pesados mas toxicos que existen y casi imposible de
excretar, pese a lo cual se usa ampliamente en industrias diversas. EI Cd tiene la
capacidad de unirse a aminoacidos como Cys, Glu, His 0 Asp y de desplazar de los sitios
activos enzimaticos a metales esenciales como Fe y Zn, causando deficiencia de estos

metales e inhibiendo la capacidad secuestradora de metales de las metalotioneinas .

Cromo: Algunas especies de Cr son fuertes oxidantes capaces de reaccionar con agentes
reductores como los grupos tidlicos o el ascorbato dando lugar a ROS. El Cr esta

catalogado como carcinégeno en humanos *° .

Arsénico: Metaloide toxico y carcinogénico que reacciona con grupos sulfhidrilos
causando mal funcionamiento de enzimas implicadas en multiples procesos celulares. El
As es biometilado generando derivados que, en ocasiones, son mucho mas toxicos y
responsables de la carcinogenicidad de este metaloide *'.

Destoxificacion de xenobioticos

Los contaminantes organicos acumulados en las células pueden sufrir procesos
bioquimicos denominados en conjunto biotransformacion, que pretenden hacerlos mas
polares y facilitar su excrecion ' . Los procesos de biotransformacion se producen en
todos los tejidos y érganos, aunque el higado (y su equivalente en decapodos, la glandula
digestiva) es el 6rgano destoxificador por excelencia. Las alteraciones de las actividades
de las enzimas detoxificadoras suelen ser los biomarcadores de efecto més sensibles ©'.
No obstante, las enzimas que participan en la biotransformacion generan, en ocasiones,
metabolitos mas toxicos y reactivos que los de partida, un fendmeno conocido como

bioactivacion .
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Durante la biotransformacién se producen varias clases de reacciones. Las
denominadas reacciones de fase | introducen en el xenobi6tico grupos polares (como -
OH) mediante oxidacion, reduccién, hidrélisis o hidratacion, aumentando su
hidrofilicidad y preparandolo asi para entrar en reacciones posteriores. Durante las
reacciones de fase Il, el grupo polar del xenobi6tico se conjuga con una molécula
endégena muy polar, como GSH, aminoéacidos, &cido glucurénico o grupos sulfato,
metilo (-CHj3) o acetilo (-CHs-CHO). Los productos de conjugacion con GSH, a veces,
continlian su metabolismo, sufriendo hidr6lisis y dando derivados de N-acetil cisteina
("acido mercapturico"). Estas reacciones se consideran a veces como la "fase 111" del

metabolismo. ’ .

Enzimas de fase |

Citocromos Pg4so: Muchas reacciones de fase | estan catalizadas por sistemas de

monooxigenasas (MO), que transfieren un &tomo de O del O, al sustrato, mientras que el

otro es reducido a agua. Muchas MO son sistemas acoplados de transporte de e con 2

enzimas (citocromo y flavoproteina oxidorreductasa) ®. Los més abundantes y diversos

dependen de citocromos Pysq, donde el poder reductor suele provenir del NADPH.
NADPH + H* + O, + RH S NADP+ + H,0 + ROH

Los citocromos P4so (CYP) son hemoproteinas de entre 45y 60 kDa y cuyo grupo
prostético es una Fe-protoporfirina IX (hemo) . Son las MO mas importantes por su
abundancia, diversidad y funciones fisiolégicas, localizados en el reticulo endoplasmico y,
en menor medida, en las mitocondrias. Forman una superfamilia con multitud de isozimas
que acttan sobre una gran variedad de compuestos lipofilicos. Los citocromos Pyso estan
presentes en todos los eucariotas y algunos procariotas, y muchos metabolizan sustratos

enddgenos como &cidos grasos y otros lipidos y hormonas ™

. Los genes CYP se
clasifican en la actualidad en familias y subfamilias. Se estima que los humanos tienen 57
genes P40 y 58 pseudogenes, distribuidos en 18 familias, mientras que en ratén los
nlmeros se elevan a 102 genes y casi 90 pseudogenes. Los CYP de una misma familia
suelen catalizar pasos subsecuentes de una misma ruta o similares reacciones sobres
sustratos diferentes. Las tres principales familias que participan en el metabolismo de

xenobiéticos son CYP1, CYP2 y CYP3 ® |a isoenzima CYP1ALl es una de las mas
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importantes, y sin duda la més estudiada. Actla sobre gran variedad de metabolitos y es
inducible por varios xenobiéticos, como PAH y PCB "> %, A esta isoenzima estan ligadas
dos actividades usadas como biomarcadores de exposicion: la 7-etoxirresorrufina-O-
desetilasa (EROD) y la benzo(a)pireno hidroxilasa (BPH).

En vertebrados su actividad es mucho mayor en el higado que en el resto de
6rganos y tejidos® . En crustaceos, el sitio principal de monooxigenacion dependiente de
Puso €s la glandula digestiva, siendo CYP2 y CYP3 los P, més abundantes . La
induccion de CYP1 en crustaceos es muy discutida, aunque algunos estudios indican que
PAH, 3- metilcolantreno y fenitrotion pero no inductores tipo fenobarbital, podrian

hacerlo "7,

Otras enzimas de fase I: Las flavin monooxigenasas, catalizan la oxidacion de
compuestos nitrogenados y sulfurados ®; las ep6xido hidrolasas catalizan la conversién de
ep6xidos a dihidrodioles, menos reactivos ® y las carboxilesterasas catalizan la hidrélisis
de compuestos apolares, generando productos mas polares que seran excretados o seran

sometidos a biotransformaciones de fase 11 .

Enzimas de fase |1

Glutation S-transferasas: Conjugan glutation reducido (GSH, tripeptido y-Glu-Cys-Gly)
con diversas moléculas electrofilicas hidrofébicas, participando en la biotransformacion
de farmacos, contaminantes y carcindégenos. También participan en la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos; algunas tienen actividad peroxidasa y actlan sobre

compuestos toxicos derivados de dafios oxidativos a lipidos .

Se distinguen tres
familias estructuralmente diferentes (Fig. 9): las GST citosélicas, las GST mitocondriales
(clase Kappa) y las GST microsomales, ahora denominadas MAPEG (membrane-
associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) *®'. La superfamilia de
GST citosolicas es la mas estudiada y comprende mas de una docena de genes divididos
en 7 clases -alpha, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta, que difieren por especificidad de
sustrato, afinidad quimica, estructura, secuencia de aminoécidos y comportamientos
cinético ®. Importantes sustratos de estas enzimas son ep6xidos de PAH derivados de la
accion catalitica de los citocromos P45, asi como numerosos subproductos de estrés

oxidativo.
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Ancestral GST gene
alfa mu theta pi zeta sigma kappa omlcga
Chromosome 6p 1p 22q 11q 14q 4q ND 10q
Genes A1-A4 M1-M5 T1,T2 P1 Z1 S1 K1 01
Allelic yes yes yes yes yes ? ? ?

Figure 9. The glutathione-S-transferase supergene family in humans

Otras enzimas de fase I1: Las UDP-glucuronosiltransferasas conjugan acido glucuronico
en forma activada (UDP-glucuronil) a metabolitos hidroxilados, a veces contribuyendo a
su bioactivacion; este es el caso del acetil-aminofluoreno por accion de estas enzimas en
N-hidroxiglucurénico, un potente mutdgeno y carcindgeno’. Las sulfotransferasas
conjugan xenobidticos activados en la fase | con grupos sulfato, en forma 5'-
fosfoadenosin-3"-fosfosulfato (PAPSO3); en muy raras ocasiones, la conjugacion con

83

sulfato puede incrementar la toxicidad de los sustratos “°. Las N-acetiltransferasas

conjugan xenobiéticos con grupos amino con acetilos del acetil-CoA ®.

Otros biomarcadores de contaminacion

Las esterasas son enzimas hidroliticas inhibidas por pesticidas organofosforados,
carbamatos o piretroides, que bloguean un residuo de Ser de su sitio activo e inactivan la
enzima. Las mas usadas como biomarcadores de exposicion son la acetilcolinesterasa
(AChE), que hidroliza el neurotransmisor sinaptico acetilcolina; la carboxilesterasa, que
actua sobre una amplia variedad de sustratos enddgenos y exdgenos incluyendo toxinas
medioambientales y medicamentos; y la butirilcolinesterasa, que libera &cidos grasos

dafiados de triacilgliceroles, fosfolipidos y esfingolipidos 3 .

Las metalotioneinas (MT) son metaloproteinas que se caracterizan por su
pequefio tamafio (alrededor de 7 KD y una secuencia de 61 o 62 aminoacidos) que
contienen entre un 20 y 30 % de Cys y aminodacidos pequefios como Gly o Ala, que hacen

su estructura més flexible y facilmente plegable ®. Las MT participan en la respuesta
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celular frente a numerosas formas de estrés, siendo inducidas en muchos organismos por
la exposicion a metales. La biosintesis de MT puede incrementarse también por ciertas
hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, promotores de tumores y muchos agentes

quimicos y fisicos que puedan provocar estrés .

Las denominadas heat-shock proteins (HSP) constituyen un sistema de defensa
celular que protege al organismo ante temperaturas elevadas, luz ultravioleta, condiciones
oxidativas, anoxia, metales pesados y xenobiéticos **. Debido a este amplio rango de
respuesta a factores de estrés, las HSP han sido frecuentemente propuestas como

biomarcadores de exposicidn a contaminantes.

Las metodologias dmicas en estudios medioambientales

Los biomarcadores convencionales han contribuido mucho a la determinacion
del estado de salud de los ecosistemas y al conocimiento de los efectos bioldgicos de los
contaminantes. Pero su uso de estos biomarcadores exige el conocimiento de los
contaminantes presentes en el medio y de sus mecanismos de toxicidad. Con este tipo de
biomarcadores sélo se abordan, pues, procesos ya conocidos y generalmente muy bien
establecidos, y se excluyen del analisis otros muchos cambios que puedan experimentar
los seres vivos a consecuencia de su exposicion al contaminante. Ademas, estos estudios
se restringen a la deteccion de compuestos individuales, o a lo sumo, a un grupo de
mezclas de toxicos. Esto plantea un problema a la hora de pretender tener un
conocimiento real del estado de la contaminacion en un entorno, pues en muchas
ocasiones, los organismos estan expuestos a complejas mezclas de contaminantes
(metales, PCB, PCDD, PCDF...), por ejemplo, las mezclas de pesticidas y fertilizantes
que suelen afectar a los organismos que habitan ecosistemas agricolas e industriales. Es
razonable asumir que la toxicidad de las mezclas se aproxima a la suma de las toxicidades
de sus componentes individuales aunque también es muy probable que haya efectos
sinérgicos .

Los inconvenientes asociados al uso de biomarcadores convencionales,
especialmente el hecho de presentar cierto sesgo en la informacién que proporcionan, han
impulsado la introduccién de las metodologias dmicas en estudios medioambientales %1%,

Las metodologias O6micas han surgido a partir de los progresos realizados en la

33



Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral

secuenciacion genética de organismos '*, de los desarrollos metodoldgicos que han
permitido la secuenciacion del genoma humano en el afio 2003 * '® y de los grandes
avances registrados durante las Ultimas décadas en el conocimiento de los genes y sus
funciones. Todas estas metodologias émicas estan relacionadas con el estudio de la
totalidad de algun tipo concreto de biomolécula (transcritos, proteinas/metaloproteinas,
metabolitos, etc.) de un organismo. De esta forma se puede llegar a conocer y descifrar

los mecanismos de accién de los contaminantes y de su toxicidad °* %102 106,107

Hay cuatro grandes tipos de metodologias 6micas. La genémica estructural, o
simplemente gendmica, se centra en el analisis de la secuencia génica y en el analisis de
polimorfismos. Los otros tres grandes bloques se consideran gendémica funcional, en
tanto que pretenden clarificar la funcién de los genes mediante la cuantificacion de su
expresion en una célula o tejido, en un momento o situacion, a nivel de transcritos
(transcriptémica); de proteinas (protedmica) o de metabolitos (metabolémica). Las
respuestas a condiciones de estrés son reguladas, generalmente, a nivel transcripcional.
Por ello, se considera que estamos ya en la era post-gendémica, en la que sélo la aplicacion
de enfoques de genémica funcional, tales como la transcriptomica o la proteémica,
permite una evaluacion integral de las respuestas biolégicas a la exposicion de la
contaminacion, y la identificacién de nuevas biomoléculas que pueden ser utilizadas

como biomarcadores.

La transcriptomica cuantifica los niveles de transcritos presentes en una célula o
tejido en determinadas condiciones fisiolégicas o ambientales. Esta metodologia
constituye una enorme contribucion a la ecotoxicologia, pero también lleva implicitos una
serie de dificultades y carencias *°* *®®. Un tema critico es la falta de secuencias génicas

en bases de datos publicas para organismos de interés medioambiental.

Los niveles de expresién de proteinas resultan del equilibrio entre la
transcripcion, la traduccion y la degradacion de proteinas en células, incluyendo las
diferentes etapas de la maduracion de transcritos y proteinas y la modificacion post-
traduccional que éstas experimentan. Como metodologia Omica, la protedmica
proporciona una evaluacion amplia e integral de los mecanismos toxicos y defensivos
provocados por los contaminantes a nivel de proteinas sin necesidad de ningln

conocimiento previo de su mecanismo de toxicidad. Antes bien, permite identificar
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proteinas que se alteran de manera significativa en un organismo después de exposicion a
la contaminacion, lo que contribuye a revelar el mecanismo de toxicidad. Una vez
caracterizadas, estas proteinas se pueden utilizar como nuevos biomarcadores en la
monitorizacién biolégica de ecosistemas terrestres 0 acuéticos % %% 102 108113 g
profundizara en esta metodologia mas adelante, ya que es una de las técnicas utilizadas en

este trabajo.

Cada una de estas émicas ofrece una perspectiva diferente de los procesos que
subyacen al inicio y progresién de una enfermedad o situacién de estrés celular, al tiempo
gue proporcionan pistas para predecir, prevenir o tratar esa disfuncién. En conjunto, todas
ellas constituyen una tipica cascada (Fig. 10) en la que la informacion génica fluye desde
los genes, que nos dicen “lo que puede suceder”, hasta los metabolitos (“lo que ha
sucedido”), pasando por los transcritos (“lo que parece que va a suceder”) y las proteinas

que ellos codifican (“lo que hace que suceda”).

What CAN happen

GENOMICS

What APPEARS
to happen

TRANSCRIPTOMICS

What MAKES
it happen

PROTEOMICS

What HAS
happened

Figure 10. Schematic representation of the omics cascade.

Es evidente que la monitorizacion de problemas ambientales requiere la
combinacion de diferentes enfoques para resumir las multiples variables y factores que
contribuyen al comportamiento del ecosistema y que, por lo comentado anteriormente, los

biomarcadores convencionales no son suficientes. El analisis integrado de las numerosas
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redes y retroalimentaciones que existen entre los diversos niveles émicos es la mejor y
casi Unica aproximacion para realmente definir un fenotipo y sus cambios causados por
estrés. Solo de esta manera integrada se puede disponer de una herramienta eficaz para
establecer mecanismos de regulacion y complejas rutas metabdlicas en los organismos
vivos, y que, ademas, permita diagnosticar cambios importantes a nivel celular y/o
biolégico provocado por la presencia de contaminantes en el medio ambiente, sin
necesidad de disponer de un conocimiento previo sobre toxicidad de éstos. Por ello se han

propuesto nuevos enfoques basados en las tecnologias 6micas como la proteémica % ***

109-111, 113-120 95, 97, 98, 100, 102, 103, 106 98, 99, 102, 107, 121-131

y transcriptomica y la metabolémica
para monitorizar la contaminacion de los ecosistemas, y lograr asi obtener informacién
basica sobre las cuestiones ambientales y el diagnéstico de las posibles amenazas
causadas por la contaminacién. Esta informacion béasica serd de utilidad en la
identificacion de biomarcadores apropiados para la estimacién del riesgo, vy
potencialmente, para el desarrollo de estrategias efectivas para la proteccion del medio

ambiente, la salud de las poblaciones humanas y de los ecosistemas en general % %" %

132,133

El Parque Nacional de Doiana

El Espacio Natural de Dofiana esta considerado como una de las zonas naturales
protegidas mas importantes de Europa, al ser una encrucijada clave en las rutas
migratorias de aves entre el continente africano y el europeo, ademas de suponer el tltimo
refugio para numerosas especies en peligro de extincion. Situado al Norte del Estuario del
Guadalquivir (SO de Espafia) entre las provincias de Huelva, Sevilla y Cédiz, con una
superficie que supera las 120 000 Ha, Dofiana esta formado por un espectacular paisaje de
tierras llanas, en el que destacan dos principales ecosistemas (Fig. 11), los bosques de
pino y el matorral mediterraneo, que crecen en un suelo basicamente arenoso y la
inmensa marisma, terrenos inundables formados por arcillas impermeables con un

régimen hidrico muy estacional.
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Figure 11. Dofiana, pinewoods and marshes.

Dentro del Espacio Natural de Dofiana, la zona méas importante y protegida es el
Parque Nacional de Dofiana (PND). Desde tiempos inmemoriales estas tierras fueron
conocidas por su riqueza natural y utilizadas como cazadero de la nobleza, siendo a
mediados del siglo XX cuando se considera seriamente su proteccién. El Parque Nacional
se cred en 1969 vy, luego, ha ido siendo ampliado hasta ocupar las 54.252 Ha actuales. Ha
sido declarado Reserva de la Biosfera por la UNESCO y Patrimonio de la Humanidad,
entre otros numMerosos reconocimientos y hoy se considera una joya natural insustituible.
La Zona de Proteccion, de otras casi 54.000 Ha, actuaria amortiguando las presiones

medioambientales que, desde el exterior, pudieran afectar al Parque Nacional (Fig. 12).

Figure 12. Limits of the
Dofiana National and Natural
Park

B Parque Nacional I Parque Natural
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Figure 13. Dofiana birds. From left, white-headed duck (Oxyura leucocephala), flamingo
(Phoenicopterus roseus), avocet (Recurvirostra avosetta), kingfisher (Alcedo atthis) and
slender-billed gull (Larus genei).

Dofiana es un santuario para la vida salvaje con méas de 800 especies de plantas
y 400 de animales **. Entre los vertebrados destacan las aves (con mas de 300 especies),
entre ellas algunas de gran interés por su delicada situacion como el aguila imperial, la
malvasia, la cerceta pardilla, el calamén o la gaviota picofina (Fig. 13). Hay ademas 33
especies de mamiferos, 12 de peces y 30 de reptiles y anfibios. Y el casi extinto lince
ibérico. Dofiana alberga esta gran variedad biolégica por la diversidad de sus ecosistemas,
playas, dunas vivas, cotos o arenas estabilizadas, marismas y veras. Los cotos, el paisaje
mas caracteristico del PND, son un espeso matorral donde aparecen zonas aisladas de
alcornoques, madrofios, sabinas y acebuches (Fig. 14). La vera es uno de los biotopos
mas ricos y productivos de Dofiana, cuyos alcornoques son utilizados por colonias de
aves para nidificar. La marisma, el ecosistema méas sobresaliente del PND, destaca por su

escaso relieve, la naturaleza arcillosa del suelo y su acentuada estacionalidad hidrica,
I 135

inundada por aguas de origen pluvial, fluvial y marea

Figure 14. Dofiana plant species. Strawberry tree (Arbutus unedo), juniper (Juniperus
phoenicea) and wild olive (Olea europaea var. sylvestris)
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Tradicionalmente, los aportes de agua de la marisma procedian de la lluvia, los
arroyos y el desbordamiento periédico del Guadalquivir (Fig. 15) y la cuenca alcanzaba
cerca de 3.000 km?**®, Su sistema hidroldgico mas importante estaba constituido por los
arroyos La Rocina, El Partido, Madre de la Marisma y Brazo de la Torre, que reunian
aportes fluviales del NO y NE **. La construccion de varios muros eliminé los aportes
del Guadiamar y del Guadalquivir, lo que redujo a la mitad la superficie de la cuenca.

Tras el vertido de Aznalcollar se activaron planes para la regeneracion hidrica
de Dofana (Plan Dofiana 2005) cuyo objetivo era devolver a la marisma un
funcionamiento hidrico méas natural, mejorando los aportes de la Rocina y el Partido,
restaurando los aportes del Guadiamar, Guadalquivir y otros de forma que la marisma
menos aislada, pudiera intercambiar aguas con las &reas colindantes, que penetraria por

los cafios naturales para desbordarse lentamente™’

(Fig. 15). Pero esta intervencion
elimind barreras que habian aislado hasta entonces el Parque de los contaminantes
procedentes de zonas agricolas cercanas y arrastrados por los rios Guadiamar y
Guadalquivir, lo que dejé a Dofiana mas vulnerable a la contaminacion derivada de las

actividades humanas en sus alrededores.
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- A , 9 '.
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L) eread.
Figure 15. Water contributions to the DNP (Laboratorio de Sistemas de Informacion
Geografica y Teledeteccion de la Estacion Bioldgica de Dofiana, CSIC.)

Contaminacion en Dofana

El area de influencia socio-econémica del PND comprende 31 municipios y
cerca de 300.000 habitantes, extendiéndose 11.160 km? Ciudades como Almonte, con
aproximadamente 30.000 habitantes, o la aldea de El Rocio, que recibe cada primavera
mas de un millén de romeros, ejercen una gran presién sobre el Parque. Ademas, la zona
se ve influenciada por el crecimiento urbanistico de Sevilla (>1.000.000 de habitantes a
menos de 15 km al Este de Dofiana) y Huelva (cerca de 300.000 habitantes, a unos 20 km
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al Oeste) y los polos industriales de esta zona **. Aparte de la contaminacion derivada de
los nucleos urbanos, toda la superficie que rodea al Parque tiene una intensa actividad
agricola, que desde principios del siglo XX ha ido reemplazando los ecosistemas
naturales, sobre todo en las zonas cercanas al Guadalquivir y otros arroyos cuyas aguas

acaban entrando a Dofiana (Fig. 16).
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Figure 16. Maps showing the primary land-use changes during 1918-2006 in the
Dofiana marshes and estuary, showing the three main categories of land uses ***

Las actividades agricolas son un motor importante en la economia de la zona,
pero afectan a Doflana dado que obligan a la extraccion de agua subterranea para regadios,
usan las aguas superficiales para los extensos arrozales asentados en la zona y acaban
causando una gran contaminacion de tierras y aguas por fertilizantes y plaguicidas.
Ademas de arrozales, que ocupan 35.000 Ha de marisma al NE (Fig.17.E), cerca de

Dofana hay varios cultivos, como el de fresas y citricos, al NO (Fig.17.B y C). Estas
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actividades son responsables de que se hayan encontrado en los arroyos de Rocina y

Partido valores altos de nutrientes (amonio, nitritos, nitratos y fosfatos, entre otros) y

14

metales (Al y Cr), que deben atribuirse al uso de fertilizantes *° y plaguicidas .

También las practicas agropecuarias estan muy extendidas en la zona, y sin duda el gran

nimero de cabezas de ganado y hectéreas de regadio explican la gran abundancia de

141

compuestos nitrogenados presentes en las aguas subterraneas Las numerosas

almazaras, industrias de procesado de uva y vegetales e industrias carnicas y lacteas son

tambien causas adicionales de contaminacion. Los efluentes de estas industrias amenazan

14

al arroyo del Partido **? y al curso bajo del Guadiamar ** 3 Ademas, las aguas

residuales de muchos municipios se vierten sin depurar sobre el acuifero, afectando al rio

142, 144

Guadiamar y al arroyo del Partido aunque ya se estan construyendo varias

estaciones depuradoras de aguas residuales.

-
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Figure 17. Surroundings of the PND, threats and possible sources of
contamination. (A) Industrial Pole of Huelva. (B) Strawberry fields (C) Intensive
cultivation of citrus and strawberry, area of Almonte and Villamanrique (D)
Course of the Guadiamar and area affected by the spill produced by the break raft
of Aznalcollar mine (E) Production area of rice in the marshes of the
Guadalquivir.
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Otra fuente potencial de contaminacién estd a 45 Km al NO del PND, a orillas
de los rios Odiel y Tinto y es la zona industrial de Huelva (Fig.17.A). Los Polos
Industriales de Huelva cuentan, entre otras, con numerosas industrias de transformacion
minera, un complejo petroquimico, una central térmica y una fabrica de celulosa, cuyos
contaminantes pueden alcanzar Dofiana por las corrientes marinas o llevados por los

vientos 1** 14,

Al norte de Dofiana se explotan, desde 1979, las minas de pirita de Aznalcollar,
cuyos subproductos se almacenan en una balsa de estériles, que tras lluvias intensas, ha
venido liberando metales muy mdviles al rio Guadiamar, que los arrastra aguas abajo **.
En abril de 1998 se rompid el muro de cierre de esta balsa de residuos (Fig.18). lo que
supuso la liberacion de residuos mineros fluidificados y la incorporacion de
aproximadamente 2 Hm® de lodos téxicos y 4 Hm® de aguas &cidas al cauce del rio
Guadiamar *** **’. El lodo vertido contenia Fe (34-37%), S (35-40%), Zn (0,8%), Pb
(0,8%), As (0,5%), Cu (0,2%), Sh (0,05%), Co (0,006%), Ta (0,005%), Bi (0,005%), Cd
(0,003%), Ag (0,003%), Hg (0,002%) y Se (0,001%). Las aguas acidas contenian
basicamente pirita, FeS,, Pb, Au, Zn, Cuy As **’.

/RIO AGRIO AND LOST TAILINGS

Figure 18. Overview of the

areas affected by the spill of B i = e |
Aznalcollar. Photograph of e
Dam Breach (Eptisa, 1988) y | 3
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El vertido afect6 a cerca de 70 Km de cauce lineal y 500 m de anchura media en
ambos margenes del rio Guadiamar, desde la mina hasta Entremuros, en el limite del
PND (Fig.17.D y Fig.18). La superficie contaminada fue de 4.286 Ha pertenecientes a
terrenos de nueve municipios de la provincia de Sevilla. Tanto la flora como la fauna fue
arrasada debido a la alta contaminacién quimica del agua, a los elevados valores de
oxigeno disuelto (> 1 g/l), al pH altamente &cido y a la propia accion mecénica de la riada
Y7 Las inmediatas labores de regeneracion de la zona hicieron disminuir de manera
significativa los niveles de contaminacién en los primeros afios tras la catastrofe, pero,
luego, este descenso se ha ralentizado, pudiéndose encontrar aun altos niveles de
contaminantes que, debido a la lenta dindmica de las aguas subterraneas, se prevé que

persistan durante afios *® 2% 14°,

Es evidente que el area de Dofiana es un espacio muy complejo donde coexisten
algunos de los mas preciados valores medioambientales con el desarrollo econémico y
social de las poblaciones circundantes. 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.

Procambarus clarkii como organismo bioindicador de
gran importancia ecologica. Su uso para evaluar la
calidad ambiental de Donana

El estudio de los factores de estrés medioambiental se realiza, generalmente, usando
organismos bioindicadores, que reflejan la respuesta biolégica a la presencia de
contaminantes. Dado que los contaminantes liberados acabaran por llegar a rios y océanos
como repositorio final, hemos centrado este estudio en la monitorizacion de los
ecosistemas acuaticos del Parque de Dofiana, usando Procambarus clarkii (Fig. 19) como
bioindicador. Los invertebrados han sido propuestos frecuentemente para el estudio de
medios acuaticos, ya que pueden indicar cambios en el medioambiente por medio de
respuestas a distintos niveles de organizacién, desde el nivel de individuo hasta la
comunidad. La ventaja del uso de invertebrados en la monitorizacion bioldgica se basa en

sus caracteristicas demogréaficas, esto es, su abundancia y amplia distribucion.
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Figure 19. Procambarus clarkii, the red swamp crayfish

El decdpodo P. clarkii (cangrejo de rio americano o cangrejo rojo) es una
especie prolifica, con ciclo de vida largo, amplia distribucion geografica y estilo de vida
sedentario, que soporta amplio rango de condiciones medioambientales. Se encuentra
normalmente en aguas no demasiado frias, como rios de curso lento, marismas, estanques,
sistemas de riego y campos de arroz, pero puede vivir incluso en aguas muy
contaminadas, lo que hace a esta especie un buen bioindicador para evaluar los efectos de
la contaminacion ambiental 8 9 9 100111, 114,131, 150155 * A | ser presa de otros animales es
clave para la transferencia de energia y de contaminantes entre niveles troficos™*®.

Procambarus clarkii fue introducido desde Luisiana (USA) a los arrozales de la

Marisma Alta del Guadalquivir y Bajo Guadalquivir en 1974 ***

y coloniz6 rapidamente
de los sistemas acudticos en las cercanias, dada la ausencia de depredadores naturales,
incluyendo Dofiana **®, donde los pescadores lo distribuyeron para conseguir zonas de
almacenamiento en época invernal cuando los arrozales estan secos. Hoy P. clarkii esta
ampliamente distribuido en el PND, a pesar de los métodos de erradicacion, infructuosos
por su gran productividad y adaptacion a los sistemas fluctuantes de la marisma y los
arrozales *°. A pesar de los problemas ecoldgicos que suele provocar la introduccion de
una especie no autdctona, P. clarkii ocupa una posicion clave en las redes tréficas de
Dofiana ya que es alimento de algunas especies protegidas y es un importante recurso
econémico.

En los Gltimos afios los cangrejos del genero Procambarus han venido usandose

como especie bioindicadora en distintos estudios, tanto en el PND 4 3% 159162

152, 163-165

como en

otros ecosistemas , 'y en la bisqueda de biomarcadores moleculares de
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contaminacién en exposiciones controladas a distintos tipos de contaminantes presentes
en el medio ambiente, especialmente a metales pesados, insecticidas y pesticidas (ver

como ejemplo, 153, 166-168 169 94, 170, 171 172).

Protedmica

Los grandes proyectos de secuenciacion de genomas han generado una enorme
cantidad de informacion gendmica y la necesidad de descifrarla ha estimulado
ampliamente el estudio masivo de las proteinas '”. El término proteoma, se usé por
primera vez en 1996 para describir el conjunto de proteinas que se expresan a partir de un
genoma en cierto momento y determinadas circunstancias. EI crecimiento del nimero de
proyectos orientados a estudiar proteomas de forma sistematica ha dado lugar a la
aparicion del concepto Protedmica, que describie la ciencia o conjunto de tecnologias que

estudian el proteoma *”.

El proteoma es muy dinamico, pues sus componentes varian entre organismos,
tejidos, células u organulos y debido a cambios externos (situaciones de estrés,
administracion de drogas, efectores o sefiales bioquimicas) o internos (estado fisiolégico
0 patoldgico). Todos estos factores aumentan considerablemente la complejidad del
proteoma, debido a la activacion o supresion de la expresion génica, alteracion de las
interacciones entre proteinas, 0 cambios en sus modificaciones post-traduccionales *”°. El
objetivo principal en protedmica es identificar esas variaciones. Interesa conocer las
diferencias en los niveles de proteinas cuando un organismo esta sometido a determinadas
condiciones ambientales, por ejemplo, o en la expresién de determinadas proteinas al
comparar un tejido sano con otro enfermo. En los experimentos de Protedmica hay dos
tipos de aproximaciones: i) ldentificar todas las proteinas de una muestra, cuando se
quiere conocer la expresion global de proteinas en un organismo o tejido en unas
determinadas circunstancias; ii) Comparar dos o0 mas muestras (0 situaciones
experimentales) para encontrar diferencias en la abundancia de proteinas atribuibles a
esas situaciones experimentales diferentes. Y se pueden seguir dos posibles estrategias.
La estrategia convencional consistente en separar todas las proteinas de la muestra (por
electroforesis en dos dimensiones, en general, usando o no marcadores fluorescentes u

otro tipo de etiqueta) e identificar aquellas de interés por espectrometria de masas. En la
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estrategia a gran escala (shot-gun), la muestra es tratada con una enzima proteolitica y los
péptidos resultantes se separan por HPLC acoplada a un sistema de espectrometria de
masas. Esto permite la identificacion de todas las proteinas presentes en la mezcla.

Estrategias convencionales: la electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de alta resolucion para
separar mezclas de proteinas muy complejas. Su gran poder de resolucion radica en la
separacién ortogonal de las proteinas al aplicar dos métodos fisicos distintos. Una
primera dimension separa las proteinas en un gel de acrilamida con gradiente de pH por
su punto isoeléctrico (isoelectroenfoque, isoelectric focusing IEF). En la segunda
dimension las proteinas son separadas por su masa molecular mediante electroforesis en
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) ''* '™ (Fig. 20).

e

1*'Dimension
(IPG strip)

2" Dimension
(SDS-PAGE )

b

Mr

Sample: O

Complex protein mixture

Figure 20. General scheme of a two-dimensional electrophoresis

Tras realizar la segunda dimension hay que tefiir los geles para visualizar las
proteinas. Los métodos tradicionales (Coomassie brilliant blue, plata) han sido sustituidos
por compuestos fluorescentes como el SYPRO® Ruby que tienen una gran sensibilidad y
un rango dinamico lineal de hasta tres érdenes de magnitud, Optimos para estudios

cuantitativos "% "
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Protedmica de segunda generacion: Marcaje de proteinas con fluoréforos
(2D-DIGE)

En el proceso de evolucién de la metodologia 2-DE ha surgido una nueva
tecnologia que saca todo el provecho de la 2-DE y de la tincion con fluor6foros,
denominada DIGE (Difference Gel Electrophoresis), que busca corregir los problemas de
reproducibilidad, deteccidén de manchas y posterior andlisis de la 2-DE convencional. La
técnica DIGE consiste en el marcaje previo a la electroforesis de las muestras que se van
a comparar con un sistema de tres fluoréforos (Cy2, Cy3, Cy5), que se cargan mezcladas
en un mismo gel porque pueden ser posteriormente analizadas de manera individual con
un programa informéatico adecuado (Fig. 21). La incorporacion de un estdndar interno
(mezcla o pool de todas las muestras analizadas en los geles), marcado con un tercer
fluoréforo y tratado igual que si fuese otra muestra y la posibilidad de comparar
directamente en el mismo gel las muestras (normalizacion) permite minimizar el
problema de reproducibilidad o variacion entre geles comparado con las técnicas de 2D

convencionales, ademas de reducir el nimero de geles necesarios por experimento.

Protein extract 1:

label with Cy3
Pooled internal e \} /o @ {/./.\ Protein extract 2:
standard: { | | e ® ® | |obel with CyS
lobel with Cy2 e/ Qo) o/
Mix labeled
extracts

2-D electrophoresis

Imaging

Figure 21. Scheme of a DIGE
experiment

Image analysis
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Los tres fluordforos tienen una masa muy similar y llevan un grupo N-hidroxi-

succinimidil-éster, mediante el cual se unen covalentemente al grupo amino de los

residuos de Lys (Fig. 22). Los fluoréforos estan disefiados, y el proceso se realiza, para

conseguir un marcaje minimo de las proteinas (minimal dye for minimal labelling). Esto

asegura que las proteinas se marquen con una sola molécula de fluoréforo *® y que sélo

un 20% de las moléculas de una proteina en particular resulten modificadas .

'HsN-f .

pH 8.5

2
o O‘N:j
J NHS ester

reactive group

Figure 22. Schematic of the

minimal labeling reaction.
CyDye DIGE Fluor minimal
dye containing NHS ester
active group covalently binds
to the lysine residue of a

protein via an amide linkage
(GE Healthcare).

De esta manera se asegura que el marcaje no afecte a la movilidad de las

protefnas en el gel, ni interfiera en la identificacién por espectrometria de masas '”°. La

excitacién de los fluoréforos, con una longitud de onda diferente para cada uno (Fig. 23),

permite la captacion de la imagen del patron de proteinas. Luego, mediante un software

adecuado se pueden comparar las imagenes bidimensionales del proteoma de cada una de

las muestras analizadas y cuantificar la intensidad de la fluorescencia de cada mancha.

Excitation

] T T T 1 | T T
3 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Fluorescence
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Figure 23. Excitation
(Ieft) and emission Indocarbocyanine, Cy3
g;/%h;)ngpg(;ga of Cy2, Indodicarbocyanine, Cy5
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670
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Espectrometria de masas para la identificacion de proteinas

La espectrometria de masas (MS) permite medir las masas de atomos o
moléculas. Esta potente herramienta analitica se usa para identificar y cuantificar
compuestos y materiales desconocidos y para elucidar las estructuras y las propiedades
quimicas de una molécula. Por su gran capacidad de andlisis (alto rendimiento), precision
y sensibilidad en la determinacion de masas moleculares de las proteinas, la MS es la
tecnologia clave para la identificacién de proteinas sefialadas como interesantes tras el
andlisis proteémico. El espectrometro de masas convierte los componentes de una
muestra en iones volatiles (con carga eléctrica) y los separa por su relacion masa/carga.
Un espectrometro de masas posee tres tipos de componentes: fuente de ionizacion,

analizador y detector.

Fuentes de ionizacién en espectrometria de masas
MALDI: En la desorcién de iones asistida por laser (MALDI: Matrix-assisted laser
desorption-ionization) (Fig. 24), las muestras son coprecipitadas con una matriz usada
para inmovilizar la muestra en un soporte metalico y que permite ionizar la muestra , el
sélido resultante sobre el soporte se irradia con pulsos de laser *®. La matriz usual esta
compuesta de una molécula organica pequefia con absorbancia dentro de la longitud de
onda del laser que se esté usando. Matrices de acido a-ciano-4-hidroxicinnamico (CHCA)

o de &cido dihidrobenzoico (DHB) son las méas usadas para trabajar con biomoléculas.

Mixing sample matrix

o P Molecular ions
= ]
Q o L

lonization

MALDI plaque

Figure 24. Operating scheme of
MALDI ionization source.
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Electroespray: La fuente de ionizacion electroespray (ESI, electrospray ionization) usa
una aguja para bombear flujos muy bajos de una disolucion del analito. A su punta se
aplica un voltaje muy alto para que el fluido se disperse en pequefias gotas, que se
evaporan y da carga a las moléculas de analito. Para estabilizar el spray se suele usar un
gas inerte. <tras ionizar y estabilizadar el spray, las moléculas de analito se transfieren al

espectrémetro de masas con muy alta eficiencia (Fig. 25) '

Figure 25. Operating scheme of
an ionization source ESI.
(www.magnet.fsu.edu)

Analizador y detector para espectrometria de masas

En esencia, los espectrémetros de masas miden la relacion masa-carga (m/z) de
analitos como proteinas o fragmentos peptidicos. Tres principios basicos muy diferentes
permiten realizar la separacién segun masas: en base al tiempo de vuelo (time of flight)
por campos eléctricos cuadrupolo generados por cilindros metalicos (Quadrupole-MS) y
separacién por seleccion de iones desde una trampa magnética (ion trap) tridimensional
(IT-MS o FTIC-MS). Para la secuenciaciéon de péptidos se llevan a cabo dos pasos de
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) que se pueden realizar empleando el mismo

principio de separacion o una combinacion entre los tres anteriores.

Ademas de las diferentes fuentes de ionizacion utilizadas con mas frecuencia en
espectrometria de masas molecular, los espectrometros de masas pueden tener uno 0 mas
analizadores, dependiendo de la finalidad para la que son utilizados. En este caso, los
instrumentos formados por dos o mas analizadores de masas acoplados entre si son
conocidos como espectrometros de masas en tindem. En la Fig. 26 pueden observarse los

analizadores mas comunes en espectrometria de masas.
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/Simple mass analyzers \

Simple quadrupole (Q)
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k Linear ion trap (LIT) / K

Figure 26. Common analyzers used in molecular mass spectrometry.

Tanto MALDI como ESI se pueden acoplar a cualquiera de los tres métodos de
separacién. El hecho de que la fuente MALDI produzca pequefios pulsos de iones en el
vacio y que la fuente ESI genere iones de forma continua a presion atmosférica ha hecho
gue la primera se acople normalmente a analizadores tipo TOF mientras que la segunda

se acople a cuadrupolos y trampas idnicas.

Espectrometro de masas tipo MALDI-TOF: La Fig.27 muestra un esquema del
instrumento resultante de acoplar MALDI y TOF en un espectrometro de masas. Las
muestras se depositan en un soporte metalico capaz de dar cabida de uno a varios cientos
de spots de analito. Estos se irradian con pulsos de laser para generar pequefias nubes de
iones, que se aceleran a una determinada energia cinética fija y viajan a través del tubo de
vuelo. Los méas pequefios alcanzan mayor velocidad y llegan al detector antes que los
mayores produciendo el espectro de tiempo de vuelo. Se requieren cientos de pulsos laser
para producir el espectro final. EI rendimiento en un MALDI-TOF moderno es de pocas
ppm en cuanto a exactitud de masas y necesita pocos femtomoles de material peptidico en
la placa MALDI para producir una buena sefial.
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M ALDIA/ M TOF (Time of flight) detection

apow aeauy|
30 1000901

Peptide
mixture
embedded in
matrix

\“\“C‘m\
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Figure 27. Outline of a mass spectrometer
MALDI-TOF

Time of fligt (m/z)

Para utilizar estos espectrometros de masas como método general de
secuenciacion se suelen acoplar en tindem a un segundo tubo de vuelo, generando un
espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF, en el que los iones pasan desde la placa
MALDI y son acelerados en el primer tubo de vuelo, donde ademas se seleccionan los
iones de interés antes que pasen a la celda de colision llena de un gas inerte; en esta celda
se fragmentan antes de entrar en el segundo tubo de vuelo que se usa en el modo de

deteccién antes descrito 2.

Espectrometro de masas tipo cuadrupolo: El cuadrupolo es un filtro de masas
constituido por cuatro cilindros metalicos en los que se aplica un campo eléctrico
oscilante que s6lo deja pasar a través de ellos las masas que hemos seleccionado que son
las que finalmente llegan al detector donde se obtiene el espectro de masas (Fig. 28).
Estos espectrometros tienen una altisima exactitud en la deteccion de masa y permiten

medidas cuantitativas.
+( UV cos wB)

To outside of system

Collision  _
Figure 28. Mode of operation CAEY, o)

of a quadrupole  mass
spectrometer.
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Espectrometro de masas tipo trampa ionica: En este caso los iones generados en la
fuente idnica son “atrapados”, durante cierto tiempo, en un campo de radiofrecuencia
dentro de un anillo toroidal situado entre dos electrodos hiperbdlicos. La trampa se genera
aplicando simultdneamente una corriente continua y un potencial de radiofrecuencia, de
tal forma que los iones generados quedan confinados en del anillo toroidal. Los iones son
extraidos a voluntad aplicando corrientes de radiofrecuencia variable hasta valores de
resonancia y expulsados individualmente a través del anillo de salida para ser detectados
y generar un espectro de masas. Las trampas ionicas tienen usos similares a los
cuadrupolos siendo muy usada en la técnica masas-masas, pues permiten extraer iones
individuales (parentales) que luego pueden ser fragmentados para analisis estructural
(iones hijos). Para un experimento MS/MS tipico, se expulsan de la trampa todas las
especies producidas en la fuente de ionizacidn gue no interesan y las especies que quedan
se fragmentan para analizar luego sus productos. La tecnologia FT ICR-MS (Fourier
transform ion cyclotron-MS), captura los iones con una combinacion de campos

eléctricos y magnéticos muy fuertes.

Secuenciacion de péptidos mediante espectrometria de masas

La introduccion en la espectrometria de masas de técnicas de ionizacién suave
ha permitido la generacion de iones de péptidos intactos que pueden ser seleccionados y
activados para detectar sus fragmentos. Mediante los pasos de espectrometria de masas en
tandem antes descritos, un ion en particular se aisla y se le imparte energia con un gas
inerte (nitrégeno, argon o helio) en una celda de colision. Esto fragmenta el péptido en
varios lugares (sobre todo el enlace peptidico) generandose un “espectro de
fragmentacion”. Los fragmentos peptidicos mas comunes observados en colisiones de
baja energia son a, b e y” (Fig. 29). Los iones b (como los ay los €) contienen el extremo
N-terminal y los iones y” (como los X y los z) contienen el extremo C-terminal. Los
fragmentos a, procedentes de los b, se dan con mucha menor frecuencia y abundancia
frenta a estos iones b. Frecuentemente se observan parejas a-b en el espectro de
fragmentacion, separadas por 28 unidades de masa, la del grupo carbonilo, C=0 . En
los instrumentos cuadrupolo 0 Q-TOF predominan los iones de la serie y, mientras que en
instrumentos tipo trampa i6nica hay iones tanto de la serie b como de la y (Fig. 29). Cada

fragmento peptidico de una serie difiere de su vecino en un solo aminoacido. En principio
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es posible determinar la secuencia aminoacidica facilmente, considerando soélo la

diferencia de masas entre picos vecinos de una serie.

y1i

b1 V2
b2 b
I 3 ' e
Mass spectra = y2_
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HyN=—CH =—C =~ NH —CH — C —-NH — CH —C — NH—CH —COOH
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b2
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Figure 29. Fragmentation scheme of a theoretical peptide corresponding to the
b /'y series and the theoretical mass spectrum for these series.

Identificacion de proteinas en bases de datos a partir de los datos MS
La Gltima fase en un experimento de protedmica es la identificacion de la
proteina secuenciada, para lo cual se utilizan diversas estrategias dependiendo del tipo de

espectrometria utilizada.

Identificacion por huella peptidica de masa (“Peptide Mass Fingerprinting”, PMF).
Los espectrometros de masas permiten determinar la masa de las moléculas (Mw)
midiendo la relacién masa/carga (m/z) de los iones analizados con gran exactitud
(diferencia entre el valor medido y el valor real o tedrico), resolucion (capacidad para
separar dos masas proximas, definida como R= M/AM, donde M es la masa de un pico y
el AM es la diferencia de masa entre dos picos de intensidad parecida adyacentes
perfectamente separados o que solapan menos de 10%) y sensibilidad (cantidad minima
detectada). En esta metodologia, la proteina analizada se digiere completamente usando
una proteasa especifica (como la tripsina). Los péptidos resultantes de la digestion se
extraen y se mide su Mw en un espectrometro de masas con la maxima exactitud y

resolucion posibles. El espectro de masas de la digestion es una relacion de las Mw de
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cada uno de los péptidos producidos, que conforma un patrén caracteristico para dicha
cadena polipeptidica (huella peptidica 0 PMF, peptide mass fingerprinting). Con este
patron experimental en forma de espectro se puede determinar si en las bases de datos de
secuencias de proteinas existe alguna proteina que al ser digerida teéricamente (in silico)
con la misma proteasa produce un conjunto de péptidos con las mismas Mw que las
medidas experimentalmente. Esta blusqueda en bases de datos se hace a traves de
diferentes motores de busqueda que incorporan algoritmos capaces de hacer la
comparacion entre las masas teoricas y las experimentales de los péptidos resultantes de
digerir las proteinas (por ej., SwissProt), asigndndole una puntuacién a cada proteina en
funcidn de las coincidencias y ordenando los resultados de acuerdo a esta puntuacion. Si
el numero de coincidencias de alguna de las proteinas anotadas es suficiente para que no
se deban al azar, podemos considerar la proteina identificada. Los cuatro motores mas
empleados para la identificacion, son: Protein Prospector (UCSF), ProFound
(Universidad Rockefeller), Mascot (Matrix Science) y Aldente (GeneBio). Aungue en
principio, la ldgica de todos es la misma, existen diferencias en la valoracion de como se
empareja la secuencia de un determinado péptido con la sefial (valor m/z) detectada en el
espectrometro, haciendo que los resultados varien ligeramente. En todos ellos, y fruto del
modelo estadistico que cada uno emplea, el resultado es en una lista ordenada por
puntuacion de los diferentes candidatos que, tras repetir el proceso de forma teoérica,
obtendrian una huella similar a la proporcionada por el espectrdmetro. En la actualidad,
Mascot es el mas empleado y se basa en el sistema de puntuacién Mowse **. Con esta
metodologia se pueden identificar solo proteinas que estén secuenciadas y formen parte
de las bases de datos y tiene el inconveniente de que la seleccion como buena de la

proteina que tiene un nimero mayor de péptidos identificados puede inducir a error

Identificacion por espectrometria de masas en tandem (MS/MS): Esta aproximacion
permite obtener los espectros de fragmentacién tras dos fases de espectrometria
consecutivas (MS/MS). De modo general, la/s proteina/s son digeridas enzimaticamente y
los péptidos resultantes son separados por uno 0 mas pasos de cromatografia liquida y
analizados por MS/MS. En un primer analisis por MS se determina el valor m/z de los
péptidos y algunos de estos péptidos son seleccionados de forma individual, aislados y
fragmentados. Los fragmentos generados se separan y analizan en un segundo analisis por

MS, obteniéndose el espectro de fragmentacion o MS/MS de cada péptido, el cual
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proporciona informacion tanto de la masa del péptido precursor como de su secuencia de

aminodcidos.

Una vez obtenidos los espectros, se realiza una busqueda en bases de datos de
proteinas, contrastando los espectros de fragmentacion experimentales con otros tedricos
de los péptidos y, luego, el conjunto de secuencias peptidicas se usa para deducir que
proteinas estan presentes en la muestra analizada. Cada entrada en la base de datos se
digiere in silico de modo equivalente a como se realizé la digestién de nuestras proteinas
y se calculan las masas de los péptidos teéricos segun las condiciones de la digestion,
deduciéndose para cada péptido su espectro de fragmentacion tedrica. Mediante
algoritmos, se calcula una puntuacion para decidir qué secuencia de péptido de las bases
de datos coincide en mayor medida con el espectro experimental. Los motores de
busqueda que identifican péptidos a partir de sus fragmentos iénicos son un poco mas
complejos que los descritos para huella peptidica. Es esencial recordar que esta
metodologia identifica péptidos individuales para cada espectro MS/MS, no proteinas. En
este caso, los motores de blsqueda no se limitan a comparar espectros de fragmentacion
tedricos y experimentales, sino que ademas incorporan una funcionalidad extra de
inferencia de proteinas **° para poder agrupar los péptidos identificados con las proteinas

con las que se asocian.

Las ventajas de esta aproximacion son, entre otras, una mayor capacidad de
discriminacion y la posibilidad de analizar mezclas de proteinas. Supone una ventaja
fundamental frente a la huella peptidica ya que en este caso obtenemos informacion de la
estructura primaria del péptido. Se puede estudiar cada péptido y elucidar su secuencia y
por eso puede utilizarse como una técnica confirmatoria de los resultados obtenidos de la
identificacion de la huella peptidica. Esta técnica es, ademas, aplicable tanto a muestras

procedentes de gel como libres de él, es decir, mezclas de proteinas en solucion.
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Protedmica redox

Distintos tipos de contaminantes, como los metales 0 los compuestos organicos
oxidativos, generan ROS/N que inducen estrés oxidativo 2* '%. Si este dafio oxidativo es
excesivo, deriva en distintas patologias y muerte celular® **"*#_ posiblemente por de su
abundancia, en los sistemas bioldgicos, las proteinas son las principales dianas de los
agentes oxidantes y entran en reacciones redox que, a veces, son parte de su funcién
normal (regulando asi su localizacion, estructura y funcidn) y otras veces, resultan
irreversiblemente dafiadas y pierdan su funcién (Fig. 30) " . Ya que modifican
estructura y funcion de las proteinas, estas modificaciones post-traduccionales
oxidativas/nitrosativas contribuyen a la diversidad del proteoma y la proteémica redox es

la mejor aproximacion para su identificacion '*

/ Modifications by ROS/RNS

NON REVERSIBI} / REVERSIBLE \

Carbonylation Disulfide bond
Nitrotyrosine S-glutathionylation
Dinitrotyrosine S-nitrosylation
Sulfonic acid S-sulfonation

) Methionine sulfoxide

Loss of protein Regulation of
function protein function

Figure 30. Oxidative modifications of proteins.

"
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Oxidacion reversible de grupos tidlicos

La regulacion redox es un mecanismo modulador de las funciones celulares de
todas las células y organismos vivos que, ademds, se ve implicado en muchas
enfermedades y procesos patolégicos *. La oxidacién de tioles proteicos ha emergido
como un mecanismo muy importante por el cual los sistemas redox celulares controlan

los procesos de sefializacion celular Vs en 187, 195, 197, 198)

La cisteina (Cys) es un residuo clave implicado en la catélisis, en el trafico y
plegamiento de de proteinas y en la regulacion y sefializacion redox. Sin embargo las
propiedades electrofilicas de su grupo tidlico hacen que sea vulnerable a muchos
electrofilos, especialmente ROS/N, sufriendo modificaciones que alteran la estructura de
la proteina, su funcion o su papel en la sefializacion redox. Aunque los residuos Cys son
escasos, representan 1-3% del total de los residuos proteicos y sus grupos tiol (10-30
mM) son més abundantes que el glutation (1-10 mM) **?*, Los grupos tiol de las Cys
participan en el ciclo de S-tiolacién/destiolacion, oxidandose a disulfuros mixtos, lo que
conlleva un descenso paralelo en los niveles de ROS, que son posteriormente reducidos
por tiorredoxina, glutarredoxina y/o la proteina disulfuroisomerasa (Fig. 31) *** La S-
tiolacion protege a los tioles proteicos de oxidaciones irreversibles y reprogramaciones

celulares durante el estrés oxidativo 2

Native cysteine LD Sulfenic acid

;

SHgy S SH S
N i

Figure 31 S-thiolation cycle. By the \
action of ROS, thiol groups of native 2.

Cys are oxidized to mixed disulfides O,* \
which leads to a parallel decrease in )
the levels of ROS. Later, in 7
physiological conditions they

regenerate reduced again by the action \
of thioredoxin, glutaredoxin or PDI.

\

S— S S-\S(;

Disulfide
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Los restos tidlicos de las Cys son muy sensibles a las reacciones redox de modo
que pueden funcionar como sensores redox. Los tioles protéicos (P-SH) pueden
interactuar con gran variedad de oxidantes para formar, en muchos casos, modificaciones
covalentes reversibles (Fig. 32). Este mecanismo covalente reversible, que incluye la
formacion de enlaces disulfuro, es el mecanismo mas importante por el cual se puede
controlar la funcién proteica (Vs en47. 195.198. 209 'parg esto, es esencial que la oxidacion

tenga lugar en grupos -SH concretos de proteinas especificas *°.

O/s-sc O,ssn ;
0
1
$—s
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4 » . &

._S-Thiosulfinate

— ‘.? 9
/S S-OH ,S-OH /ﬁ—OH
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S-Nitrosothiol ! Thiolate Sulfenic Sulfinic Sulfonic
m acid acid acid
?
Trx
—
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| |

¢ S N

O S_SO _Sulfenyl-amide )

Disulfide bond

Figure 32. Major oxidative modifications of cysteinyl residues and their reduction
pathways *%°.

En principio, todos los grupos P-SH son susceptibles de oxidacién por ROS. Sin
embargo, el entorno de algunos de ellos disminuye su pKa, lo que les permite estar, a pH
fisiolégico, en forma de ion tiolato (P-S), mucho més reactiva *®. Los tioles pueden
formar productos de sulfoxidacién como A&cidos sulfénico %7, sulfinico (SO,H) o
sulfénico (SOsH), y como diferentes tipos de disulfuros, inter- o intramoleculares (P-S-S-
P) o disulfuros mixtos proteina-glutatién (P-S-S-G) 2°® EIl anion tiolato (S) puede,
ademas, oxidarse a sulfénico, que es relativamente reactivo. Los oxidantes fuertes

oxidaran el ion tiolato a sulfinico o sulfénico.
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Algunas de estas formas de oxidacion, como los disulfuros, los acidos
sulfénicos, y en algunos casos, los sulfinicos, son reversibles y por tanto, son adecuados
para participar en la regulacion redox de las célula *®®. En cambio, los acidos sulfénicos
son formas de oxidacion irreversibles que requieren la sintesis de novo de la proteina para
restaurar su funcion. Aunque la formacion de éacidos sulfénicos pueden ser la forma
inicial de la oxidacion de tioles en muchas proteinas, los P-S-S-G (proteina-glutation) son

probablemente el intermediario mas estable en los procesos de sefializacién redox %2,

Los avances en las técnicas protedmicas han dado lugar al aumento del nimero
de estudios que evaluan el estado redox de P-SH en células sometidas a estrés oxidativo y
al desarrollo métodos para la deteccion, cuantificacién e identificacion de grupos tioles de
protefnas sensibles a la oxidacién han sido revisados * #® 187 189,198,199, 212223 'ppy a||os se
combina el marcaje especifico de los tioles protéicos y la separacién por electroforesis
bidimensional (2-DE). El uso de N-etilmaleimida (NEM) o iodoacetamida (IAM) impide
la oxidacidn de los tioles nativos reducidos durante el procedimiento de extraccion de la
proteina, que, posteriormente, se pueden reducir 'y marcar con 5-
iodoacetamidafluoresceina (IAF). Este método detecta s6lo los disulfuros nativos, i.e.,
disulfuros intra/ intermoleculares en proteinas (PS—SP) y disulfuros mixtos entre proteina

y GSH (PS—SG) 217, 224-227.

Las Cys de las proteinas pueden ser identificadas por espectrometria de masas
(MS), obteniéndose informacién sobre el estado tiol-disulfuro de los péptidos o la
evidencia de la oxidacion reversible de un residuo especifico de Cys ##%%% 28 gijn
embargo, se desconoce la identidad y el significado fisiolégico de la mayoria de los

cambios en los tioles proteicos 2.

Cuantificacion de disulfuros proteicos oxidados como biomarcador de
exposicion a contaminacion

Las modificaciones redox de las proteinas resultan de primordial interés en
toxicologia ambiental. Las proteinas pueden absorber la mayor parte de ROS vy los tioles
proteicos, una de las principales dianas del estrés oxidativo %, son de especial interés
debido a su potencial para modular y sefializar muchos rutas bioquimicas 2. El estudio
de los dafios oxidativos a las proteinas puede proporcionar informacion béasica de los

mecanismos de toxicidad implicados incluso en condiciones sub-estrés. En este sentido,
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la cuantificacion de tioles oxidados ha demostrado ser un potente indicador de estrés
oxidativo en organismos acuaticos expuestos a diferentes agentes prooxidantes % 23%:2%,
En los ultimos afios muchos estudios han usado la cuantificacion de tioles oxidados como
marcador de oxidacion en experimentos de exposicion de animales acuaticos a diferentes
sustancias contaminantes 2% 23 235 236 237.238 * Aynque en menor nimero, se ha utilizado la
cuantificacion y caracterizacion de los tioles oxidados en estudios con organismos de vida

libre para biomonitorizar ecosistemas y buscar biomarcadores de contaminacion 2 11,

Carbonilacion de proteinas

Las proteinas sufren también modificaciones por oxidacion que las inactivan y
hacen que su destino final sea la degradacion. Un ejemplo de este tipo de modificaciones
irreversibles es la carbonilacion, una de las mas dafiinas y se considera como una de las

principales caracteristicas de los trastornos relacionados con el estrés oxidativo “,

La carbonilacion de proteinas se define como una modificacion post-
traduccional (PTM), de caracter irreversible, que genera en la proteina un resto carbonilo
reactivo, aldehido, cetona, o lactama “>. Estos carbonilos reactivos pueden surgir en
diferentes sitios y a través de diferentes mecanismos, que pueden ser directos, por
oxidacion o amidacién de aminodcidos, o de manera indirecta, por formacion de aductos
con productos originados por peroxidacion lipidica o glicacién/glicoxidacién . La
carbonilacién por oxidacion directa se produce por ataque de radicales hidroxilo 2%,
gue oxidan las cadenas laterales de ciertos aminoacidos (Fig. 33). Los productos mas
comunes son los semialdehidos glutamico y aminoadipico, derivados de Arg y Lys,

244

respectivamente < y la quinurenina y formil N-quinurenina, y sus analogos hidroxilados,

generados al oxidarse el Trp. También se forman grupos carbonilos de forma directa por

la ruta de alfa-amidacion que conlleva la ruptura oxidativa del enlace peptidico 2*>2%,

Otra via importante de carbonilacién protéica es la mediada por productos
generados durante la peroxidacion lipidica, como 4-hidroxinonenal (4-HNE), 2-propenal
(acroleina) o malondialdehido (MDA) (Fig. 33). Estos son, en general, fuertes electrofilos
que pueden reaccionar con los grupos nucleofilicos de las cadenas laterales de His, Cys o
Lys, para formar bases de Schiff o aductos de Michael ***°. Asimismo, es posible la

introduccion de carbonilos en proteinas por adicion de derivados de carbonilos reactivos
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(cetoaminas, cetoaldehidos y deoxiosonas), producidos por reaccion de azucares
reductores, 0 sus productos de oxidacion, con el grupo amino de los residuos de Lys o
Arg; estos mecanismos de glicaciéon y glicoxidaciéon generan distintos tipos de aductos
(Fig.33) 2492,

PROTEIN CARBONYLATION

DIRECT AMINO ACIDS OXIDATION
e
Pro, Lys, Arg and Thr: semialdehydes E

Trp oxidation: Kineurine, N-formyl kyneurine «

+  Alfa-amidati o i
&b’i\OQ a-amidation \{)‘\" )\N/ b

\Op
e
o
Lipid peroxidation products
CIEIDIEEROXIDATION ¢ 4-Hidroxynonenal, MDA, 2-propenal. < :
e Lys, His, Cys: Shiff bases, Michael adducts "

wof
.

Glication/Glioxidation products :(‘r‘“

¢ Lys: Carboxymethyllysine, pyrralines, imidazolones

&

Y

Figure 33. Carbonyl groups (C=0) can modify proteins through direct oxidation
of the amino acid side chain or by inducing oxidative cleavage of the peptide bond.
Indirect oxidation can occur when carbonyl groups of a previously oxidized lipid or
oxidized carbohydrate react with Cys, His and Lys residues, inducing lipoxidation and
glycoxidation, respectively.

Las proteinas carboniladas no pueden ser reparadas por los mecanismos
enzimaticos celulares, lo cual provoca que tiendan a agregarse, debido al aumento de la
hidrofobicidad general de sus residuos. Estas proteinas carboniladas deben ser eliminadas
por la maquinaria del proteosoma para mantener la homeostasis celular, ya que su

acumulacion acaba induciendo muerte celular 2.
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Deteccidn de proteinas carboniladas

Los métodos bioquimicos y analiticos usados para identificar y cuantificar los
carbonilos reactivos pueden clasificarse en tres categorias ** (i) técnicas bioquimicas e
inmunoldgicas, como el inmunobloting o ELISA, que proporcionan informacién global
sobre la modificacion de las proteinas y los niveles de carbonilacion; (ii) ensayos
espectrométricos y cromatograficos para determinar los niveles totales de proteinas
carboniladas; y (iii) recientemente, se viene utilizando espectrometria de masas, que
permite la identificacion de las proteinas modificadas, asi como la localizacion de los

sitios de modificacion.

El método mas comlnmente usado para cuantificar grupos carbonilo esta
basado en el uso de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que reacciona con los carbonilos
formando la 2,4-dinitrofenilhidrazona, mucho mas estable. El grupo dinitrofenil puede ser

detectado y cuantificado espectrofotométricamente - %

, aunque la forma méas comun
para detectar el grupo es mediante anticuerpos anti-DNP, o que se conoce como técnica
“oxyblot”. Esta técnica, en combinacion con protedmica basada el gel para separar las
proteinas y espectrometria de masas para su identificacion, es hoy la técnica de eleccién
para la cuantificacion de carbonilaciones. Recientemente se ha desarrollado también un
protocolo con una aproximacion “shot-gun” centrada en el estudio de los péptidos
mediante LC-MS; este método emplea etiquetas isobaricas que permiten cuantificar el

grado de carbonilacion e incluso “mapear” los aminoacidos modificados %*.

La carbonilacion proteica como biomarcador de exposicion a
contaminacion

Los niveles de carbonilacién de proteinas son reconocidos como un marcador
universal de estrés oxidativo y han sido vinculados a diversos trastornos y patologias,
envejecimiento y muerte celular # * 2>, Asimismo, permiten determinar dafios tisulares
ylo trastornos metabélicos provocados por contaminacion “*°. Distintos estudios han
propuesto la determinacion de niveles de carbonilacion como un biomarcador molecular
de estrés oxidativo. En organismos acuéticos, la carbonilacion de proteinas se analiz6 por
primera vez en Mytilus edulis, estudio que sefialé a la glandula digestiva como el
principal sitio de carbonilacidon en respuesta al estrés oxidativo producido por metales

pesados como Cd y Zn ?*’. Este estudio demostré que las dianas de carbonilacién son
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proteinas especificas, poniendo en valor esta PTM como biomarcador especifico y
sensible de estrés oxidativo. Posteriormente se ha usado la carbonilacion de proteinas
como biomarcador en organismos acudticos del efecto a la exposicion de diferentes
metales pesados como Cr ®*?*° Cd *®, As %' o incluso para la biomonitorizacion de
zonas expuestas a altas concentraciones de metales (Cu) y PAHS %% Asimismo, la
cuantificacion de la carbonilacion de proteinas ha sido a menudo usada en organismos

263-265

acudticos para evaluar el estrés oxidativo inducido por plaguicidas y contaminantes

266, 267

emergentes, como nanoparticulas o drogas de abuso %&,

Metalomica

El estudio de los mecanismos de absorcion de metales/metaloides, su tréafico y
funcidén en los procesos bioldgicos complejos, resulta de sumo interés para comprender
los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos beneficiosos o toxicos ejercidos
por estos, y aun mas, para explicar su impacto en los organismos. 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 > El “metaloma” se refiere a la medida de los elementos (especies metalicas y
metaloides) presentes en una célula o tejido, su identificacion, cuantificacion localizacién
y especiacion *?™ Los iones metalicos presentes en la célula estan principalmente
ligados (enlaces de coordinacién) a biomoléculas tanto de bajo (acidos organico y
aminoéacidos), como de alto peso molecular (proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos).
Los metaloides suelen estar unidos por enlace covalente a biomoléculas, como es el caso

de las selenoproteinas o los arsenolipidos.

Los procedimientos analiticos de especiacion quimica se han ido desarrollando
en los Gltimos 20 afios y se usan de forma rutinaria en temas medioambientales, de salud
o alimentarios. Estas metodologias requieren el acoplamiento de una técnica de
separacion como la cromatografia liquida (HPLC), electroforesis capilar (CE) o

8

cromatografia de gases >, con un detector atdmico como el plasma de acoplamiento

inductivo con detector de masas (ICP-MS). El ICP-MS en este campo es una herramienta

muy valiosa que propor-ciona gran sensibilidad, selectividad y precision facilitando el
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andlisis de metalobiomolé-culas a muy baja concentracion en matrices bioldgicas

complejas *7°.
Metabolomica

El metaboloma es el conjunto de compuestos de baja masa molecular
(tipicamente <1.000Da) presentes en los sistemas bioldgicos’””. La metabolémica es el
analisis (identificacion y cuantificacion) del metaboloma en una célula bajo determinadas

condiciones enddgenas (fisioldgica) o exdgenas (exposicion)®’®

Los enfoques
metabolémicos se han desarrollado en muchas &reas de la investigacion bioanalitica,
incluyendo la toxicologia 2" debido a la posibilidad de detectar la respuesta metabélica a
la exposicion quimica a fin de encontrar biomarcadores sobre el estado fisioldgico real de
los organismos vivos. Por ello, la metabolémica juega un papel clave para entender los
resultados de los procesos bioldgicos complejos, asi como para la diagnosis de cambios
importantes a nivel celular y bioldgico relacionados con el medio ambiente, los alimentos

y la salud *#'.

La metabolémica ambiental es un procedimiento emergente para estudiar los
perfiles metabdlicos de los sistemas biol6gicos expuestos a estrés medioambiental y
poder caracterizar las interacciones de los xenobiéticos con los seres vivos 2% 2!, Cuando
se emplea de forma integrada con otras 6micas, como transcriptomica y protedmica,
permite evaluar el impacto bioguimico de los xenobidticos y los aspectos toxicoldgicos

asociados 2,

Técnicas analiticas para la busqueda de biomarcadores en metabolomica

La busqueda e identificacion de metabolitos Gtiles como biomarcadores requiere el
uso de técnicas analiticas que tengan un amplio rango de aplicabilidad, ademas de muy
elevada selectividad, especificidad y sensibilidad. En metabolémica se puede seguir un
enfoque dirigido, basado en una hipdtesis establecida previamente, en el que se mide y

cuantifica un conjunto pequefio y bien definido de metabolitos conocidos **

, 0 rutas
metabdlicas generales *. Este tipo de analisis se viene desarrollando desde hace décadas
por lo que existen numerosos métodos para cuantificar metabolitos como azlcares,

aminodcidos, esteroides o 4cidos grasos, entre otros ***** Los anélisis no-dirigidos son
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globales en su alcance y tienen el objetivo de medir simultdneamente la mayor cantidad
posible de metabolitos a partir de muestras bioldgicas sin ninguna discriminacion,
excepto las inherentes a la metodologia y la limitacion que supone la identificacion de los

metabolitos a partir de conjuntos de datos extremadamente complejos 2" %%,

Las principales técnicas analiticas que se emplean para los estudios
metabolomicos se basan en la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria
de masas (MS). La primera tiene caracter no destructivo y permite reutilizar la muestra
para otros analisis, ademas la preparacion de la muestra es muy simple, por lo que es una
técnica facilmente reproducible. Sin embargo, la MS presenta ventajas frente a la RMN,
como su mayor sensibilidad y la posibilidad de aplicarse a muestras complejas en la que
los distintos analitos se encuentren en un amplio rango de concentraciones. Ademas, MS
es también una técnica importante para la identificacibn molecular de metabolitos

desconocidos, especialmente a través del uso de experimentos en tandem MS/MS % 28829,

La metaboldmica debe hacer frente a la gran complejidad quimica y fisica de los
metabolitos, entre los que hay compuestos muy polares y otros muy hidrofobos, que
tienen masas muy diversas (de 50 a 1000 Da) en la mayoria de las matrices bioldgicas.
Dada esta heterogeneidad, deben considerarse numerosos factores que van desde la
cuidadosa preparacion de muestra, la eleccion de las metodologias y herramientas de
andlisis, el analisis de los datos y, por Gltimo, la interpretacion biolégica de los resultados,
en un esquema de trabajo (workflow) que debe estar perfectamente definido (Fig.34). La
espectrometria de masas de ionizacion por electro-espray acoplado a cromatografia
liquida (LC/ESI-MS) es la combinacion de més comunmente utilizada en la
metaboldémica no-dirigida, usando principalmente como analizador QqQ-TOF de alta

resolucion, ya que proporciona una mayor sensibilidad y especificidad molecular.
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Figure 34. Workflow for a Metabolomic “non-target"” analysis.

Estudios metabolomicos aplicados a la toxicologia medioambiental en
ecosistemas acuaticos

Aunqgue la metabolémica es un campo relativamente reciente, ha sido usada como
una potente herramienta en el estudio de los mecanismos de toxicidad de muy diversas
sustancias consideradas como contaminantes medioambientales. Existen en la bibliografia
diversos estudios sobre el metaboloma de organismos acuéticos expuestos a toxicos 2>
El desarrollo de las técnicas metabolémicas ha permitido también, en los ultimos afios, su
uso para la biomonitorizaciébn ambiental de ecosistemas acuaticos, usandose en

organismos de vida libre como bioindicadores como bivalvos, peces o cangrejos 2% 303,
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Antecedentes y justificacion

La contaminacién es uno de los problemas mas importantes del siglo XXI, con
importantes repercusiones sobre el bienestar de la poblacion, la sostenibilidad de los
recursos naturales y la conservacion del medio natural. Los grupos de investigacion
donde se ha desarrollado el trabajo que se presenta como Tesis poseen una amplia
trayectoria de trabajo conjunto adquirida a lo largo de 4 proyectos nacionales y 3 de
ambito autondmico ejecutados desde 2002, centrados en la problematica del Parque
Nacional de Dofiana y su entorno, que se ha convertido en un fabuloso laboratorio natural
para el desarrollo y aplicacion de nuevas metodologias analiticas que permitan una
aproximacién mucho mas global y precisa para la evaluacion de los problemas de
contaminacién medioambiental. En estos proyectos se abordo primero las metodologias
para determinar la presencia de metales y plaguicidas y sus efectos en biomarcadores
convencionales. En los proyectos subsiguientes, ante la baja correlacion encontrada entre
contaminantes y biomarcadores, se procedié a desarrollar herramientas metodoldgicas
mas robustas que permitan la correcta monitorizacion de los sistemas ambientales para
establecer su calidad, y, en su caso, la aplicacion de medidas correctoras. Las
herramientas actuales mas eficientes son las de andlisis masivo no dirigido, denominadas
omicas, que permiten cuantificar alteraciones de los ciclos homeostaticos a nivel
transcripcional -transcriptdmica, a nivel de proteinas -protedmica, y de metabolitos -
metaboldémica. Recientemente se ha propuesto la integracion de 6micas para tener una
visién global (holistica), mucho mas realista de los procesos que se producen en el medio

ambiente.

Este trabajo se centra en el uso de procedimientos protedmicos, metaboldmicos y
metalémicos, ya desarrollados en nuestros grupos de investigacién en otros organismos
(ratones), introduciendo mejoras metodoldgicas para su aplicacion al decapodo P. clarkii,
gue se utilizara como organismo bioindicador de la calidad ambiental de ecosistemas
acudticos. El presente estudio se centra en Dofiana y su Entorno que, a pesar de su
importancia ecoldgica, sufre la accion potencial de la actividad agricola, industrial y
minera de zonas cercanas. Los animales se han muestreado en varios puntos relacionados

con la presencia de productos agroquimicos (arroyos del Partido y la Rocina) o metales y

83



Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral

plaguicidas (arrozal del “Matochal”’). Como control se ha empleado el Lucio del Palacio,

en el corazén de Dofana.

Hipotesis de partida

Las premisas en que se apoya esta Tesis son las siguientes:

Los contaminantes y sus productos o especies quimicas de degradacion provocan
respuestas bioldgicas sobre los organismos de los ecosistemas afectados.

La accion final de los contaminantes sobre los seres vivos esta vinculada a la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los mismos.

Las respuestas a la contaminacion se manifiestan de una manera global que solo
puede abarcarse utilizando de forma integrada metodologias 6micas.

Los contaminantes provocan notables cambios en la homeostasis de los elementos
esenciales, sobre todo a nivel de expresion de metalobiomoléculas (metalémica) y
metabolitos pequefios (metalometabolémica).

La aplicacion e integracion multidisciplinar de todas estas herramientas analiticas
innovadoras van a permitir:

a. Disponer de nuevas plataformas instrumentales para el estudio del medio
ambiente, formas de interpretacion mas precisas de los episodios
medioambientales y, en definitiva, aproximaciones mas potentes que
aseguren la calidad y salud medioambiental.

b. Identificar de forma mas fiable biomarcadores para el diagnostico,
pronostico y seguimiento de problemas que afectan a la salud de los

ecosistemas.

84



Antecedentes, Justificacion y Objetivos

Objetivos

Los Objetivos planteados en esta Tesis, y a los que se trata de dar respuesta en los distin-

tos Capitulos que integran esta Memoria son:

1.

Investigar la bioacumulacion de metales en tejidos de cangrejos P. clarkii y deter-
minar su capacidad para reflejar la contaminacién de metales pesados y metaloides
presentes en su medio, mediante la cuantificacion por ICP-MS de estos elementos
tanto a nivel tisular (glandula digestiva y branguias) como en sedimentos de la
zona. Este Objetivo se aborda en el Capitulo 1.

Evaluar el dafio oxidativo a biomoléculas provocado por contaminacién mediante
la cuantificacion de niveles de peroxidacion lipidica y de carbonilacién de
proteinas en diferentes 6rganos de P. clarkii. Este Objetivo se aborda en los

Capitulos 2y 3.

. Cuantificar el grado de oxidacidn reversible de tioles en proteinas de cangrejos P.

clarkii capturados en zonas contaminadas por protedmica redox. Este Objetivo se
aborda en el Capitulo 4, publicado en Science of The Total Environment [Sci.
Total Environ. 2014, 490, (0), 121-133], con un IP de 4.099 y situada en el primer
decil (18/223) de su categoria (Environmental Sciences)

Estudiar de la respuesta bioldgica a nivel protedmico, en branquias y glandula
digestiva, de cangrejos P. clarkii capturados en zonas con altos niveles de contami-
nacion. Para ello, se usard protedmica 2D-DIGE que permitird detectar proteinas
con variaciones de abundancia estadisticamente significativas, que se identificaran
por MS para establecer las rutas metabdlicas afectadas por la contaminacion. Estas
proteinas pueden ser nuevos biomarcadores de contaminacion. Este Objetivo se
aborda en el Capitulo 5.

Identificar y caracterizar los cambios a nivel metabdlico causados por
contaminacién en P. clarkii, mediante el analisis de los metabolomas de glandula
digestiva y branquias de cangrejos capturados en zonas con diferentes niveles de
contaminacién. Este Objetivo se aborda en el Capitulo 6.

Como objetivo global se pretende obtener una vision integral de las respuestas
biolégicas causadas por la contaminacion y desarrollar pautas y protocolos Utiles

para la gestion ambiental y vigilancia de los sistemas acuéticos.
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Objectives

The objectives of this Thesis, addressed in its different Chapters, are:

1.

To study the bioacumulation of metals in digestive gland and gills of P. clarkii
crayfish and to determine the suitability of this decapod to reflect the pollution by
heavy metals and metalloids in their environment, by using ICP-MS for
guantificat-ion of elements at tissues (digestive gland and gills) and sediments.
This objective is addressed in Chapter 1

To assess the level of oxidative damage caused to biomolecules by environmental
pollution by quantifying lipid peroxidation and protein carbonylation in P. clarkii.
This objective is addressed in Chapters 2 and 3.

To evaluate the utility of redox proteomics as a novel biomarker by quantifying the
changes in the level of reversible thiol oxidation in proteins caused by
environmental pollution in P. clarkii digestive gland. This objective is addressed in
Chapter 4, and its results has been published in Science of the Total Environment
(2014) 49:121-133, with an IP of 4,099 and positioned on the first decile (18/223)
of its category (Environmental Sciences).

To analyze the biological response, at the protein level, to environmental pollution
in P. clarkii gills and digestive glands. By using 2D-DIGE proteomics and MS,
proteins with statistically significant variations in abundance will be detected and
identified to establish the metabolic pathways affected by pollution. This study
may provide novel biomarkers for evaluation of environmental pollution. This
objective is addressed in Chapter 5.

To identify and characterize the metabolic changes caused by pollution in P. clarkii
tissues by analyzing the metabolome of digestive gland and gills of specimens
caught in areas with different levels of pollution. This objective is addressed in
Chapter 6.

A final and global objective of this Thesis is to get a comprehensive understanding
of the biological responses elicited by pollution and to develop useful guidelines
and protocols for the environmental management and surveillance of the aquatic

systems.
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Zonas de muestreo

Teniendo en cuenta las distintas actividades antropogénicas que amenazan al
PND vy las vias por las que los contaminantes derivados de ellas pueden acceder al
mismo, se capturaron ejemplares de P. clarkii en puntos clave de las vias de acceso de
agua al Parque, esto es, en los arroyos del Partido y la Rocina, que suministran agua por
el oeste, y en los arrozales de ElI Matochal, que cogen agua del arroyo Brazo de la Torre,
en el este del Parque. Como referencia se capturaron animales en una laguna del interior
del Parque, lo més alejadas posible de los focos de contaminacion. Los sitios exactos de

captura se muestran en la Fig. | y se describen brevemente a continuacion.

- Lucio del Palacio (LP), situado en interior de la Reserva Biologica de
Dofiana, la zona mas protegida del Parque y desde hace méas tiempo. Esta localizacion fue
tomada como zona control y los cangrejos capturados en ella como organismos de
referencia, al tratarse de un punto libre de contaminantes, segun estudios de nuestro grupo

a lo largo de varios afios.

-Partido (PAR), situado en el curso bajo del arroyo del Partido, al Sur de la
poblacién de Almonte y que constituye otra de las fuentes de entrada de agua al Parque.
Este lugar estd influenciado por la contaminacion derivada del uso abundante de
agroguimicos en la agricultura intensiva que se ha desarrollado en los Ultimos afios en la
zona y por otra parte debido a la contaminacion antropogénica dada su cercania al ndcleo
de poblacion y la deficiente depuracién de las aguas residuales (tal y como se pudo

comprobar in situ en el momento del muestreo).

-Matochal (MAT), situado al Sur de los arrozales de Villafranco, y al Este del
PND. En dichos arrozales es donde se da la mayor produccion de arroz de Espafia y por
tanto es una zona potencialmente afectada por contaminantes de uso agricola, como
herbicidas, plaguicidas y alguicidas. Asimismo, el punto de muestreo elegido se
encuentra muy cercano a la zona de Entremuros directamente afectada por los lodos

téxicos del vertido de Aznalcollar.

-Rocina (ROC), situado en el curso medio del arroyo La Rocina, uno de los
principales aportes de agua al PND y bajo la fuerte influencia de la contaminacién

generada por el cultivo de fresa y citricos que se da en su entorno.
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LP 36°59'28.83"N 6°26'30.88"0
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MAT 37°1'5.98"N 6°16'31.70"0

ROC 37°10'7.72"N 6°37'16.16"0

Figure 1. Principal sources of pollution that threaten Dofiana and sampling points
where the specimens of P. clarkii were collected.
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Captura de animales

Los cangrejos se capturaron en la primavera (mayo-junio) de 2009. La captura
se hizo durante la noche, usando nasas tubulares cebadas con carne de pollo. Las nasas se
recogieron cada mafiana para evitar estrés a los cangrejos capturados y que algin anfibio

entrase accidentalmente en el dispositivo (Fig. I1).

Figure I1. Placement of creels to capture crayfish and mode of transport

Por cada zona se capturaron entre 14 y 20 cangrejos, reteniéndose solo
individuos machos con una longitud de entre 8 y 11 cm (tamafio de un adulto). Cada dia,
tras su captura, los cangrejos se llevaron al laboratorio de EI Bolin, en la Estacion
Bioldgica de Dofiana, donde fueron pesados y diseccionados (Fig. Il a'y b) y a cada uno

se le asigno un codigo indicando la zona de procedencia y la fecha de muestreo.
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Extraccion y procesado de érganos

Tras el sacrificio, de cada animal se extrajo la glandula digestiva (hepatopan-
creas) y las branquias. Los oOrganos se pesaron individualmente (Fig. Il ¢) y se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido, tras lo cual se almacenaron a —80° C en
el laboratorio de la Reserva Bioldgica de Dofana, hasta su traslado al Departamento de
Bioguimica y Biologia Molecular de la Universidad de Cérdoba. Una vez aqui, los
6rganos se trituraron individualmente con un criohomogeneizador (Freezer/Mill 6770) y
se dividieron en alicuotas y almacenaron a —80° C hasta su procesado para los distintos

analisis.

92



Zonas de estudio y métodos de muestreo

Figure I11. Images of dissection and handling of the samples in the laboratory of the
Biological Station of Doflana. A) Dissection process, weighting and N, freezing of
samples in the laboratory El Bolin. B) Scheme of the process of dissection and removal of
organs. C) Details of the antennal gland and gills of P. clarkii.
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Capitulo 1: Presencia de metales en gldndula digestiva y branquias de P. clarkii

1.1. Resumen

El uso de pesticidas y fertilizantes constituye una fuente de metales y
metaloides para suelos y aguas, que acaban contaminados con elevadas cantidades de As,
Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Fe, Mn y otros metales pesados. Metales y metaloides persisten
en el ambiente por afios y tienen una elevada toxicidad, por lo que se consideran
peligrosos para organismos y ecosistemas. Hemos evaluamos mediante ICP_MS, el nivel
de contaminacion por metales de sedimentos y tejidos de cangrejos Procambarus clarkii
capturados en las zonas problema PAR y MAT, tomando como referencia muestras
recogidas en LP. De esta manera se pudo evaluar tanto la bioaccesibilidad como la
biodisponibilidad de los 16 elementos analizados (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
As, Se, Ag, Cd, Tl y Pb). La determinacion de elementos en glandula digestiva, branquias
y sedimentos se llevo a cabo por ICP-MS, utilizando, en el caso de los sedimentos, la
fraccion < 630 pm, tnica que puede ser ingerida casualmente por P. clarkii al estar
asociada a la fraccion organica del sedimento. El estudio se hizo agrupando cantidades
iguales de tejido de catorce ejemplares de P. clarkii capturados en cada zonas en 4 lotes,
gue se consideraron como réplicas bioldgico/técnicas. De esta manera se redujo la carga
de trabajo y el coste econémico, al tiempo que se tenia en cuenta la posible variabilidad
interindividual * 2 Los resultados obtenidos indican que la zona LP y los cangrejos
capturados en ella son buenas referencias en estudios de contaminacion ambiental y que
las zonas PAR vy, especialmente, MAT son sitios altamente contaminados por metales y
metaloides tanto esenciales como no esenciales. Es destacable que los animales de MAT
acumularon principalmente elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu), a diferencia de los de
PAR, que lo hicieron principalmente con elementos téxicos (Cr, As). Fue también notoria
la alta bioacumulacion de Cd y As en animales capturados en MAT, ambos elementos
procedentes probablemente del vertido de lodos causado por la rotura de la balsa de
contencion de la mina de Aznalcdllar en 1998. La buena correlacién directa encontrada
entre concentracion de metales en sedimentos y en 6rganos de P. clarkii sustenta la idea
de que este decapodo es un buen bioindicador de contaminacion por metales. Es muy
probable que el exceso de estos contaminantes y sus interacciones y sinergias entre si y
con otros contaminantes presentes en el medio alteren la homeostasis de P. clarkii y le
provoquen estrés celular, enfermedad e incluso la muerte, causando alteraciones a nivel

molecular que se estudiaran en posteriores secciones de esta Tesis.
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1.2. Determinaciéon de metales por ICP-MS en
glandula digestiva y branquias como medida del
grado de contaminacion de P. clarkii y las zonas de
captura

Como se comento en la Introduccion General, el Parque Nacional de Dofiana
(PND) se ve continuamente expuesto a una gran presion ecoldgica a consecuencia de las
actividades antropogénicas llevadas a cabo en sus alrededores *®. Estas zonas limitrofes
con el Parque albergan una densa poblacién humana cuyas actividades principales estan
relacionadas con el turismo y la agricultura. De ellas parten arroyos (Partido, La Rocina,
Guadiamar) y aguas subterraneas que alimentan las marismas de Dofiana y pueden
arrastrar multitud de contaminantes. La agricultura convencional utilizada
mayoritariamente en la zona se basa en el uso de una gran cantidad de herbicidas,
insecticidas, pesticidas y fertilizantes para el cultivo del arroz, los citricos y las fresas en
invernadero. Hace méas de 3.000 afios que se viene utilizando en la zona algun tipo de
pesticida para proteger las cosechas. Desde los primeros, basados en el uso de polvo de
azufre, pesticidas alcaloides, organoclorados, fosfoclorados, carbamatos, piretrinas,
triazinas, han ido siendo usados y prohibidos a lo largo de los siglos. Estos pesticidas
contienen elementos como As, el Cd, el Hg o el Pb, en los que muchas veces se basa su
accion. También los fertilizantes, organicos e inorganicos (urea, superfosfato célcico,
sulfato de hierro, sulfato de cobre), constituyen una fuente adicional de metales y
metaloides (Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Fe y/o Mn) en los suelos y las aguas °. Estos usos
agricolas, unidos a otras actividades industriales y mineras, causan la liberacion, muchas
veces inadvertida, de metales al medio ambiente. Incluso siendo manipulados
cuidadosamente, la posibilidad de una exposicién accidental es grande, especialmente
para los organismos que viven proximos a las zonas tratadas. El problema se agrava al ser
elementos muy persistentes en el medio, lo que facilita su entrada en la cadena trofica.
Son, ademas, altamente muy reactivos y frecuentemente tdxicos por lo que constituyen un

riesgo para la vida *°.

El término metal pesado viene siendo usado por ecotoxicologos y cientificos

medioambientales para referirse a metales que causan contaminacion ambiental . Se
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pueden definir como elementos metalicos que tienen alta densidad relativa en

comparacion al agua *.

Asumiendo que pesadez y toxicidad estan intimamente
conectados, se incluyen en este grupo también metaloides como el As, muy toxico
incluso a niveles bajos. Algunos metales pesados son micronutrientes esenciales, como
Cu, Fe, Mn, Ni o0 Zn. Estos elementos son generalmente requeridos en cantidades muy
pequefias, que los organismos suelen poder regular, de modo que sélo cuando se
presentan en exceso resultan tdxicos. En contraste, los elementos no esenciales como Al,
As, Cd, Pb y Hg, esto es, que no participan en funciones bioldgicas normales,
répidamente desencadenan efectos toxicos (10 feferencias ave ¢ita) - Amhos tipos, esenciales y no
esenciales, se pueden acumular en el organismo con el riesgo de ser transferidos a niveles
tréficos superiores, hasta alcanzar a los humanos. Ademas, tras entrar en el organismo,
los metales pesados pueden interactuar directamente con diversas biomoléculas, alterando
procesos bioldgicos criticos y causando enfermedad (anemia, disfuncion renal, dafio
cerebral, destruccién del tejido testicular, cancer y paralisis, por citar algunos % ™eferencias

que cita)

Siguiendo la logica de trabajos previos *'° evaluamos el nivel de

contaminacioén de los tres grupos de animales tomando como indicador de concentracion
la concentracion de varios metales y metaloides en glandula digestiva y branquias. Se
suele el contenido total de metales en suelo o agua para evaluar el riesgo. Sin embargo, es
muy importante considerar la bioaccesibilidad (posibilidad de entrar en contacto con el
compuesto) y la biodisponibilidad (absorcion por el organismo de la sustancia
bioaccesible) y por ello, han de hacerse las medidas también en los tejidos de los
organismos. Sedimentos y cangrejos P. clarkii se recolectaron en dos zonas contaminadas
localizadas en los alrededores del PND (péag. 90). Una de ellas fue la zona media del
arroyo El Partido (PAR), relativamente alejada de zonas de cultivo pero que recoge parte
de las aguas de la ciudad de Almonte. La otra zona de captura fue la de los arrozales de
Matochal (MAT). Los cangrejos de referencia se capturaron en la Laguna del Palacio
(LP), en el corazon de la Reserva Biol6gica de Dofiana y, por tanto, una zona limpia *'.
Utilizando la metodologia ICP-MS, se determinaron a la vez las concentraciones de 16
(Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Tl, Pb) en cada una de las

muestras (sedimentos y animales).
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1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Muestras utilizadas.

Se analizaron glandula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii y sedimentos
sus habitats de estos animales. Se prepararon cuatro lotes por sitio de muestreo (LP, la
zona de referencia y las zonas contaminadas PAR y MAT) mezclando en cada lote
iguales cantidades de tejido homogenizado de 3-4 cangrejos. Las cuatro mezclas por

zona se consideraron réplicas bioldgicas en las diferentes determinaciones.

1.3.2. Preparacion de muestras para la determinacion de metales.

Cada una de las muestras se sometié a digestiébn acida por microondas,
poniendo 200 mg de tejido en recipientes de 5 mL y afiadiendo 600 pL de acido nitrico y
peréxido de hidrogeno (4:1 v/v). Tras 10 min, los viales se cerraron e introdujeron en un
Sistema de Reaccion Acelerada de Microondas (MARS, CEM). La mineralizacion se
realizd a 400 W; la temperatura se aument6 desde 25°C a 160°C en 15 min y se mantuvo
luego a 160°C durante 20 min. Tras ello, los volimenes se ajustaron hasta 4 mL con agua

ultrapura.

Las muestras de sedimentos se secaron al aire y se pasaron por un tamiz de luz
de malla de 2 mm. A continuacion, se trituraron en mortero de &gata y se tamizaron de
nuevo usando un tamiz de luz de malla de 0,63 um Una vez bien secas, 250 mg de cada
muestra se coloco en un reactor de teflon Express, se afiadieron 5 mL de acido nitrico, 2
mL de &cido fluorhidrico y 1 mL de &cido clorhidrico y se introdujeron en el horno
microondas. La mineralizacion realiz6 usando una potencia de 800 W y una rampa de
temperatura desde temperatura ambiente hasta 180°C durante 10 min. y se mantuvo a esta
temperatura durante 50 min. Después de la digestion, se afiadieron 6 mL de acido bérico
para neutralizar el exceso de 4cido fluorhidrico. Posteriormente, las muestras
mineralizadas se enrasaron hasta 25 g mediante adicion de agua ultrapura, y se filtraron
con filtros hidréfilos PVDF de 0,45 pm de luz de malla antes de su analisis mediante ICP-
MS.
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1.3.3. Concentracion de metales en O6rganos de P. clarkii y en
sedimentos

La concentracion de metales (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag,
Cd, TI, Pb) se determind usando un espectrémetro de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) Agilent 7500ce (Agilent Technologies), equipado con un
octopolo como celda de colision/reaccién y con un micronebulizador Micromist
(GlasExpansion). Se us6é He (pureza >99,999 %) como gas de colision y se sintoniz6 con
la solucion que contenia Li, Co, Y Tl a 1 pg/L para optimizar las condiciones
experimentales. La optimizacion de los diferentes parametros del ICP-MS (posicion de la
antorcha, caudal del gas de nebulizacién, potencia de radiofrecuencia y voltaje de las
lentes i6nicas) se realizd con una disolucion de 1 pg/L de Li, Y, Ce y Tl, al 2% en HNOs.
Posteriormente se comprobd la exactitud de las masas, la resolucién espectral y los
porcentajes de Oxidos e iones doblemente cargados, asi como la sensibilidad y

reproducibilidad, y se optimizaron los flujos de gas de colision/reaccion en funcion de la

complejidad de la Tabla 1.1.
Experimental conditions ICP-MS Agilent 7500ce

Power 1500 W
Plasma gas flow 15.0 L min™
Auxiliary gas flow 1.0 L min*
Carrier gas flow 0.9 L min™
Sampling depth 8 mm
Conos Ni
He flow 3.9 mL min*
H, flow 3.5 mL min™
QDCI 18 V
Q, 16V
Integration time 0.3 seg per isotope

Using He as collision gas: *Cr, ®*Mn, #cu, ®cu,

64 66 75 57, 103 114,
Monitorized isotopes Zn, *Zn, "As, ”'Fe, ""Rh, “7Cd.

Using H, as reaction gas: **Fe, °Se.

Table 1.1 Optimized operational conditions for the ICP-MS Agilent 7500ce
analysis.

La cuantificacion se realizd en todos los casos por calibracion interna,
empleando como estandar interno rodio (Rh) a 1 pg/L en todas las muestras, patrones de
calibracion y controles de calidad empleados. Todas las determinaciones se hicieron por

triplicado.
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1.4. Resultados y discusion

1.4.1. Concentracion de elementos en tejidos de P. clarkii

Los resultados del analisis del contenido de 16 metales (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, T, Pb) por ICP-MS en glandula digestiva y branquias de
P. clarkii capturados en las tres zonas de estudio se muestran en la Fig.1.1. No se han
considerado los datos correspondientes a Be y Pb, pues las concentraciones detectadas
fueron muy proximas o inferiores a los limites de deteccion de la técnica. Se encontraron
diferencias importantes en la concentracion de elementos, siendo la glandula digestiva el
principal 6rgano bioacumulador de metales y los cangrejos de PAR y MAT los més
afectados, en comparacion con los datos obtenidos para los capturados en LP.
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Figure 1.1. Element concentrations in extracts of digestive glands and gills of P. clarkii
crayfish from the three studied sites. Data (ug/g) are mean + SEM from the fourteen crayfish
at each capture site (LP, PAR and MAT) grouped in 4 pools. All measurements were made in
triplicate. LODs were (in pg/g): Al: 1.120 pg/g; V: 0.054 pg/g; Cr: 0.098 pg/g; Mn: 0.032
Mg/g; Fe: 0.621 pg/g; Co: 0.026 pg/g; Ni: 0.098 pg/g; Cu: 0.065 pg/g; Zn: 0.165 pg/g; As:
0.027 pgl/g; Se: 0.033 pg/g; Ag: 0.008 pg/g; Cd: 0.001 pg/g. Statistical significances were
determined in an unpaired Student t-test (a) between LP and PAR/MAT,; (b) between PAR and
MAT.
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Mn, Fe, Zn y Cu presentaron la mayor tasa de acumulacion en los cangrejos de
los tres grupos de estudio, con valores entre 7 (Cu) y 30 (Zn) pug/g en el caso de la
glandula digestiva de cangrejos LP, que subian hasta valores hasta 36 (Cu) y 135 (Mn)
Mg/g en cangrejos MAT. Estos metales fueron también mayoritarios en branquias, aunque
con valores 3 veces inferiores a los de glandula digestiva. ElI Al present6 valores de
concentracion y preferencia de acumulacion semejante a los del Cu. ElI As se acumuld
sobre todo en glandula digestiva y en animales capturados en las zonas contaminadas. Co,
Ni y Se almacenaron en ambos 6rganos con preferencia (> 4 veces) por la glandula
digestiva, aunque en este caso los valores maximos, alcanzado en cangrejos MAT,
estaban alrededor de 1-1,5 pg/g. En cambio, V y Cr se acumularon principalmente en
branquias, duplicando los valores alcanzados en glandula digestiva. Ag y Cd fueron los
elementos menos abundantes, aunque en el caso del Cd sus niveles subieron
drasticamente en animales expuestos a contaminacién (>28 veces en la glandula digestiva
de cangrejos MAT). Es destacable que los animales de MAT acumularon principalmente
elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu) a diferencia de los de PAR, que lo hicieron

principalmente con elementos toxicos (Cr, As).

Se realiz6 un estudio de componentes principales (PCA) con los datos de la Fig.
1.1 para comprender mejor la acumulacion de metales en los dos 6rganos y en animales
capturados en los tres lugares de estudio. Las dos primeras componentes del PCA
explicaron el ~87% de la variacion y generaron un diagrama de dispersion (Fig.1.2)
mostrando claramente la separacion entre individuos capturados en LP, la “zona limpia” y
los capturados en las zonas contaminadas PAR y MAT, asi como entre los dos drganos,

glandula digestiva y branquias, de animales expuestos a contaminacion.
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Figure 1.2. Principal component analysis (type Spearman n-1) of element
concentration (ug/g) for captured crayfish. Factor loading of the concentrations (A, first
component space) and tissue/sampling sites (second component space) points scores
corresponding to digestive gland (O © @) and to gill (¢ ¢ ) from crayfish captured at
LP, PAR and MAT sites, respectively, are shown.

Los coeficientes de correlacién de Pearson (Tabla 1.2) mostraron, asimismo,
dos conjuntos de asociaciones , una cde los metales pesados Fe, Cu, Ag, Mn y Al,

correlacionados positivamente con el Cd, y otra con Zn, Se, Ni y Co, donde también se

incluye el As.

Table 1.2. Pearson’s correlation coefficients between elements concentration found in
digestive gland and gills of crayfish at the different studied sites.

Element \Y Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Ag Cd
Al 0.047 -0.144 0.933 0.883 0.808 0.847 0.925 0.773 0.609 0.345 0.859 0.870
\% 0.685 -0.204 -0.272 -0.336 -0.432 -0.138 -0.595 -0.538 -0.573 -0.220 -0.267
Cr -0.368 -0.219 -0.531 -0.470 -0.178 -0.523 -0.728 -0.511 -0.168 -0.209
Mn 0.959 0.768 0.851 0.970 0.878 0.764 0.584 0.923 0.905
Fe 0.673 0.820 0.986 0.893 0.701 0.634 0.953 0.923
Co 0.964 0.671 0.847 0.734 0.328 0.633 0.731
Ni 0.796 0.949 0.776 0.473 0.768 0.841
Cu 0.842 0.701 0.611 0.925 0.887
Zn 0.831 0.661 0.832 0.866
As 0.854 0.526 0.524
Se 0.423 0.349
Ag 0.983

Values that are statistically significant at the P < 0.05 level are indicated in bold.
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Las componentes F1 y F2 resumieron estos patrones de correlacion y
permitieron diferenciar claramente los dos 6rganos en P. clarkii. En conjunto, los
cangrejos de LP tenian concentraciones menores en sus Organos, mientras que las
glandulas digestivas de los cangrejos de MAT se situaron en el otro extremo del gradiente
de contaminacion por acumulacién de metales pesados Yy, posiblemente, otros

contaminantes, como pesticidas, fertilizantes y alguicidas usados en el cultivo del arroz'®
19

Concentracion de elementos en glandula digestiva.

El analisis PCA (Fig. 1.2) demostro la separacion natural de los dos 6rganos
estudiados en animales contaminados, siendo la glandula digestiva la que acumulé la
mayor concentracion de todos los elementos analizados, excepto V y Cr (Fig. 1.2). Estos
datos estdn en consonancia con el papel de este 6rgano en el almacenamiento y
destoxificacion de metales pesados *°, ademés de en diversos procesos fisioldgicos, como
la secrecidn de jugos digestivos, la absorcion y almacenamiento de alimentos digeridos o
la muda. En estos mecanismos de destoxificacion participan, por ejemplo,
metalotioneinas presentes en la glandula digestiva y cuya abundancia suele aumentar en
organismos expuestos a metales, sirviéndose de sus grupos tiélicos para unirlos y

secuestrarlos 2.

La componente F1 del PCA, que explicé el 70,3 % de la variabilidad observada
(Fig. 1.2), esté relacionada con las concentraciones de Fe, Mn, Zn 'y Cu, que, a su vez, se
correlacionan positivamente ente si. Las muestras de glandula digestiva de cangrejos
capturados en PAR y sobre todo en MAT, presentaron las concentraciones mas altas de
estos elementos, plenamente de acuerdo con lo discutido previamente. Fe y Mn juegan un
papel importante en la quimica del oxigeno, como cofactores de enzimas que retiran los
productos dafiinos del metabolismo del O, como el anién superéxido y el perdxido de
hidrogeno. El Fe tiene alto potencial redox y puede causar estrés oxidativo por la reaccion
de Fenton . El Mn es menos propenso a estas reacciones por su mayor potencial rédox..
Sin embargo la exposicion a altas concentraciones de Mn incrementa los niveles de ROS
y la disminucion de los niveles de enzimas antioxidantes como SOD *, causando dafios
oxidativos en lipidos y proteinas. Las consecuencias son alteraciones en el sistema

inmune y neurotoxicidad y afectacion de funciones como la percepcion quimiosensorial
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del alimento . El Cu forma parte del pigmento respiratorio hemocianina, lo que explica
su abundancia natural en la glandula digestiva *°. El aumento de Cu inhibe distintas
enzimas esenciales para la supervivencia de la célula, altera la capacidad
osmorreguladora de branquias y la generacion de ROS ?° a través también de la reaccion
de Fenton, provocando el descenso de los niveles de GSH 22. Al contrario que estos
biometales, activos en procesos redox, el Zn es redox-inerte y se le atribuyen propiedades
antioxidantes Unicas, que le permiten modular el estrés oxidativo a través de la proteccion
de los grupos -SH de las proteinas, contribuyendo a su correcto plegamiento y

mantenimiento de su estabilidad *"**

Concentracidn de elementos en branquias.

Las branquias de los organismos acuaticos estdn en contacto directo con el
medio y, por ello, con los posibles contaminantes que éste pudiera contener. No se tiene
aun un conocimiento completo de cdmo las branquias participan en la entrada de metales
al organismo ni sobre los mecanismos presentes en las branquias para el almacenamiento
y destoxificacion de estos elementos. Diversos trabajos indican que las branquias
incorporan metales mediante endocitosis %. Tal es el caso de las branquias de mejilléon,
que incorporan Fe coloidal y Pb mediante este mecanismo *°. El Cr es el Gnico elemento
estudiado que se acumulé preferentemente en branquias de P. clarkii,
independientemente de su zona de captura (Fig. 1.1). Estos resultados coinciden con el
hecho de ser las branquias el sitio donde el Cr ejerce mayor toxicidad, al causar
inflamacion cronica que afecta al intercambio gaseoso y la ingesta de alimentos *. Igual
gue en la glandula digestiva, la acumulacién de elementos en las branquias fue superior
en animales capturados en las zonas contaminadas PAR y MAT que en animales de la

zona control LP (Fig. 1.1).

1.4.2. Concentracion de elementos en sedimentos
La concentracion de elementos esenciales como Cu, Mn, Zn y Fe se regula
intimamente, tanto a nivel celular como de organismo. En tanto que la exposicién a estos
elementos esté por debajo de un cierto valor umbral, los decapodos no los acumulan en
sus tejidos, sino que son destoxificados por metalotioneinas y eliminados a través de los

6rganos excretores o las branquias %°. Solo cuando se superan esos umbrales en el medio,
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los elementos esenciales se acumulan en los organismos y acaban causando enfermedad e
incluso muerte. Nuestros resultados (Fig. 1.1) indicaron una concentracion hasta 10 veces
superior de Mn, Fe, Zn and Cu en los cangrejos capturados en PAR y MAT, lo que
sugeria que en estos animales se ha sobrepasado la capacidad reguladora, probablemente
por la presencia de cantidades elevadas de estos elementos en el medio.

A diferencia de lo que ocurre con los elementos esenciales, los no esenciales se
acumulan en funcion de su presencia en el medio y su biodisponibilidad. EI organismo
contribuye a su acumulacion, pues en muchas ocasiones son atrapados por

22, 32

metalotioneinas y almacenados . Se ha descrito, por ejemplo, que la tasa de

bioacumulacion de Cd es superior a la de la mayoria de otros elementos, debido a que
suele asimilarse rapidamente y a que tiene una baja tasa de excrecign ( 33 referencias que citay
De acuerdo con esta observacion, en este trabajo se encontré una concentracion de Cd 28
veces mayor en la glandula digestiva de los cangrejos MAT que en la de animales de
referencia (Fig. 1.1). También la acumulacién de As fue mayor en cangrejos de zonas
contaminadas especialmente en PAR (incrementos de 2,6 veces). La bioacumulacion de
As es altamente dependiente de la especie i6nica y de propiedades de los propios
sedimentos, como pueden ser la presencia de 6xidos de hierro, sulfatos y/o carbono

organico disuelto, las cuales controlan la movilidad del As en los suelos®.

Para comprobar en qué medida la presencia de metales en los tejidos de P.
clarkii reflejaba la contaminacién del medio en que se capturaron, se determind la
concentracién de Mn, Fe, Zn, Cu, As 'y Cd en los sedimentos. La determinacion se llevé a
cabo por ICP-MS utilizando unicamente la fraccion < 630 um, la tnica que puede ser
ingerida casualmente por P. clarkii al estar asociada a la fraccion orgénica del sedimento.
La concentracion de estos cinco elementos Mn, Cu, Zn, As y Cd, en las muestras de
sedimento recolectadas de tres puntos diferentes en los tres sitios estudiados se muestran
en la Tabla 1.3.
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Table 1.3. Elements concentration (ug/g) in sediments from LP, PAR y MAT.

Element Elements oncentration in sediments®
(ng/g) LP PAR MAT p®

- - e /s
Average SEM Average SEM Average SEM ‘PP [LDPws LDPvs  PARw MATw (ng’®)

Fold-change LOD®

PAR MAT PAR LP LP
Mn 282,475 + 9.133 408.363 + 67.906 641.051 £+ 1.762 0.0335 0.0008 <0.0001 1.446 2.269 0.032
Cu 13.032 + 2.774 27.691 + 2346 53.783 + 3.994 0.0240 0.0009 0.0036 2.125 4.127 0.118
Zn 64.907 = 12.029 94.145 + 21.389 157.118 + 34.694 0.3270 0.0032 0.0041 1.450 2.421 1.023
As 3835 + 0808 6.035 + 0862 16514 + 6.052 0.7466 0.0106 0.0119 1574 4.307 0.031
Cd 0236 + 0.087 0575+ 0116 0878 + 0.049 0.0027 0.0004 0.0005 2.441 3.727 0.002
>3 364.484 + 4.983 536.809 + 9.624 869.344 + 6.823

*Data (ug/g) are mean = SEM from the three samples at each studied site (LDP, PAR and MAT). Element concentrations were determined with an
inductively coupled plasma mass spectrometer Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipped with an octopole collision‘reaction cell, and the
flows of collision'reaction gases were fixed at 3.7 mL min" for He and at 3.5 mL min-1 for H; in order to avoid or reduce the interferences. All measurements
were made in triplicate

*Statistical significances were determined in an unpaired Student 7 -test. The two-taled P values are given
“The Emits of detection (LOD) for the sediments element levels

Las concentraciones mas bajas de todos estos elementos se cuantificaron en
muestras recogidas en LP (Tabla 1.3). Por el contrario, el analisis mostré6 que los
sedimentos de la zona PAR y en particular de MAT, afectadas por practicas de agricultura
intensiva, tenian una mayor carga de estos elementos. Estos resultados estan de acuerdo
con datos anteriores publicados sobre el contenido total de metales en suelos, sedimentos
y agua recogidas en los mismos puntos en estudio en campafias anteriores®*>%®
ratificando la alta contaminacién que sufre PAR y especialmente MAT, donde los 5
elementos presentaron concentraciones superiores en mas de 2 veces a las del sitio de
referencia. Aunque pueden tener diversos origenes, sin duda una de las principales
fuentes de Mn, Fe, Cu y Zn es su presencia en los fertilizantes, pesticidas y alguicidas
ampliamente usados en los cultivos de citricos, invernaderos de fresas y arrozales. Esto
seria también aplicable a elementos no esenciales como As y Cd. La mayor presencia de
metales en sedimentos y animales capturados en MAT podria estar relacionada con la
contaminacién generada por la rotura de la presa de la mina de Aznalcollar, que liberd
lodos ricos en Fe, Zn, Pb, As, Cu, Mn, Sb y Ba, entre otros elementos. Los lodos se
extendieron casi un km a ambas orillas del arroyo Guadiamar a lo largo de 20 km de su
curso y, aunque no llegaron a entrar en Dofiana, afectaron gravemente a sus

|37

inmediaciones, incluyendo la zona de EI Matochal **. A pesar de los esfuerzos realizados

para su limpieza, la contaminacion de los acuiferos de la zona es atin importante *.
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El anélisis de regresion lineal comparando la concentracion de Mn, Cu, Zn, As
y Cd en glandula digestiva de P. clarkii y en sedimentos demostré una buena correlacion
positiva (> 93%) para Mn, Cu'y Zn (Fig.1.3). Asimismo se encontr6 buena correlacion (>
99,5%) entre la concentracién de Mn y Cu en sedimentos y los dos 6rganos analizados de
P. clarkii. En el caso del Zn la correlacion fue buena en glandula digestiva pero no en
branquias, indicando que este 6rgano no acumula de igual manera este elemento. Los
resultados obtenidos sugieren que los mecanismos reguladores que controlan la
acumulacion de metales esenciales (Mn, Cu, Zn) estan sobrepasados en los cangrejos
PAR y MAT y que el nivel de acumulacién de los mismos en sus tejidos es, por ello, un

reflejo de las concentraciones de estos elementos en los sedimentos de la zona.

Hepathopancreas
3 160 1 Mn Hepathopancreas a0y Cu ¥ =0.7147x - 1.8489 74 Zn Hepathopancreas
1=099%67 @
=] y=03118x-65479 @ R y=04227x- 17146 .
0 R'=09984 . 0 RI=09305 .-
i) ‘ ’
= 80 1 20 35
= o 2 Q" @ Gills
T - Gills I o Pt Gills ¥ = 0.0061x + 2.5245
r o e 20,4297 - 3746 & e ¥ =0.2735x + 0.1047 Re=0.3991
. R® = 0.9062 o R*=0.8625
Qo 4—OeH . . o4 . . .
c 200 400 600 800 0 25 50 75
—_
o
Hepathopancreas
g? 4, As y =0.040dx + 2.8277 10, Cd
= @ R=02438 .
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y=10847x-03454 @
-g O R*=0.7272 X @ PAR
@ 2 0.5 ® MAT
= .
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Concentration (ug/g) in sediments

Figure 1.3. Linear regression comparing Mn, Cu, Zn, As and Cd concentrations
in P. clarkii organs and in sediments of the LP, PAR and MAT sites. Analysis
was performed with the XLSTAT v. 2013.6.02 (Addinsoft)

El As mostrd también una buena correlacion entre sedimentos y branquias (>
90%), pero no con glandula digestiva (24%), donde se acumula en mayor cantidad,
especialmente en animales de PAR. En el caso del Cd, la correlacién fue similar en
ambos drganos (> 72%). Niveles de correlacion mejores se esperarian para el Cd y el As

que para los otros tres metales, pues los animales son incapaces de regular su

110



Capitulo 1: Presencia de metales en gldndula digestiva y branquias de P. clarkii

absorcion/excrecion, como se comentd antes. Sin embargo, es posible que la alta
variabilidad interindividual encontrada al determinar las concentraciones de estos
elementos, Cd y As, esté enmascarando el resultado, incluso en el caso del Cd, que
presenta la mayor tasa de bioacumulacion (> 28 veces en tejido de cangrejos MAT, lo que
supone més de 6 veces deaumento observado en sedimento de esta zona, siempre referido

a las muestras de referencia) (Fig. 1.3).

1.5. Conclusiones
El bajo contenido en metales determinado en la zona LP y en los cangrejos
capturados en ella, validan su utilizacién como referencia en estudios de contaminacion
ambiental, coincidiendo con resultados previos de nuestro grupo y de otros & 7 24 17:35.36.39,
Asimismo, los resultados de este trabajo vienen a confirmar que PAR y, especialmente,

13.35.39-41 con niveles elevados de diversos

MAT son sitios altamente muy contaminados
elementos, tanto esenciales como no esenciales. Aunque el origen de la contaminacion de
PAR y MAT puede ser diversa, una de las principales fuentes de Mn, Fe, Cuy Zn es, sin
duda, la presencia de estos metales en fertilizantes y pesticidas muy usados en el cultivo
de citricos, fresas y arroz. Es posible que este sea también el origen de otros metales y
metaloides esenciales y no esenciales, y explicaria por qué los animales de MAT, un

arrozal, presentan mayores cantidades que los de PAR.

Es destacable la alta bioacumulacion de Cd en los cangrejos, superior a la de la
mayor parte de los metales estudiados. Probablemente, el hecho de que se asimile
rapidamente y que sea dificil de excretar explique que el Cd se acumule en cantidades 7
veces superiores a los controles en glandula digestiva de cangrejos de PAR y hasta 28
veces mas en los capturados en MAT. Estos cangrejos MAT también concentran As.
Ambos, As y Cd, pueden tener su origen, al menos parcialmente, en el vertido causado

por la rotura de la balsa de contencion de lodos de la mina de Aznalcéllar en 1998 ¥,

Considerados en conjunto, nuestros resultados indican que los animales que viven
en PAR y especialmente en MAT, acumulan altos contenidos de metales y metaloides,
muchos de ellos relacionados con estrés oxidativo y diversas enfermedades. El exceso
de estos contaminantes y sus interacciones y sinergias entre si y con otros

contaminantes presentes en el medio, pueden acabar ocasionando alteraciones
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homeostéticas conduciendo a situaciones de estrés celular y, en Gltima instancia, causar
enfermedad e incluso la muerte ““*. La comparacion de la concentracion de metales en
sedimentos y en los 6rganos de P. clarkii sustenta la idea de que este decdpodo es un

buen indicador de contaminacion por metales en los ecosistemas.
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Capitulo 2 Peroxidacion de lipidos en glandula digestiva y branquias de P. clarkii

2.1, Resumen

Los tejidos de los cangrejos P. clarkii capturados en las zonas PAR y MAT
presentaron una acumulacion de metales muy superior a la observada en los animales de
referencia (Cap. 1). Dada la capacidad de los metales de generar especies reactivas de
oxigeno (ROS), es muy posible que estos animales estén sufriendo una situacion de estrés
oxidativo, con el consiguiente dafio a proteinas, lipidos y acidos nucleicos. El ataque de
ROS a los lipidos de membrana genera per6xidos organicos, en un proceso en cascada
denominado peroxidacion lipidica, que se considera el principal mecanismo implicado en
el dafio oxidativo a las estructuras celulares y al proceso de toxicidad que lleva a la
muerte celular. Aldehidos como malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y
acroleina, se generan por peroxidacién de los lipidos de las membranas bioldgicas, que
pierden su integridad. Mitocondrias, reticulo endoplasmico y demas organulos de la
célula ven, asi seriamente comprometida su funcién y se detienen procesos esenciales
gue dependen del funcionamiento de estos organulos, como la sintesis de ATP, el
transporte de metabolitos e iones o el bombeo de protones, provocando como resultado

final el colapso de la célula.

La medida del nivel de peroxidacion lipidica tiene un alto valor predictivo como
biomarcador de los efectos de las ROS. EI MDA es uno de los principales productos
originados por peroxidacion lipidica y se utiliza habitualmente para determinar el estado
de oxidacion de las células. En este estudio se ha llevado a cabo la cuantificacion de
MDA, usando el método de reaccion con TPA, en glandula digestiva y branquias de
cangrejos P. clarkii capturados en las zonas PAR y MAT, usando como referencia
animales capturados LP. Los niveles de oxidacion lipidica encontrados en los animales de
las tres zonas se corresponden plenamente con las concentraciones de metales halladas en
los mismos (Fig. 1.1. p4g.103), especialmente con la acumulacion de Mn, Zn y Cu. Asi
los cangrejos de PAR y sobre todo de MAT, mostraron un nivel de peroxidacion lipidica
mas elevado que los cangrejos de LP, siendo la glandula digestiva el 6rgano con mayor
nivel de dafio en lipidos. La buena correlacién positiva entre la concentracion de metales
en sedimentos y en 6rganos de P. clarkii y los niveles de MDA medidos en estos 6rganos
sustenta la idea de que este parametro puede ser un  buen biomarcador de

metales.
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2.2. Niveles de peroxidacion lipidica como medida
del estrés oxidativo generado en cangrejos P. clarkii
de zonas contaminadas

Metales y metaloides son la mayor causa de contaminacién de acuiferos, a los
que llegan debido al uso de fertilizantes y pesticidas en agricultura entre otras actividades
antropogénicas. El estudio recogido en el Capitulo 1 demostro la presencia de elevadas
concentraciones de 14 metales pesados en sedimentos de las zonas denominadas El
Partido (PAR), relativamente lejos de zonas de cultivo, pero que recoge los efluentes de
Almonte, y ElI Matochal (MAT), un arrozal, situado en las proximidades del Parque de
Dofiana (Fig. I, p4g.90). En este trabajo se encontré también una correlacion directa entre
el contenido en metales pesados en sedimentos y las concentraciones determinadas en
glandula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii capturados en estas zonas. Los
resultados obtenidos sugieren que la zona LP y los cangrejos capturados en ella son
adecuados para ser utilizados como referencia en estudios de contaminacion ambiental y
gue las zonas PAR vy, especialmente, MAT son sitios altamente contaminados por metales
y metaloides tanto esenciales y no esenciales. Es destacable que los animales de MAT
acumularon principalmente elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu) a diferencia de los de
PAR, que lo hicieron principalmente con elementos téxicos (Cr, As). No obstante, es
notoria la alta acumulacion de Cd y As en glandula digestiva de animales MAT, que

pueden tener su origen en el desastre ecologico de Aznalcollar en 1998.

Debido a su persistencia, acumulacién y magnificacion a través de la cadena
trofica, los metales son una importante causa de estrés en la célula. Ademas, esenciales o
no esenciales, estos elementos desencadenan estrés oxidativo debido a su capacidad de
generar especies reactivas de oxigeno. Las ROS provocan dafios al DNA, peroxidacion de
lipidos y carbonilacion de proteinas, dafios moleculares que han venido siendo usados

(1, 2 y referencias que citan).

como biomarcadores de respuesta celular a exposicion a metales

La peroxidacién de lipidos esta hoy considerada como el principal mecanismo
implicado en el dafio oxidativo a las estructuras celulares y al proceso de toxicidad que
lleva a la muerte de la célula ®. El proceso de peroxidacion lipidica es una cadena de

reacciones iniciada por el ataque de ROS a los grupos metileno que separan los dobles
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enlaces en la cadena de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los dobles enlaces
adyacentes se reordenan y se combinan con O, produciendo un radical perdxido,
generando perdxidos orgéanicos con capacidad de iniciar de nuevo el proceso, atacar a
otro PUFA e iniciar una reaccion en cascada (Fig. 2.1). Es decir, en presencia de metales,
los peroxidos organicos producen radicales que reinician el proceso por ciclacion redox
de los mismos *.
R\ —_— — ——\  COOH
Polyinsaturated fatty acid

Initiation | wo

R \/:\/I—\\\/:\/COOH

Fatty acid radical
Propagation l o

R \/=\/j\/ﬁ/c00ﬂ
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— ~
- .
,,,, ” R
- .
- W ey
&= -

o o OH -
/”\)\ /}\.///\ R/\//\\CHO
" " R cHO

2-Alkenals

Malondialdehyde (MDA) 4-Hydroxyalkenals 2-Alkenals

Figure 2.1. Steps in lipid peroxidation processes.

Los hidroperdxidos lipidicos, ayudados por iones metélicos cataliticos,
producen varios productos, incluyendo aldehidos como el malondialdehido (MDA), el 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) y la acroleina, que se generan por peroxidacion de los lipidos
de las membranas biolégicas. Los PUFA como el linoleico o el araquidonico, presentes
como ésteres de fosfoglicéridos en los lipidos de membrana, son particularmente
susceptibles a oxidacion, asi que mitocondrias, reticulo endoplasmico y demas organulos

celulares ven seriamente comprometida su funcion ° y se detienen procesos esenciales
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que dependen del funcionamiento de estos organulos, como la sintesis de ATP, el
transporte de metabolitos e iones o el bombeo de protones, provocando como resultado
final el colapso de la célula. Los derivados de la peroxidacion lipidica reaccionan también
con proteinas y 4&cidos nucleicos y activan cascadas sefializacion y factores de
trascripcion que desencadenan diversas patologias inflamatorias ligadas a estrés oxidativo
como diabetes, sindrome metabdlico, degeneracién vascular y neural, toxicidad de higado

y rifién, cancer o envejecimiento ° (Fig. 2.2).
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Figure 2.2 Contribution of lipid peroxidation-derived aldehydes in various
disease complications. Adapted from ’.
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La medida del grado de peroxidacién lipidica a nivel de tejido es, pues, de
maxima importancia para conocer su estado de oxidacion. Como el MDA es uno de los
principales productos originados por peroxidacion lipidica, se han propuesto diversos
métodos para la cuantificacion de MDA. El méas usado es el llamado TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances assay), basado en la reaccién de condensacion de
MDA con TBA (Fig. 2.3), que genera un complejo de color rojo que puede ser
cuantificado espectrofotométricamente en el rango de 500-600 nm, 0 por espectroscopia

de fluorescencia &,

OH HO N SH

\K \\r/ CH_ _CH SYN\\}L . Y T

| Pt ~ .
2 Na U+ o7 ~CHy =Xg —= N CH._ N + 2 HO
N 2 \\\[// eH TXcH \ﬁ/

OH OH

Thiobarbituric acid Malondialdehyde TBARS
(TBA) (MDA) Amax 500-600nm

Figure 2.3 Assay of TBARS measures malondialdehyde (MDA)

El principal problema con el ensayo TBARS es su falta de especificidad, ya que
reacciona con una variedad de aldehidos, incluyendo glucosa, desoxirribosa, acido
ascorbico, homocisteina y algunos aminoacidos tales como, prolina, arginina y glutamato®.
No obstante, en el presente trabajo, esta técnica aport6 informacion (til para el monitoreo
de la reaccion de peroxidacion, ya que al trabajar con fracciones lipidicas, las sustancias

reactivas con TBA solo provinieron de la reaccion de peroxidacion de los lipidos.

Teniendo en cuenta la acumulacion de metales (Al, Mn, Fe, Cu, Zn, V, Cr, Co,
Ni, As, Se, Ag, Cd) en glandula digestiva y branquias de los cangrejos P. clarkii
capturados en PAR y MAT, muy por encima de los niveles hallados en los de referencia

LP, y que muchos de ellos generan ROS ¢+ - 10-20)

parecié necesario comprobar la
existencia de una situacién de estrés oxidativo en los cangrejos. Para ello, evaluamos los
niveles de peroxidacion lipidica en los 6rganos de animales capturados en las zonas

estudiadas, utilizando el ensayo fluorimétrico del TBA.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Muestras utilizadas.

Se analizaron glandula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. El estudio
se hizo agrupando cantidades iguales de tejido de 14 capturados en cada una de las zonas
en 3 lotes independientes, que se consideraron como réplicas bioldgico/técnicas. De esta
manera se redujo la carga de trabajo y el coste econdmico, pero teniendo en cuenta la
posible variabilidad interindividual %%,

2.3.2. Preparacion de muestras para la cuantificacion de MDA

La peroxidacion lipidica se determind en cada una de las tres réplicas de cada
tejido y zona de muestreo, usando aproximadamente 100 mg de tejido criotriturado cada
una. Las muestras de tejido, que se mantuvieron a 4°C durante todo el proceso, se lisaron
con un pistilo en 300 pL de Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, suplementado con 1 mM EDTA, 1
mM GSH y PMSF 1 mM e inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor P2714). La
rotura se llevd a cabo en tres periodos de 30 s separados por periodos de 30 s en hielo.
Después, los lisados se homogeneizaron haciéndolos pasar varias veces a través de una

aguja de calibre 26 (0,4 mm) unida a una jeringa de plastico estéril.

2.3.3. Determinacion de niveles de MDA en glandula digestiva y
branquias de P. clarkii

Diferentes cantidades (entre 2 y 10 pL) de cada lisado se mezclaron con 125 L
de butilhidroxitolueno (BHT) 0,5% (p/v) en metanol; 50 pL de H,SO, 0,66 N (0,33M) y
37,5 uL de Na;WQ,. 4 M, y el volumen total se ajust6 a 787,5 uL con H,0.

Las muestras se centrifugaron (5.000 xg, 5 min, a temperatura ambiente) para
precipitar las proteinas. El sobrenadante se recogié y mezclé con 250 pL de acido
tiobarbitdrico (TBA) 1% (p/v en NaOH 0,1M). Esta mezcla se calentd 95°C durante 1
hora, y se dejé enfriar a temperatura ambiente antes de determinar la fluorescencia
(Ex/Em 515/550 nm, con un ancho de rendija de 15 nm) en un fluorimetro LS 50B
(Perkin Elmer).
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Se prepar6 un estdndar 1 UM de MDA a partir de una solucion stock de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Sigma, Ref. 108383). A partir de este estdndar se prepararon
diluciones seriadas (concentracion final de 5 a 125 nM), que se trataron del mismo modo
que el resto de las muestras, y con las que se obtuvo una recta patrén. La medida se
efectud en tres dias diferentes y, cada vez, se hizo la determinacién en cada muestra por

triplicado. Los resultados se expresaron en pmoles MDA/ug proteina extraida.

2.3.4. Andlisis de los datos.
Los datos se analizaron con una prueba t de Student usando el software
GraphPad Instant v.3,0. El andlisis de regresion lineal se hizo con el software XLSTAT v.
2015.2.02 (Addinsoft).

2.4, Resultados y discusion

2.4.1. Determinacion de los niveles de peroxidacion lipidica en glandula
digestiva y branquias.

Una de las principales consecuencias de la exposicion a metales pesados es la
produccién de ROS y la generacion de una situacion de estrés oxidativo en la célula. La
medida del nivel de peroxidacion lipidica tiene un alto valor predictivo como
biomarcador de los efectos de las ROS % #. El principal aldehido reactivo que resulta de
la peroxidacion lipidica es MDA, por lo que se analizaron los niveles de MDA en P.
clarkii usando el método de reaccion con TBA y los resultados obtenidos en glandula
digestiva y branquia de P. clarkii capturados en LP, PAR y MAT se muestran en la Fig.
2.4.

Las concentraciones de MDA tanto en glandula digestiva como en branquias
fueron significativamente superiores en las muestras de los cangrejos capturados en las
zonas contaminadas, siendo los extractos de MAT los que mostraron los mayores niveles
de peroxidacion lipidica (incrementos >2 veces en ambos Organos) en relacién a la
referencia LP. Los datos en la Fig. 2.4 también indican un alto nivel de oxidacion lipidica

en los animales de PAR, y que la glandula digestiva se ve méas afectada que las branquias,
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de acuerdo con los datos de acumulacion de metales pesados (Mn, Zn'y Cu) que aparecen
en la Fig.1.1 (p4g.103). La figura Fig. 2.4.B muestra la existencia de una relacion positiva
directa entre el contenido de metales y el nivel de peroxidacion lipidica en ambos tejidos,
que resultd especialmente significativa para Mn, Zn 'y Cu.
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Aveage per site” p Aveage per site” p
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Figure 2.4 (A) MDA concentration in pooled digestive gland or polled gills. Data (pmol/pg) are
mean + SD from fourteen crayfish at each capture site (LP, PAR and MAT) grouped in three
pools per tissue and zone. All measurements were made in triplicate and the determination was
carried out at least three times. Statistical significances were determined by an unpaired Student
t-test between LP and PAR/MAT. (B) Linear regression comparing MDA concentrations in the
digestive glands and the gills, respectively, of P.clarkii crayfish captured at LP, PAR and MAT,
with the element concentration data measured in the same samples (Fig. 1.1, Chapter 1).
Determination was performed with the software XLSTAT v. 2015.2.02 (Addinsoft).

Estos resultados confirman que los animales de las zonas contaminadas PAR y
MAT estan sometidos a una situacion de estrés oxidativo, causada, al menos en parte, por
la bioacumulacién de metales pesados. Asimismo, indican que la glandula digestiva,
como 6rgano metabdlicamente muy activo y mejor acumulador de metales y es el 6rgano

donde se produce mayor cantidad dafio.
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2.5. Conclusiones

Los niveles de dafios oxidativos, medidos como cantidad de MDA en glandula
digestiva y branquias de P. Clarkii, se correlacionan de modo directo y positivo con la
concentracién de metales acumulados en esos Organos determinada en capitulos
anteriores. Esta afirmacion se sustenta en el hecho que los animales de PAR v,
especialmente de MAT, presentaron un mayor nivel de MDA que los capturados en LP y
en que fue en la glandula digestiva donde se detectd la mayor acumulacion de metales,
siendo este 6rgano el que también present6 el mayor nivel de oxidacion lipidica.

En ambos 6rganos, glandula digestiva y branquias, los metales esenciales Mn,
Zn'y Cu mostraron una correlacién mas alta con los niveles de MDA, ratificando la idea
de que los animales de PAR y MAT habian perdido totalmente el control sobre sus
concentraciones intracelulares de estos metales esenciales, lo que habria permitido que se

acumulasen a niveles toxicos, provocando dafios debido a su caracter prooxidante.
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Capitulo3 Cambios causados por la contaminacién en los perfiles carbonilacion

3.1. Resumen

La cuantificacion de grupos carbonilos en proteinas de muestras bioldgicas se
ha convertido en una forma ampliamente usada para determinar la existencia de estrés
oxidativo en un organismo. Combinada con técnicas protedmicas, permite la
identificacion de proteinas especificas que son diana de la carbonilacion y cuya actividad
resulta irreversiblemente comprometida por ello. El presente estudio considera y compara
el estado de carbonilacion de las proteinas de glandula digestiva y de branquias de
cangrejos rojos de rio (P. clarkii) capturados en dos sitios contaminados, el arroyo de El
Partido (PAR) y los campos de arroz de ElI Matochal (MAT), localizados en las
inmediaciones del PN Dofiana pero fuera de sus limites, con animales capturados en LP,
la Laguna de Lucio del Palacio, una zona de referencia limpia localizada dentro de la
Reserva Bioldgica *° (Fig.l, p4g.90). Se emple6 la técnica de inmunodeteccion 1-DE
Oxyblots para evaluar el estado de estrés oxidativo en glandula digestiva y branquias de P.
clarkii, mediante la deteccién y cuantificacion de carbonilos proteicos. Este método esta
basado en la reaccion llevada de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) con los grupos
carbonilo, formando un grupo estable de 2,4-dinitrofenilhidrazona, que puede ser
cuantificado mediante el uso de anticuerpos especificos.

Se encontraron cambios que afectaron a la abundancia de proteinas y a su
estado de oxidacion, cuya intensidad dependié del érgano y de la procedencia de los
animales. Los cambios afectaron principalmente a cangrejos de la zona MAT vy a
proteinas de glandula digestiva. Estos resultados concuerdan con la mayor acumulacién
de metales (Cap. 1) y de dafios por peroxidacidn lipidica, medida como MDA (Cap. 2) en
glandula digestiva y, especialmente, en cangrejos de MAT y permiten afirmar que la
determinacion de los niveles de carbonilacién de proteinas es una potente herramienta
para evaluar los efectos bioldgicos de la contaminacion, incluso en organismos no
modelo, como es el caso de P. clarkii. Probablemente los aumentos en abundancia de
proteinas detectados reflejen adaptaciones metabdlicas que permitan a estos animales
soportar una situacién crénica de estrés. Asimismo, y dado que ademas de su abundancia
aumenta su oxidacion, es posible que estas proteinas, ya de por si abundantes, actlen

“absorbiendo” parte de la oxidacion, evitando asi dafios oxidativos a otras biomoléculas.
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3.2.  Introduccién

La alta concentracion de MDA encontrada en glandula digestiva y branquias de
cangrejos P. clarkii capturados en las zonas contaminadas PAR vy, especialmente MAT,
descrita anteriormente, sugiere que una considerable produccién de ROS podria estar
teniendo lugar en estos animales, probablemente relacionada con la acumulacién de
metales como Mn y Cu (Fig. 1.1, Cap. 1) y sugerida por los niveles de peroxidacion
lipidica detectada en ellos (Cap. 2). Como componentes mayoritarios de casi todos los
sistemas bioldgicos, las proteinas son dianas preferentes de ROS y otros subproductos
secundarios del estrés oxidativo formados in vivo, intra- o extracelularmente, pudiendo
llegar a absorber un 50-75% de radicales reactivos °. Como consecuencia, las proteinas
sufren modificaciones oxidativas que pueden dar lugar a cambios estructurales y a
pérdida parcial o total de la funcidn proteica. Por ello, se estima que la oxidacion proteica
juega un importante papel en el proceso de envejecimiento y en el desarrollo de
arterosclerosis, cancer y varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo Alzheimer

y Parkinson (7 ref. aue cita)

La carbonilacion es una modificacion oxidativa de proteinas que no puede ser
eficientemente revertida por las defensas antioxidantes. La carbonilacion proteica puede
resultar del ataque de ROS a la cadena lateral de ciertos aminoacidos—tipicamente Pro,
Arg, Lys, y Thr—cuyos grupos son oxidados a aldehidos o cetonas. Los productos
carbonilados méas comunes formados por estas reacciones de “carbonilaciéon primaria”
son los semialdehidos glutdmico y el semialdehido aminoadipico, derivados de Arg y Lys,
respectivamente. Los grupos carbonilo también pueden ser generados por ‘carbonilacion
proteica secundaria’® un proceso en el que se le adicionan aldehidos generados, por
ejemplo, durante la peroxidacion lipidica, como son 4-hidroxinonenal (4-HNE), 2-
propenal (acroleina), y el propio malondialdehido (MDA). Finalmente, los grupos
carbonilo reactivos pueden generarse por reaccion del grupo amino de residuos de Lys
con azucares reductores o sus productos de oxidacion (glicacion/ glicoxidacion), que

produce compuestos como carboximetil-lisina ¥ e ave ci@),

La determinacion del nivel de grupos carbonilos en las proteinas como
biomarcador de estrés oxidativo presenta diversas ventajas en comparacion con la

cuantificacion de otros productos de oxidacion, por su temprana formacion y estabilidad.
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Las técnicas protedmicas son muy adecuadas para la evaluacion de sub-proteomas de
carbonilacion que podrian ser indicativos de contaminacion ambiental. La integracion de
la electroforesis en gel y la metodologia de inmunoblot (Western blot) usando anticuerpos
especificos anti-carbonilos, permite la detecciébn de proteinas irreversiblemente

carboniladas presentes en mezclas complejas de proteinas ®.

La protedmica redox ha sido aplicada con éxito en la evaluacién de los niveles
de disulfuros y de carbonilacion proteica como biomarcadores especificos y tempranos
del estrés oxidativo en organismos acuéticos expuestos a diversos estreses ambientales **
%19 En este trabajo se ha empleado la técnica de inmunodeteccién 1-DE Oxyblots para
evaluar el estrés oxidativo en glandula digestiva y branquias de P. clarkii, mediante la
deteccion y cuantificacion de carbonilos proteicos. Este método estda basado en la
reaccion de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) con los carbonilos, formando un grupo
estable de 2,4-dinitrofenilhidrazona. El grupo dinitrofenilo formado puede ser detectado y
cuantificado espectrofotométricamente, ya que muestra un espectro de absorcion
caracteristico, con un maximo de absorbancia a 365-375 nm. Sin embargo, la forma mas
comln de detectar y cuantificar los grupos DNP es el uso de anticuerpos anti-DNP

7

disponibles comercialmente, mediante la metodologia de Western blotting * que

utilizamos en este trabajo.

Las proteinas de glandula digestiva o branquias de los cangrejos estudiados se
separaron por 1-DE (PAGE) usando la tecnologia stain-free de BioRad y, terminada la
electroforesis, los geles se activaron para cuantificar la proteina, se transfirieron a
membranas de PVDF y los grupos carbonilos se cuantificaron por immunoblotting.
Aungue no alcanza la capacidad resolutiva de la electroforesis bidimensional, el andlisis
protedbmico mediante 1-D SDS-PAGE constituye una poderosa herramienta para la
deteccién de los efectos de contaminantes sobre los perfiles proteicos en organismos
centinela. La tecnologia stain-free es una quimica in-gel que incorpora un
trihalocompuesto, capaz de unirse covalentemente a los residuos de Trp de las proteinas
en el gel y emitir una sefial fluorescente por irradiacion con luz UV. De esta manera, es
posible la visualizacién por fluorescencia de las proteinas tanto en los geles donde se
separan como en las membranas a las que se transfieren para hibridarlas con anticuerpos

especificos. Esto permite monitorizar facilmente la calidad de la separacion
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electroforética de las proteinas, y la eficiencia de la trasferencia de proteinas a la
membrana. Usando el software adecuado, la cantidad de la proteina total de cada carril o
banda del blot (medida como fluorescencia) puede ser calculada y utilizada para
normalizar la intensidad de quimioluminiscencia resultante de incubar la membrana con
el anticuerpo primario y hacer reaccionar los inmunoprecipitados con anticuerpos
secundarios unidos a peroxidasa. De esta manera se establecieron las relaciones de
indices de carbonilacion, normalizando las intensidades de la inmuno-reactividad 2,4-
DNP observada en los 1-DE Oxyblots con la huella proteica digitalizada en las mismas
membranas, eliminando la posibilidad de que algunos cambios en la intensidad de la
carbonilacion se debiesen a cambios en la concentracion de proteina. Estos indices de
carbonilacion, de nuevo evidenciaron una situacion de estrés oxidativo en cangrejos

procedentes de zonas contaminadas, correlacionada con sus niveles de metales y de MDA.

3.3.  Materiales y métodos
3.3.1. Muestras utilizadas.

Se analizaron glandula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. Se
prepararon tres mezclas por sitio de muestreo (LP, la zona de referencia y las zonas
contaminadas PAR y MAT) mezclando en cada lote cantidades iguales de tejido
homogeneizado de 4-5 cangrejos. Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas

biolégicas en las diferentes determinaciones.

3.3.2. Extraccién y aislamiento de proteinas para la determinacion
carbonilos.

Unos de 100 mg de cada una de las tres réplicas bioldgicas por zona de
muestreo, correspondientes a glandula digestiva o branquias, fueron lisadas en Tris-HCI
20 mM, pH 7,6, con sacarosa 0,5 M; KCI 0,15M; DTT 20 mM; PMSF 1 mM; leupeptina
6 UM e inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor P2714), a razén de 3 mL/g.
Los restos celulares se eliminaron con tres centrifugaciones sucesivas (14.000 xg, 10
min). Tras ello, el sobrenadante se trat6 con benzonasa (500 U/mL) durante 30 min para
eliminar acidos nucleicos. Finalmente, la preparacién se ultracentrifugd (100.000 xg, 60
min, 4°C, OptimaTM TLX Ultracentrifuge, Beckman, rotor TLA-120.2) para precipitar
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los materiales no peptidicos. La concentracion de proteinas se determind por el método de
Bradford, usando Bradford Reagent (Sigma-Aldrich) y midiendo, en un iMarkTM
Microplate Reader (BioRad), el cambio de absorbancia a 595 nm que experimenta una
solucion acida del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 al unirse a las proteinas. Los
datos de absorbancia fueron referidos a una curva patron de albumina de suero bovino
(Sigma-Aldrich).

3.3.3. Derivatizacion, separacion electroforética e inmunodeteccion de
carbonilos proteicos.

Se us6 el kit comercial Oxyblot Protein Oxidation Detection kit
(Chemicon/Millipore) para evaluar la presencia de grupos carbonilo en las proteinas, de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, los grupos carbonilo de las cadenas
laterales de las proteinas se derivatizan a 2,4-dinitrofenilhidrazona por reaccion con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Fig. 3.1). Se usaron 50 pg de proteina por cada muestra y
las muestras derivatizadas con el grupo 2,4-dinitrofenol (DNP) se cargaron y separaron en
un gel de acrilamida al 12 % (Mini-Protean® TGX Stain-Free™ precast gels, BioRad),
gue lleva un trihalocompuesto para visualizar las proteinas tras ser activado con luz UV.
Finalizada la SDS-PAGE (Mini Protean tetra-cell, BioRad), los geles se activaron con
luz UV y se comprobé la calidad de la separacion proteica. Las proteinas se transfirieron
a membranas de PVDF usando el sistema Trans-Blot® Turbo™ transfer easystem
(BioRad). Tras la transferencia, las membranas se lavaron en agua destilada y se
digitalizé la imagen de las proteinas transferidas usando el ChemiDoc™ MP Imaging
System (BioRad) para evaluar la calidad de la transferencia. Las membranas se
bloquearon con Disolucién de Bloqueo/Tampén de Dilucion (PBS-T: 1% BSA en un
tampon salino de fosfato, pH 7,2-7,5; 0,05% Tween-20) durante 1 hora, en agitacion, tras
lo que se incubaron durante 1h con el anticuerpo primario, especifico para los restos de
DNP de las proteinas, diluido 1:150 en Disoluciéon de Bloqueo/Tampon de Dilucion.
Luego la membrana se lavo con PBS-Tween y se incubd durante 1 h con un anticuerpo
conjugado con una peroxidasa de rabano dirigido contra el anticuerpo primario
(anticuerpo secundario: de cabra anti-lgG de conejo, diluido 1:300 en Disolucién de
Blogueo/Tampdn de Dilucién). Los inmunoprecipitados se revelaron usando el protocolo

de Clarity™ Western ECL Detection System (BioRad), consistente en la oxidacion de
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luminol por H,0,, catalizada por la peroxidasa unida al anticuerpo secundario. La captura
de imégenes y los analisis densitométricos se llevaron a cabo con ChemiDoc MP Imaging
System e ImagelLab 4.1 software (BioRad), respectivamente. Para excluir reacciones

inespecificas se llevo a cabo un experimento en el que se omitia la incubacién con DNPH.
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Figure 3.1 General workflow followed to obtain the protein carbonylation profiles.

3.3.4. Andlisis estadistico

Los niveles de carbonilacion de los controles se compararon con las muestras de
las zonas contaminadas con un test t de Student, usando el software GraphPad Instant

v.3,0.
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3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Cambios en los perfiles de abundancia proteica en glandula
digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii procedentes de zonas
con diferentes niveles de contaminacion

El uso de la metodologia stain-free permite visualizar y cuantificar las bandas
obtenidos tras separacion electroforética 1-DE de las proteinas y su transferencia a las
membranas de PVDF. De esta manera es posible normalizar de una manera bastante
exacta la intensidad de la luminiscencia obtenida en los inmunoblots. Pero también
permite hacer una estimacion de los cambios en los perfiles de abundancia proteica de las

muestras comparadas.

La Fig. 3.2 muestra cambios importantes en abundancia para muchas de las
bandas de proteinas resueltas por 1-DE al comparar animales LP con aquellos capturados
en PAR y MAT, los sitios contaminados. La mayoria de las bandas resueltas en glandula
digestiva mostraron cambios en los cangrejos de PAR/MAT en comparacion con los
especimenes de LP, cambios que fueron, en la mayoria de los casos, incrementos en la
cantidad de proteina. La glandula digestiva puede considerarse como el 6rgano central del
metabolismo del cangrejo, dado que lleva a cabo funciones intestinales, hepaticas y
pancredticas. También participa en la respuesta inmune, siendo sus células epiteliales la
principal fuente de moléculas inmunes, como lectinas, hemocianina, ferritina, proteinas
antibacterianas y antivirales, enzimas proteoliticas y 6xido nitrico™. La glandula digestiva
es ademas un organo clave en la destoxificacion de metales pesados y xenobidticos
organicos en el cangrejo, mediante la activacion de enzimas de destoxificacion de Fase |

y 1, algunas de ellas, probablemente representadas en las bandas de la Fig.3.2.B.
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Fig 3.2. Separation via 1-D-SDS-PAGE gel of carbonylated proteins from P. clarkii
organs. (A) Chemioluminiscence images obtained by immunoreaction of protein carbonyl
groups with anti-DNPH antibo-dies and detection by incubation with a secondary antibody
conjugated to rabbit horseradish. Non-derivatized proteins were included as negative
controls. Images were captured with the ChemiDoc MP Imaging system and densitometry
performed with the Image Lab 4.1 software (BioRad) (B) UV image of the same membrane,
used to normalize the carbonyl groups amount per lane. (C) Total protein carbonylation
levels in digestive gland and gills from PAR and MAT crayfish in comparison with LP
animals. Data are means + SD (n=3) of normalized chemioluminiscence (arbitrary units).
The variability among the replicates was always less than 25%. Statistical significances
were determined with a unpaired two-tailed Student’s t-test and are expressed as *** for P
<0,001.

La funcion de intercambio de gases y nutrientes que tienen las branquias, unida
al hecho de su continuo contacto con el medio y a la envoltura mucosa que las recubre

para protegerlas del mismo, convierten a este 6rgano en un importante acumulador de
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contaminantes *® *". En la Fig.1.1 del Cap.1 (pag.103) se mostré la existencia de una
concentracién de metales en las branquias de cangrejos de PAR y MAT muy superior a la
presente en cangrejos de la zona de referencia LP. Es de suponer que los animales
expuestos a contaminacidén pongan en marcha mecanismos que les permitan hacer frente
a esta situacion de estrés oxidativo causada por los metales * ", lo que ha de traducirse
en cambios en sus perfiles proteicos. El perfil de expresion proteica de las branquias de
los cangrejos mostrd prevalencia de dos bandas, identificadas como hemocianinas en
trabajos previos de nuestro grupo (resultados no publicados). La hemocianina es la
proteina que se encarga del transporte de O, en muchos moluscos y artropodos. Presenta
dos atomos de cobre en su centro activo, lo que le da color azul cuando esta oxigenada.
La medida de metales en los 6rganos de los cangrejos (Fig.1.1, pag. 103) indico también
una fuerte acumulacion de Cu en las branquias de los animales PAR y MAT vy trabajos
previos de nuestro grupo han demostrado una significativa correlacion positiva entra las
concentraciones de Cu en glandula digestiva de P. clarkii y los niveles de transcrito

18

codificantes de hemocianinas Los resultados aqui presentados corroboran estos

estudios previos y extienden tal correlacion a nivel de proteina.

3.4.2. Cuantificacién de la tasa de carbonilacion en glandula digestiva
y branquias de cangrejos P. clarkii procedentes de zonas con
diferentes niveles de contaminacién

La tasa de carbonilacion se cuantificé como la media de las tres réplicas por
6rgano y zona, tras normalizar la intensidad de quimioluminiscencia de los
inmunoprecipitados anti-2,4-DNP con la intensidad de proteina total del carril, medidos
ambos parametros en la misma membrana, para reducir la posibilidad de que los cambios
de intensidad de carbonilacion se debieran a cambios en la cantidad de proteina. La Fig.
3.2 A'y C muestran que el dafio oxidativo total de proteinas vario en funcion del 6rgano
analizado y del sitio de muestreo de los cangrejos. No se detecté sefial de

guimioluminiscencia en los controles con proteinas no derivatizadas.

La glandula digestiva presenté mas proteinas carboniladas que las branquias,
niveles que fueron muy altos en los cangrejos de MAT. Como se ha discutido, la glandula
digestiva es uno de los principales érganos encargados de la destoxificacion de metales

pesados y xenobidticos organicos, mediante la activacion de enzimas de destoxificacion
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de Fase | y I, en P. clarkii. En capitulos anteriores se encontrd que, ademas, es el 6rgano
donde se presenta mayor acumulacion de metales (Fig. 1.1, Cap. 1, p4g.103) y donde se
midieron los mayores niveles de peroxidacion de lipidos, asi como que los animales de
MAT fueron los méas afectados con valores de MDA que casi duplicaron a los de PAR
(Fig. 2.4, Cap. 2, P4g.125). También fueron los animales de MAT los que presentaron
una diferencia méas clara en la abundancia de proteinas respecto a los controles y, segun
vemos en la Fig. 3.2, los que presentaron mayor aumento en la tasa de carbonilacién

proteica.

En las branquias los valores normalizados de proteinas carboniladas fueron
menores en los organismos capturados en las zonas contaminadas que en los animales de
referencia a pesar del fuerte incremento en la quimioluminiscencia total (Fig. 3.2). Esto es,
probablemente debido al gran incremento en la abundancia de proteinas mayoritarias, en
este caso, de hemocianinas, que podrian actuar como sumideros de ROS que protegen a
otras biomoléculas de ser oxidadas, jugando un papel similar al descrito para la tubulina

19.20 9 para la albtmina plasmatica de mamiferos .

3.5.  Conclusiones

Los P. clarkii capturados en zonas del entorno de Dofiana con distintos niveles
de contaminacion mostraron cambios en los perfiles de expresion proteicos,
probablemente para aumentar en la célula la cantidad de proteinas que combaten la
situacion de estrés y permiten al animal adaptarse a nuevas condiciones metabdlicas. Los
cambios afectaron principalmente a cangrejos de la zona MAT y a las proteinas de

glandula digestiva.

Esas proteinas que aumentaron en los animales sometidos a condiciones
ambientales adversas probablemente sean también capaces de absorber buena parte de la
oxidacion y evitar asi dafios oxidativos a otras biomoléculas, ya que se observaron
incrementos en sus niveles de carbonilacion proteica en los érganos estudiados. Estos

resultados concuerdan con la mayor acumulacion de metales y de dafios por peroxidacion
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lipidica, medida como MDA, en glandula digestiva y especialmente en cangrejos de

MAT descritos en los Capitulos 1y 2.

Dados los resultados obtenidos, se puede afirmar que la determinacion de los
niveles de carbonilacion de proteinas es una potente herramienta para la evaluacién de los
efectos bioldgicos de la contaminacidn, incluso en organismos, como es el caso de P.

clarkii, para los que no se tiene mucha informacién protedmica en las bases de datos.
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Capitulo 4 Proteémica REDOX como Biomarcador de contamiacion en P. clarkii

4.1. Resumen

Segun los estudios mostrados en Capitulos previos de esta trabajo, la presencia
de metales (Cap. 1) en el medio y su biocumulacion en glandula digestiva y branquias de
cangrejos P. clarkii, genera una situacion de estrés oxidativo en los tejidos que provoca
dafios a lipidos (Cap. 2). Las proteinas son también potenciales dianas de ROS (Cap. 3)
encontrandose elevados niveles de carbonilacion en las proteinas de los cangrejos de
zonas contaminadas. Especialmente vulnerables por sus propiedades electrofilicas son los
tioles de los residuos de Cys. Estos residuos Cys participan en el ciclo de S-
tiolacién/destiolacion, oxidandose por accion de ROS a disulfuros mixtos, formando
puentes disulfuro entre ellos o con glutation, lo que conlleva un descenso en los niveles
de ROS (se estima que hasta un 70%.) La S-tiolacion protege a los tioles de las proteinas
de oxidaciones irreversibles durante el estrés oxidativo, aunque también produce
modificaciones redox y la alteracion de la estructura de la proteina, su funcion o su papel

en la sefializacion redox.

En este estudio se aplica la protedmica redox, mediante el marcaje fluorescente
de los grupos tioles oxidados y la separacion 2D de las proteinas, para la deteccion,
cuantificacion e identificacion del estado de oxidacién de tioles en proteinas de cangrejos
P. clarkii de las zonas contaminadas de PAR, MAT y ROC. Las proteinas
diferencialmente oxidadas identificadas ponen de manifiesto procesos afectados en estos
animales debido al estrés oxidativo causado por los contaminantes. Asi, indican una
induccion de estrés del reticulo endoplasmico (ER), con la consiguiente alteracion de la
funcion de muchas proteinas debido a su mal plegamiento o, diversas respuestas
relacionadas con la inflamacion y la respuesta inmune. Por otra parte, la oxidacion
reversible de tioles de algunas proteinas podria constituir un mecanismo temprano de
respuesta que permite a los animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en
zonas contaminadas. En este sentido, se observé una adaptacion en el metabolismo
energético hacia una glucolisis aerobia (efecto Warburg) para permitir la supervivencia
celular en condiciones en las que la funcién de las mitocondrias se ve comprometida por

dafios oxidativos a lipidos de la célula.
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4.2. Introduccion

En los sistemas biologicos, los metales pesados afectan a organulos y
componentes celulares como membranas plasmaticas, mitocondrias, lisosomas, reticulo
endoplasmico, ndcleo y a muchas enzimas implicadas en el metabolismo, la
destoxificacion y la reparacion de dafios. La toxicidad de estos elementos estd mediada en
muchas ocasiones por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés
oxidativo. En secciones anteriores (Cap. 1), se ha determinado la presencia de metales
pesados en cantidades superiores en los sitios PAR y MAT que en la zona usada como
referencia, LP. Estos metales se acumulan directamente en glandula digestiva y branquias
de cangrejos P. clarkii que habitan estas zonas en concentraciones que mostraron
correlacion directa con el contenido en metales en los sedimentos de la zona. En
consecuencia, estos animales de zonas contaminadas presentaron un considerable dafio
oxidativo en lipidos (Cap. 2) y proteinas (Cap. 3), determinado mediante cuantificacion
de productos que surgen (MDA) o indican (carbonilacién) dafios irreversibles a estas

biomoléculas.

En general, el término estrés oxidativo sugiere que hay un exceso de ROS que
tienen un impacto negativo sobre la célula y sus funciones. Sin embargo, esta bien
demostrado que las ROS tiene funciones bioldgicas que no son nocivas y que pueden ser
cruciales para el mantenimiento de la homeostasis 0 actuar en rutas de sefializacion
protectoras. Estas respuestas bioldgicas dirigidas por cambios en la concentracion
intracelular de ROS se conocen como sefializacion redox. Asi, una situacion de estrés
oxidativo tiene también como consecuencia la alteracion de estas cruciales rutas de
sefializacion redox, con lo cual interfieren con rutas reguladoras clave para el

mantenimiento de la salud .

La Cys es un importante aminoacido implicado en catéalisis, en sefializacién
redox, el plegamiento proteico y el trafico de proteinas, desempefiando papeles
fundamentales en cuanto a la estructura, flexibilidad y propiedades mecanicas de estas
biomoléculas 2. Esto es debido a que, en ambientes oxidantes, los atomos de azufre de los
grupos tidlicos (-SH) de las cadenas laterales de las Cys pueden formar puentes disulfuros
(-S-S-), creando un enlace covalente pero reversible, que puede romperse en presencia de

un agente reductor. Por ello, los puentes disulfuro proporcionan una estabilidad a la
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estructura plegada de las proteinas ajustable a las circunstancias y que les permite
funciones mecénicas especificas, como el de actuar de sensores, conmutadores y
sefializadores moleculares. Desde una perspectiva fisico-quimica, los contactos
intermoleculares formados mediante los &tomos de azufre controlan la elasticidad de las
proteinas @ ¥ " @ ¢ E| grupo tiol de la cadena lateral de la Cys puede asimismo
reaccionar con ROS y con otros grupos tidlicos, como los del GSH, generando en las
proteinas modificaciones post-traduccionales (PTM) oxidativas (Fig. 4.1) que en algunos

casos regulan funcionalmente a la proteina.

Free Reversible
Thiols Redox States
H,0, Intra-Protein Disulfide
. = %
SH S Non-
@—S H.0. Inter-Protein Disulfide Reversible
i Redox State
s | Gz220)

S-sulfination

Figure 4.1- Summary of the oxidative S-sulfenation
modifications in protein thiols. Protein thiols @—s e @_SOH ::>®—SO;H

can experience a variety of oxidative i ﬂ
modifications, including reversible (intra- , S {howatlon

protein disulfides, inter-protein disulfides, S- @—s ; @—S—SG

sulfenation, S-nitrosation, S-thiolation, S- e @‘503'*
sulfhydration, S-sulfenamidation) and non- NO

reversible hyper-oxidized (S-sulfination, S- ®s |— @®-s-no | \
sulfonation) redox states. Some redox states, S sulfhydration
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transition to disulfides. Prolonged exposure to

S-sulfenamidation

oxidants  can result in irreversible H,0,
modifications such as S-sulfination or S- &S . Qs
sulfonation. N \ N )

En principio, éste podria parecer un mecanismo poco probable de regulacién de
la funcion proteica, ya que se supone que una elevacion en los niveles de ROS oxidaria de
manera no selectiva todos los tioles proteicos, potencialmente causando cambios
funcionales descoordinados y desencadenando una patologia. Sin embargo, esto no es asi,
ya que la modificacion oxidativa de los tioles proteicos por ROS ocurre de un modo
altamente selectivo. Las ROS reaccionan preferentemente con tiolatos nucleofilicos
desprotonados (-S-) con una baja constante de disociacion *. La mayoria de los residuos

tiolicos, con valores de pKa de 8-9, estan casi totalmente protonados a pH fisioldgico, lo
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que los hace poco reactivas con los oxidantes y, por tanto, poco susceptibles de
modificaciones oxidativas que sirvan para la regulacion de la funcion proteica. El pKa de
los grupos tioles se ve disminuido por la proximidad de aminoacidos como Hys, Lys o
Arg, capaces de aceptar H" o por la presencia de oxidasas. Los grupos tiélicos de ciertas
proteinas (peroxirredoxinas, tiorredoxinas) son especialmente susceptibles de oxidacion
(pKa = 5,5) , y evitan el acceso de las ROS a otros tioles, que solo resultarian oxidados en

un paso posterior * (Fig. 4.2)

Step 1 Step 2 Step 3

@2 @ @ @

@SH @SH o @—s
@—SH @—SH @—SH @—S

Figure 4.2. Alternate potential mechanisms leading to disulfide formation. A
protein thiol may be oxidized via another redox sensitive protein, in this example
thioredoxin (Trx), first becoming oxidized. Trx has a lower pKa than most other
proteins and so is more likely to be preferentially oxidized by H202 to form an
intra-molecular disulfide. The Trx disulfide is then attacked by a thiol of a second
protein with a higher pKa which is then reduced by a second thiol. Trx essentially
picks-up and passes on the oxidation state to the less reactive target protein thiol.

La oxidacion selectiva de cisteinas y la consecuente formacion reversible de
disulfuros, se considera, por esto, una PTM con propiedades Unicas. Los avances
metodoldgicos estan permitiendo un cada vez mayor conocimiento de las proteinas que se
modifican por oxidacion. Se sabe ya que muchas las proteinas sufren modificaciones
redox de algunas de sus Cys para controlar su actividad: factores de transcripcion, canales
iénicos, proteinas transportadoras mitocondriales y proteinas de citoesqueleto. En algunos
casos estas modificaciones redox activan la proteina, como es el caso de las kinasas PKC
(protein kinase C), Src (sarcoma kinase) o0 EGFR (epidermal growth factor receptor) y, en
otros, hacen que pierdan su funcionalidad, como es el caso de la kinasa MKK4 (Mitogen-
activated protein kinase kinase 4) o de las fosfatasas PTP1B (protein-tyrosine
phosphatase 1B) o PP2A (Protein phosphatase 2) ¢ " ave i)
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Los métodos para la deteccion, cuantificacion e identificacion de tioles
proteicos sensibles a oxidacion han sido objeto de varias revisiones >3, Estos métodos
conllevan el marcaje diferencial de los tioles y disulfuros proteicos, seguido de una
separacion cromatogréafica o electroforética de las proteinas. Finalmente, las proteinas se
identifican por espectrometria de masas, pudiendo saberse el estado redox de sus residuos
de Cys. Los avances en las metodologias proteémicas han llevado a la publicacion de un
nimero creciente de trabajos que evaltan el estado de los tioles proteicos en células
sometidas a estrés oxidativo %, El uso de N-etilmaleimida (NEM) o iodoacetamida
(IAM) permite bloguear los tioles nativos reducidos lo que evita su oxidacion durante el
proceso de extraccion de proteinas. Cuando se combina este blogueo con un paso
posterior de reduccion de los disulfuros nativos, éstos pueden ser marcados
fluorescentemente con 5-iodoacetamidofluoresceina (IAF) y se pueden asi detectar y
cuantificar. Este método detecta solo disulfuros nativos, tanto los inter/intra proteicos
(PS-SP) como los disulfuros mixtos con glutation (PS-SG) ® %, Las proteinas con tioles
sensibles a modificaciones redox pueden ser identificadas por espectrometria de masas
(MS), obteniéndose informacién del estado de oxidacién de grupo tiélicos y/o de la
capacidad de oxidacion reversible de residuos Cys especificos **% 1% 23,

Las metodologias protedmicas que evaltan modificaciones proteicas causadas
por el estrés oxidativo que originan muchos contaminantes, podrian ser usados como
nuevos biomarcadores de contaminacion, y proporcionarian informacién sobre los
mecanismos de toxicidad de estos contaminantes * %, Este trabajo tuvo como objetivo la
validacion de la proteémica redox como biomarcador que detectara los efectos biol6gicos
de las actividades antropogénicas sobre el ecosistema acuatico de Dofiana y sus
alrededores usando el cangrejo P. clarkii como bioindicador. Los resultados demuestran
sin duda la validez de esta herramienta para este fin. Las proteinas con tioles oxidados
identificadas proporcionan informacion sobre rutas y procesos metabolicos afectados por
contaminantes como los metales que desencadenan estrés oxidativo. El uso de la
espectrometria de masas ha permitido identificar modificaciones en tioles especificos
sobre residuos Cys vulnerables, que son importantes para comprender la respuesta a

estrés y la sefializacion celular por redox.
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4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Muestras utilizadas

Se analizaron glandulas digestivas de cangrejos P. clarkii capturados en las zonas
mencionadas en capitulos anteriores y otros procedentes de la zona ROC, situada en el
curso medio del arroyo de la Rocina, considerada muy contaminada segun resultados
previos %°. El estudio se hizo agrupando cantidades iguales de tejido de 14 ejemplares de
P. clarkii capturados en cada una de las zonas (LP, PAR, MAT, ROC) en un Unico lote a
fin de reducir la carga de trabajo y el coste econémico.

4.3.2. Marcaje fluorescente de tioles nativos oxidados reversiblemente
en proteinas de glandula digestiva de P. clarkii.

Se prepararon extractos a partir de 200 mg de tejido, que se homogeneizo6 en

tres volumenes de tampén HEPES 40 mM a pH 7,4 con NaCl 50 mM, EDTA 1 mM,
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, leupeptina 6 UM y 100 uL/mL inhibidores de
proteasas (Sigma P2714) al que se afiadié iodoacetamida (IAM) 200 mM para bloquear
los grupos tidlicos nativos libres (reducidos). Los extractos se incubaron a 37°C durante
15 min. y se eliminaron los residuos celulares por centrifugacién (Eppendorf 5415 R, 10
min, 16.000 g). Posteriormente, los sobrenadantes se centrifugaron de nuevo (Beckman
Optima TLX, 1 h, 100.000 xg) para obtener la fraccion citosélica. Para asegurar la
completa solubilizacién de las proteinas y el bloqueo total de los grupos tioles reducidos

los extractos se incubaron con CHAPS 1% w/v durante 30 min.

Cada muestra se separ6 en tres réplicas técnicas y se cuantifico la cantidad de
proteinas en cada una de ellas por el método de Bradford (BioRad Protein Assay). A
continuacion, se precipitaron las proteinas con 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare) para
eliminar el exceso de IAM. Las proteinas se resuspendieron en 100 pL de tampon HEPES
40 mM con NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM y CHAPS al 1%. Los tioles
oxidados (disulfuros PS-SP y PS-SG) se redujeron afiadiendo tributilfosfina (TBP) a una
concentracion final de 1 mM e incubando la mezcla a 37°C durante 30 min.
Seguidamente se afiadio 5-iodoacetamido-fluoresceina (IAF) a una concentracion final de
200 uM para marcar los tioles ahora reducidos. Se incubaron las mezclas otros 30 min en
oscuridad. Todos los pasos siguientes también se realizaron en oscuridad. Para eliminar el

exceso de IAF y sales, las proteinas se precipitaron de nuevo con 2-D Clean-Up Kit (GE
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Healthcare), y se resuspendieron en 50 pL de tampoén Tris—HCIl 30mM pH 8,5 con urea
8M, 4% CHAPS, 1% IPG buffer pH 3-10 (GE Healthcare Life Sciences) y DTT 60 mM.

4.3.3. Separacion de las proteinas marcadas con IAF por 2-DE-PAGE

Las proteinas marcadas con IAF se separaron electroforéticamente mediante 2-
DE-PAGE. Brevemente, 100 pg de proteinas marcadas se cargaron en el extremo
catédico de tiras Immobiline DryStrips (pH 4-7, 24 cm; GE Healthcare) rehidratadas.
Tras 6 h de rehidratacion activa (50 V), el IEF se realizd (20 °C, 75 pA/tira) en una
Protean IEF cell (BioRad) a 500 V, 1.000 V, 2.000 V, 4.000 V, 6.000 V y 8.000 V (cada
uno durante 90 min) y 8.000 V (hasta alcanzar 57.000 Vh). Para la segunda dimension, se
sumergieron las tiras durante 15 min en tampén con IAM (Tris—HCI 50 mM pH 8.8, urea
6 M, glicerol 30%, SDS 2%, DTT 50 mM con IAM 250 mM. Las tiras se cargaron en
geles SDS-PAGE al 125 % (24 cm) y las proteinas se separaron a 20°C en una
DodecaCell Plus (BioRad) a 3 W/gel. Como estdndares se usaron marcadores Sigma
Marker wide range (S8445), que se redujeron con TBP 1 mM y CHAPS al 1% y se

marcaron con [AF (200 uM) antes de cargarlos.

Terminada la electroforesis, los geles se escanearon con un FX Molecular
Imager (BioRad) con longitudes de onda de 488 nm para la excitacion y 530 nm de
emision/deteccién para detectar las proteinas marcadas con IAF. Los geles se trataron
posteriormente con SYPRO Ruby para tefiir las proteinas totales y se volvieron a
escanear (exitacion 532 nm; emision/deteccién 555 nm). Todas las imagenes y
determinaciones de proteinas oxidadas se analizaron con el software PDQuest® (BioRad).
Para garantizar la bondad de las comparaciones, las imagenes fluorescentes se capturaron
con igual sensibilidad y se procesaron utilizando los mismos valores para los parametros

del panel de control del software PDQuest®.

Ambos tipos de imagen (IAF y SYPRO Ruby) se exportaron del software
PDQuest® en formato TIFF y se colocaron en diferentes capas de un mismo archivo
Adobe Photoshop de forma que coincidieran exactamente. Los marcadores de peso
molecular, cargados en ambos extremos del gel, se utilizaron como referencia y puntos de
anclaje para determinar los puntos exactos de coincidencia de las dos imagenes de cada

gel. Esto permiti6 determinar la posicion exacta de las proteinas con tioles
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diferencialmente oxidados en los geles tefiidos con SYPRO Ruby, asegurando la

precision necesaria en la escision de los spots en el analisis de MS.
4.3.4. Analisis de conglomerados o cluster

Para el andlisis mediante agrupamiento de las cinéticas de las distintas manchas
estudiadas mediante el software PDQuest® se us6 el software bioinformatico
denominado Genesis (http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient_description.shtmL)
disefiado en principio para microarrays, pero también aplicable en proteémica. Tras leer
los datos desde ficheros planos delimitados por tabulaciones, Genesis genera una
representacion en forma de matriz, con las intensidades de las manchas organizadas en
filas y las repeticiones de estas manchas en columnas Ademéas de la normalizacién
efectuada en PDQuest®, las intensidades de las manchas volvieron a ser normalizadas
con las herramientas de Genesis. Se llevé a cabo un tratamiento de los datos con la
correlacion tipo Pearson y posteriormente se llevd a cabo un analisis de agrupacion
jerarquica para intensidad de los 35 spots de proteinas con tioles diferencialmente
oxidados, analizando los tres geles correspondientes a las muestras de los cuatro sitios
estudiados.

4.3.5. ldentificacion de proteinas por espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF

La escision de los spots de interés, su digestion y analisis por espectrometria de
masas, se llevd a cabo en el Servicio de Apoyo a la Investigacion (SCAI) de la
Universidad de Cordoba. La escision se realiz6 mediante el robot /nvestigator™ ProPic
(Genomic Solutions). Los fragmentos escindidos se destifieron (100 mM de bicarbonato
amonico y 40% v/v acetonitrilo), se deshidrataron (acetonitrilo 100%) y secaron y se
digirieron con tripsina. Los péptidos resultantes se purificaron en una estacion de Prepll
Pro (Genomic Solutions) con una microcolumna C18 (ZipTip, Millipore) y se cargaron

directamente en las placas MALDI usando acido a-ciano hidroxicinndmico como matriz.

El analisis MS se realizé en un MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics Analyzer,
Applied Biosystems) en un rango m/z de 800 a 4000 y a 20 kV de voltaje creciente. Los
espectros se calibraron internamente con péptidos obtenidos mediante auto-digestién con
tripsina (MH 842.509, MH 2211.104). La m/z se midi6 con una precisién de 720 ppm.
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Los iones peptidicos de mayor intensidad se sometieron a analisis de
fragmentacion MS/MS, que proporciona informacion de la secuencia peptidica. Las
proteinas se identificaron mediante huella peptidica y se confirmd la identificacion
mediante el analisis MS/MS. Se utiliz6 el motor de busqueda Mascot 2.0 (Matrix
Science) del software GPS Explorer™ v3.5 (Applied Biosystems), comparando con las
bases de datos UniProt, restringiendo la bisqueda a crustaceos y artropodos. Se permitio
un Unico error de corte por tripsina, una tolerancia de +0.2 Da del fragmento, una
tolerancia de 100 ppm en la masa del péptido precursor y se incluyeron en los
parametros de busqueda las modificaciones en Cys por la unién de acetamida y

acetamidafluoresceina, asi como la oxidacion de metionina.

Se consideraron identificaciones positivas aquéllas con un nivel de significacion
P<0.05 teniendo en cuenta masa y pl, usando el algoritmo MOWSE score. La
identificacion de proteinas se validé de acuerdo al porcentaje de coincidencia con la
secuencia de la proteina homdloga de la base de datos, la valoracion (score), la
probabilidad, el namero de péptidos que identifican esa misma secuencia y el nimero y

score de los iones fragmentados
4.3.6. Analisis estadistico de los datos.

Los datos se analizaron mediante una t de Student utilizando el software
GraphPad Instant v.3,0.
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4.4, Resultados y discusion

4.4.1. Utilidad de la protedbmica redox como biomarcador de
contaminacion en ecosistemas acuaticos de Dofiana

Trabajos previos de nuestro grupo usando el cangrejo P. clarkii para
monitorizar los ecosistemas de agua dulce de diversas zonas que rodean el DNP
mostraron claramente que MAT y ROC son zonas contaminadas. En animales capturados
en estas zonas en campafias anteriores (afio 2003) se encontraron biomarcadores de

29 Mediante andlisis

respuesta a metales, compuestos pro-oxidantes y pesticidas
protedmicos utilizando la tecnologia 2-DE se lograron resolver unos 2.500 spots proteicos
a partir de extractos de branquias de P. clarkii, 35 de los cuales presentaron diferencias
significativa en abundancia entre los grupos de estudio y permitieron sefialar a los
arrozales de MAT como la zona mas contaminada, seguida de ROC y PAR, de acuerdo
con los altos niveles de metales y pesticidas de estas zonas . A similar conclusion se
Ilegé mediante aproximaciones transcriptomicas realizadas en glandula digestiva de esos
mismos animales *°. En este caso, fueron 45 genes diferencialmente expresados los que
permitieron llegar a una misma gradacion de las muestras por su nivel de contaminacion
y consecuente alteracion molecular *. En los animales utilizados en esta Tesis (campafa
2009) sigue habiendo acumulacién de metales en cangrejos capturados en PAR y MAT
(Cap. 1), que estan produciendo en glandula digestiva y branquias una situacion de estrés
oxidativo correlacionada con el nivel de acumulacion de metales, segin se determind
midiendo MDA (Cap. 2) y carbonilacién de proteinas (Cap. 3). Por ello, en este trabajo
nos plateamos la validacion de la protedmica redox como biomarcador de exposicion a

contaminacién en ecosistemas de agua dulce.

La determinacién del estado redox de un residuo Cys en una proteina es muy
dificil, dado el caracter reversible de esta modificacion post-traduccional. Tipicamente,
este analisis conlleva un primer paso de blogueo de tioles nativos reducidos, la reduccion
posterior de tioles reversiblemente oxidados y su marcaje una vez reducidos con un
fluoréforo, y finalmente, la separacion de las proteinas por electroforesis y la deteccion de
las proteinas oxidadas mediante fluorescencia® (Fig.4.3). En este trabajo se utilizd 2-

iodoacetamida (IAM) para bloquear tioles estaban reducidos de forma nativa y
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tributilfosfina (TBP) para reducir los tioles oxidados, que més tarde fueron marcados con
5-iodoacetamidofluoresceina (IAF). El andlisis se realizd con proteinas extraidas de
glandula digestiva, el principal 6rgano destoxificador de P. clarkii. Para cada sitio se
fabric6 una mezcla con cantidades iguales de proteinas marcadas con IAF y en cada caso

se analizaron tres réplicas técnicas.

Figure 4.3. Schematic representation of the workflow used to detect reversibly
oxidized thiol groups in proteins by fluorescence labeling on a proteomic scale.
Thiols (-SH) in the extracts are alkylated with IAM. Upon reduction of reversibly
oxidized thiols with TBP, the resulting thiols (-SH) are alkylated with IAF and the
proteins separated by mono- or bi-dimensional electrophoresis. Quantitative MS of the
protein mixture reveals the extent of thiol modification in any given peptide. Peptide
sequence and identity of the modified cysteine are determined by MS/MS.

En este trabajo incluimos un nuevo punto de muestreo, denominado ROC,
localizado en el curso medio del arroyo La Rocina (Fig. I, pag. 90). En este punto de
muestreo confluyen en el arroyo de La Rocina otros riachuelos que provienen de zonas de

cultivo intensivo de fresas y citricos. Estudios previos de nuestro grupo usando el ratén
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moruno Mus spretus como bioindicador sugerian que esta zona también presentaba altos
niveles de contaminacion que afectaban al estado redox celular y llevaban a incrementos
en los niveles de enzimas destoxificantes como peroxidasas y glutation-transferasas,
indicando claramente la existencia de estrés oxidativo® en estos animales. La protedmica
redox aplicada a ejemplares de P. clarkii capturados en esta zona permitiria validar los
resultados de ese trabajo previo y demostraria la validez de esta metodologia como

biomarcador.

La Fig.4.4 muestra la imagen de geles representativos correspondientes a
glandula digestiva de animales procedentes de cada uno de los cuatro sitios estudiados. Se
analizaron las imagenes fluorescentes (Fig. 4.4.A) correspondientes a la tincion con 1AF
de los 3 geles por sitio (12 imagenes en total), que sefialaban los tioles proteicos oxidados
en cada zona, y las imagenes de los mismos geles tefiidos con SYPRO Ruby (Fig. 4.4.B),
gue permitia la cuantificacién de proteinas totales. Tras el analisis de imagen, se calculd
la intensidad total de los spots proteicos para las proteinas con tioles oxidados (Fig. 4.4
derecha). Los datos de fluorescencia IAF de los spots se normalizé por los valores totales

de proteinas.
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Figure. 4.4. Representative 2-DE gel images of IAF labeled oxidized thiol proteins (A) and
total proteins SYPRO Ruby-stained in the same gels (B) of digestive gland of P. clarkii
collected from the four studied sites. To differentiate the two stains, the original gray color of the
AF image was changed to red and that of the SYPRO Ruby image to blue. The fluorescent images
of the gels were captured at equal sensitivity and processed using the same values for the
parameters in the transform control panel in PDQuest® software. Both types of 2-DE images (AF
and SYPRO Ruby) were exported from PDQuest® software in TIFF format and placed in different
layers of the same Adobe Photoshop file so that they would overlap exactly. The total density in the
three gels per site was determined and is shown at the right part of the figure as bars diagrams.
Values are mean = SD of three gels of each site. The statistical significance of the differences is
compared with LP, used as reference. Statistical significances: ** P < 0.01, *** P < 0.001.
Numbers represent the fold increase relative to the reference sample LP
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La cantidad de proteina total determinada fue muy similar en los cuatro sitios de
estudio, como se ve en la Fig. 4.4 B, De hecho, la mayoria de los spots se pudieron
encontrar en la misma region del gel para cada uno de los sitios, indicando que todas ellas
estaban presentes en todas las muestras, aunque las intensidades de alguna de ellas
variaron entre las zonas. Por el contrario, se observaron grandes diferencias en los niveles
de proteinas con tioles oxidados. Como se ve en la Fig. 4.4, los geles mostraron pocos
spots proteicos marcados con IAF, es decir, con tioles oxidados, en las muestras LP y
PAR, mientras que las muestras de ROC y MAT presentaron una gran cantidad de spots
marcados. Los diagramas de barras en la parte derecha de esta Fig. 4.4, indican que la
densidad total de proteinas con tioles oxidados fue mucho mayor en cangrejos capturados
en ROC (incrementos de 3.2 veces, P < 0.01) y especialmente en MAT (incrementos de
4.2 veces, P < 0.001).

En la parte izquierda de la Fig.4.5, un gel representativo de proteinas de
cangrejos MAT marcadas con IAF muestra aproximadamente 800 spot proteicos con
tioles reversiblemente oxidados. Este nimero representa un 46% del total de spots (1721
+ 118) detectados por tincion con SYPRO Ruby. Se indica también en la figura la
posicion de los 35 spots que muestran diferencia de intensidad (>+2 veces de cambio, P <
0.05) respecto a las muestras LP de referencia, y los nombres de las proteinas que han
podido ser identificadas. Los nombres de estos 23 spots proteicos identificados mediante
MALDI-TOF/TOF, que también aparecen en la Fig. 4.5 se recogen en la Tabla 4.1. Estos
spots representan 8 especies proteicas: 1) Ferritina (FER) identificada a partir de los
spots 2, 3, 4y 36 (Fig. 4.5) ; 2) superodxido dismutasa (SOD) identificada a partir de los
spots 6-9 y 37-38 (Fig. 4.5); 3) disulfuro isomerasa (PDI) identificada a partir del spot
18; 4) actina, identificada a partir de los spots 19-22; 5) proteina de union a &cidos
grasos (fatty acid- binding protein, FABP), identificada a partir de los spots 29 y 30; 6)
nucleosido difosfato kinasa (NDK) identificada a partir de los spots 24 y 25; 7) fructosa
bifosfato aldolasa (FBA), identificada a partir de los spots 26 y 39 (Fig. 5); y 8)
fosfopiruvato hidratasa identificada partir de los spots 34 y 35. El spot 39 no cumplia los
estrictos requisitos de seleccién (> +2 veces de cambio, P < 0.05) que se aplico al resto de
los spots. Sin embargo, fue elegido para ser identificado por su proximidad (masa y pl) al

spot 26. Ambos fueron identificados inequivocamente como FBA y el mismo péptido
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LADIGLENTEENRR fue obtenido mediante fragmentacion TOF/TOF de estos spots 26
and 39.

Se llevé a cabo un andlisis de agrupamiento jerarquico con el software Genesis
para visualizar cuantitativamente las alteraciones en los niveles de tioles oxidados de los
35 spots seleccionados (Fig. 4.5, derecha). Proteinas y sitios resultaron, asi, agrupados en
funcion de la similitud de sus perfiles de expresion. Coincidiendo con los datos de
carbonilacion (Cap. 3) no se encontraron diferencias notables en los niveles de disulfuros
oxidados en proteinas de cangrejos capturados en PAR y en LP. Por el contrario, como
se comentd arriba y coincidiendo con los resultados de cuantificacién de metales, MDA y
carbonilos, el marcaje con IAF de la mayoria de las proteinas (spots 5-35) de MAT fue

mucho mas intenso que en el resto de las muestras.

PAR3
ROC 1
ROC2
ROC3

Mr
(KDa)
1
80 — - o
0 - (PPH) 35 34 (PPH) _
e —
* oSNNS 0 A -' *-
40 - 3'2 (~\CT) ‘ m ‘_, b“- "’Q’.o
(4CTL19 (SOD) (FB A) ~~ RN
30 - (A( r) 20 14 7(s “ 3
0- x ' . ‘ i
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ﬁ “d Mf‘
(PDl) .,\
10 >» . . 9(SOD)
- 8«16 . ;
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o »
15 38 » 3 ) 29,. .\
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Figure. 4.5. (Left) 2-DE gel of oxidized thiol proteins of P. clarkii from MAT. The arrows
mark the 35 differentially expressed oxidized thiol protein spots (N2-fold intensity differences,
p b 0.05) compared to LP, 19 of which were identified via MALDI-TOF/TOF and are
indicated in parentheses. (Right) Cluster analysis. Each row represents one oxidized thiol
protein spot, showing the proteins identified on the right. Columns represent the expression
profile for one biological replicate at each study site. Green rectangles indicate samples with
lower intensity for the particular protein spot relative to the average intensity of all samples,
and red rectangles, samples where the spot is more intense. The color intensity is proportional
to the distance of each sample intensity to the average value, as represented by the scale.
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Las proteinas oxidadas resultaron agrupadas en tres clusteres diferentes. El
cluster 1 incluia los Unicos 4 spots (1-4) cuyo marcaje con IAF era mas intenso en las
muestras de ROC, tres de los cuales (2-4) se identificaron como FER. El cluster 2 esta
formado por 17 proteinas (spots 5-21) que mostraron niveles especialmente altos niveles
de marcaje con IAF en muestras MAT, aunque también en animales de ROC sus niveles
eran superiores a los de los animales de referencia LP; en este clUster se incluyen spots
identificados como SOD (spots 6-9); PDI (spot 18) y ACT (spots 19-21). El cluster 3 lo
forman 14 proteinas con niveles de oxidacion elevados solo en animales MAT (spots 22-
35), entre las que se identificaron ACT (spot 22), NDK (spots 24-25), FBA (spot 26),
FABP (spots 29-30) y PPH (spots 34-35).
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Table 4.1: Differentially expressed Procambarus clarkii proteins identified by MALDI-TOF/TOF analysis.

Spot Protein name, Uniprot Mr (pl) Seq. f Protei lon
5 . Protein symbol pb cov. ;Zﬂif:; o e'? Expect  Mrion Fragmented ion d
No. organismb ID Theor. Exp (%) score score
Ferritin, 19.4 198 1341.66 AGTSGLGEFLFDK 136
2 FER Procambarus clarkii F5A6F3 5 2 5 l 64 12 401 5.7E-36 1497.76 RAGTSGLGEFLFDK 49
2 G 2850.32 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 158
Ferritin, 19.4 20.2 1341.66 AGTSGLGEFLFDK 89
E Procambarus clarkii FOAGF3 (5.2) (5.1) 3 ! 144 28610 2850.33 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 35
Ferritin, 19.4 19.9 1341.67 AGTSGLGEFLFDK 120
4 Procambarus clarkii F5A6F3 5 2 5 2 24 7 268 1.1E-22 1497.77 RAGTSGLGEFLFDK 15
52 2 2850.31 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 112
Ferritin, 1183.68 SLLDLHVTASK 30
Procambarus clarkii 1341.67 AGTSGLGEFLFDK 132
19.4 19.1 1497.77 RAGTSGLGEFLFDK 18
36 FOAGF3 (52 (52 81 18 38 45E32 159167 QNYHEDCEAAINK 45
2658.20 QINLELYASYVYMSMGYYFDR 28
2850.31 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 24
Superoxide dismutase, 313 310 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 88
6 SOD Procambarus clarkii AILRVE ) ) 33 11 260  7.1E-22 1709.84 AFFNVINWSNVNER 81
(54) (5.3
' ' 1970.98 QAEEANDVGAMNALLPAIK 50
Superoxide dismutase, 313 293 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 100
7 Procambarus clarkii A9LRV6 ’ ) 27 10 332 45E-29 1709.84 AFFNVINWSNVNER 97
(54) (5.3
' ' 1970.98 QAEEANDVGAMNALLPAIK 101
8 lf‘r‘gf;;’g':fu‘: 'ég:(ti?se’ AILRVE (351;13) (2583(; 24 6 127 14E-08 1709.84 AFFNVINWSNVNER 108
Mitoch. Mn superoxide dismutase (Frag.) 15.1 224 y 1809.89 HHQTYINNLNIAEDK 121
9 Procambarus clarkii cavure (6.2) (6.5 40 6 304 28526 1951.97 NLSPDGGEPEGELLAAINR 161
37 i‘r‘gf;r‘:]’g':fu‘: 'ég‘:lfi?se’ AILRVE (351;13) (256; 31 8 127 14E-08 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 95
Superoxide dismutase, 313 30.4 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 100
AILRV 2 12 7 1.1E-
38 Procambarus clarkii o 6 (5.4) (5.5 3 378 3 1679.93 KLAELSGIEVDQIHK 102
1970.99 QAEEANDVGAMNALLPAIK 91
2525.25 YEYSALEPHISALIMEIHHQK 43
18 PDI E_:g:)ee':ai'sg'f;en:g?erase' COJBY4 (Sf 63; (25302) 11 5 8 23603 215911 FVAANSLPLVVDFNHETASK 7
| US Vi 1 . .



Table 4.1 (cont): Differentially expressed Procambarus clarkii proteins identified by MALDI-TOF/TOF analysis.

Protein name,

Mr (pl)

Spot . Uniprot Sed. pentiges Protein . . lon
No. 2 Protein symbol o IDP i%) matched score®  =XPECt  Mrion Fragmented ion score®
Ol Theor. Exp.
9 ACT Actin (Fragment), DIMVD9 (?;3133; (259253 5 105 23E-06 1790.89 SYELPDGQVITIGNER 91
Triops granarius ' '
20 B-Actin (Fragment), caeqis 2% %0 4 106 18E-06 1790.89 SYELPDGQVITIGNER 95
Litopenaeus vannamei (4.8) (5.1)
21 Cytoplasmatic actin, Eoaes 420 31T 33 15 155 23E08 1790.89 SYELPDGQVITIGNER 93
Daphnia pulex (5.6) (5.6)
22 Actin (Fragment), 24.0 345
_ DOYST? 15 3 73 44E-02 180490 SYELPDGQVITIANER 66
Anopheles stephensi (5.2 (5.4) Q
24 NDK Nucleoside diphosphate kinase, erchre M0 8355 6 74 30E08 133074 TFIAVKPDGVQR 59
Eriocheir sinensis (7.7) (6.7)
25 Nucleoside diphosphate kinase, 17.0 18.5 1052.48 GDFCIEVGR 50
E7CHR6 3 8 104 28E06
Eriocheir sinensis 7.7  (6.7) 1330.74 TFIAVKPDGVQR 39
26 FBA Fructose-bisphosphate aldolase, DonEs 07 T4 g g 86 21E-03 1629.82 LADIGLENTEENRR 71
Tribolium castaneum (7.6) (6.1)
39 Fructose-bisphosphate aldolase, D2agEs 07 %3 g5 5 70 01  1629.81 LADIGLENTEENRR 63
Tribolium castaneum (7.6) (6.1)
29 FABP Fatty acid binding protein, Loszg 20 1S5 3 68 11E-02 145266 LGQEVDESTFDGR 59
Cherax quadricarinatus (6.3) (6.5
30 Fatty acid binding protein, 15.0 14.5 "
Cherax quadricarinatus L6296 88  10E-04 145266 LGQEVDESTFDGR 76
34 PPH Phosphopyruvate hydratase, ogeese 48 521 g4 e 27802 123068 AGAAELGIPLYR 58
Penaeus monodon 6.2) (5.8)
&9 PIREE T BB R R, ogeese 48 523 44 4 80  7.6E-04 1230.68 AGAAELGIPLYR 63
Penaeus monodon 6.2) (5.7)

* The numbering of the spots is arbitrary and corresponds to that of Fig. 4.5.

® Protein name, organism and identifier (ID) as UniProtKB/Swiss-Prot database.

“MOWSE protein score based on MS data. All Identifications were carried out contrasting with contrasting results to crustacean peptide sequences existing in the UniProt database. except spots 22, 26

and 39 which were contrasted against arthropoda’s. Protein scores greater than 61 and 72 were significant (»<0.05) for crustacean and arthropoda databases. respectively.

¢ ons score is -10*Log(P). where P is the probability that the observed match is a random event.
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La Tabla 4.2 recoge los valores de las intensidades del marcaje con IAF de los
19 spots proteicos identificados en los 4 sitios estudiados y el nimero de veces de cambio
en relacion a LP. Los tres spots identificados como ferritina que componen el cllster 1
mostraron incrementos en la intensidad de fluorescencia IAF superiores a 3 veces en
animales de ROC (P < 0.001). En los otros sitios estudiados estos spots mostraron una
tendencia a disminuir de intensidad, que se hizo significativa (P < 0.05) para el spot 3

tanto en animales de PAR como los de MAT.

Table 4.2. AF signal intensity of the identified proteins at the different studied sites.

Protein Sampling site®

a f
SpotNo." o bol? Lp MAT PAR ROC Cluster
) R 7181+ 517° 5186+ 1541 4169+ 1260 24480 + 2760 ]
¢ 0.7) 0.7) (3.4)***
s 1219 + 78 574 + 26 763 + 285 3714 + 296 .
1 (0.5)* (0.6)* (3.0)***
A 761 + 177 622 + 76 650 + 175 2695 + 394 .
1 ©.8) ©.9) (3.5)x*
508 + 92 1368 + 256 484 + 139 1030 + 78
6 SOb 1 @7y (L0) 2.0)** 2
, 966+ 734  3951+1362  1071+169 2660 + 1612 ,
1 (4.1)* a1 2.8)
o 520 + 311 1616 + 360 455 + 144 1244 + 197 ,
1 (B.1)** (0.9) 2.4y
. 901 + 190 3171 + 417 973+ 116 1424 + 98 ,
1 (3.5)**+ @) (1.6)
388 + 167 1054 + 308 280 + 175 1015 + 186
18 PDI 1 @.7)* ©.7) (2.6)** 2
472+ 108 1707 + 419 336 + 128 1877 + 441
19 ACT 1 (3.6)** ©.7) (4.0)** 2
2 825 + 265 3636 + 719 648 + 54 2089 + 211 )
1 (4.8yx*x ©.8) (2.5)**
” 1846+570  6161+982 20344294 3929 + 349 ,
1 (3.3)** @) @.1)**
2 664 + 236 3354 + 400 1665 + 211 841+ 135 5
1 (5.1)x* (2.5)** (L3)
1045+ 618 3620 + 478 510 + 44 1509 + 102
2 NDK 1 (3.5)x* (©.5) (L5) 8
25 1807+ 440 38274132 866 + 160 1729 + 421 5
1 @.1)x* (0.5) (L0)
2808+ 731  9245+849  3729+720 4437+ 674
% FBA 1 (3.3)**+ (L3) (L6) 3
2822 + 208 208 + 50 0+0
.
29 FABP 0+0 e o) ) 3
3262 + 305 259 + 56 0+0
30 0+0 e o) ) 3
1002 +156 3285+ 768 1685 + 414 984 + 82
34 PPH 1 (3.0)**+ (15) (0.9) 8
5 979 + 849 4703 + 539 1186+222 2286+ 768 5
1 (4.8)** (12) 2.3)

 The numbering of the spots is arbitrary and corresponds to that of Fig 4.5

® For protein name, see the legend of Fig. 4.

¢ For sampling sites, see the legend of Fig. 1.

4 Arbitrary units of fluorescence. Data are means + SD (n = 3 replicate).

¢ The numbers in parenthesis represent the AF signal intensity fold increase at the sites relative to LP; nd, not possible to calculate
because the signal intensity in LP is zero. The statistical significance of the differences is compared with LP, used as reference.
Statistical significances: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

f Cluster number given by Genesis analysis as shown in Fig. 4 (right).

166
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Todas las proteinas del clUster 2 estaban mucho mas oxidadas en animales
capturados en MAT, con incrementos entre 2.7 y 4.4 veces. El nivel de oxidacion también
fue més alto en las proteinas de animales ROC, aunque en este caso las diferencias con
LP solo fueron significativas para los spots 6 y 8 (SOD), 18 (PDI) y 19-21(ATC). Los
aumentos de intensidad fueron similares en animales MAT y ROC para los spots 6, 8, 18
y 19. Coincidiendo con el cllster 2, todas las proteinas que formaban el cllster 3 (spots
22, 24-25, 26, 29-30 y 34-35, identificados como ACT, NDK, FBA, FABP y PPH
respectivamente) mostraron niveles incrementados de oxidacion en animales MAT. Sin
embargo, a diferencia de las proteinas del anterior cluster, solo el spot 22 mostrd un
aumento significativo (P < 0.001) en animales ROC. Los dos spots identificados como
FABP (29-30) no se detectaron en muestras LP o0 ROC, aunque mostraron intensidades

muy altas en MAT y especialmente en ROC.

Se estima que las proteinas absorben ~70% de las ROS y son una de las
principales dianas de oxidacién en la célula, como se comentd en capitulos anteriores. La
oxidacion de residuos Cys se considera una PTM que altera la estructura y la funcion
proteica y con ella muchos procesos bioldgicos » *. En este trabajo hemos utilizado
marcaje diferencial de tioles nativos reducidos y oxidados y electroforesis bidimensional
para validar el uso de la proteémica redox como biomarcador de exposicion de cangrejos
P. clarkii a contaminantes oxidativos. Los resultados obtenidos demuestran que
efectivamente esta metodologia es un biomarcador sumamente (til y sensible de dafio
oxidativo como el causado por exposicion a metales de transicion o compuestos
electrofilicos como los descritos en DNP y sus alrededores ?* *°. Hemos encontrado que
la densidad total correspondiente a proteinas oxidadas (Fig.4.4) es mucho mas grande en
animales del area de El Matochal y algo menor en animales del arroyo La Rocina,
mientras que no hay grandes diferencias entre las proteinas de animales capturados en el
arroyo de El Partido y los animales de referencia capturados en Lucio del Palacio. Estos
resultados coinciden plenamente con las determinaciones mostradas en los capitulos
anteriores respecto a bioacumulacion de metales, peroxidacion lipidica y carbonilacion
proteica (Capitulos 1, 2 y 3), ademas de con los biomarcadores convencionales,

protedmicos y transcriptémicos previamente analizados por nuestro grupo 26 2830:37:38
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La intensidad de los cambios en niveles de tioles oxidados de los 35 spots
seleccionados (Fig. 4.5 derecha) también confirman la presencia de diferentes grados de
contaminacién en los tres sitios problema. Asi, 31 spots correspondientes a proteinas
oxidadas se mostraron particularmente intensos en cangrejos de MAT. Entre estos estan
los 14 (22-35) spots que conforman el cluster 3, con niveles de intensidad superiores sélo
en MAT, y los 17 (5-21) pertenecientes al cllster 2, con niveles de fluorescencia muy
altos en cangrejos de MAT vy altos en cangrejos de ROC. ElI moderado nivel de
contaminacion encontrado en la del arroyo La Rocina®® explicaria que solo 4 spots (1-4),
los que conforman el cluster 1, presenten niveles altos de fluorescencia solo en animales

de esta zona.

4.4.2. ElI marcaje diferencial permite en algunos casos identificar

diferencialmente las proteinas nativas y las oxidadas

La Fig. 4.6.A muestra un gel 2-DE representativo de cangrejos de MAT, donde
las proteinas con tioles oxidados marcadas con IAF (en rojo) se superponen a las
proteinas teflidas con SYPRO Ruby (en azul). La unién de IAF a los tioles
reversiblemente oxidados suman 512,26 unidades de masa atémica por tiol y puede
afectar también al pl de la proteina, por lo que no hay un solapamiento completo entre las
dos iméagenes IAF y SYPRO Ruby.
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(A) (B)

Figure. 4.6. (A) Overlapping representative 2-DE gel image of IAF labeled oxidized thiol
proteins (in red) and total proteins SYPRO Ruby-stained (in blue) of P. clarkii from MAT.
(B) Three enlarged representative regions are shown where the same protein has been identified
from different spots: (1) FBA, (1I) SOD and (II1) FER. To differentiate the two stains, the original
gray color of the IAF image was changed to red and that of the SYPRO Ruby image to blue.
Black arrows point to IAF-labeled differentially oxidized thiol proteins and blue arrows point to

non-labeled and, thus, non-oxidized proteins.

En la Fig. 4.6 B se presentan aumentadas tres regiones representativas de este
gel, mostrando los diferentes spots que permitieron identificar una misma proteina. Los
spots que aparecen en color rojo corresponden a la imagen de fluorescencia de IAF del
gel, mientras que los azules corresponden a la imagen de fluorescencia de SYPRO Ruby
del mismo gel. Los spots 26 (recuadro 1), 6-8 (recuadro IlI) y 2-4 (recuadro III),
identificados FBA, SOD y FER, respectivamente, se presentan desplazados hacia un pl
mas acido y con una masa ligeramente mayor que los correspondientes spots 39, 37-38 y
36, identificados también como FBA, SOD y FER. Esto indica que estas proteinas pueden
ser modificadas post-traduccionalmente mediante la formacion de disulfuros internos
entre sus grupos tioles. Los spots 26, 6-8 y 2-4 corresponderian a la porcidn de la proteina
gue presenta la PTM y que se ha marcado con IAF. Los spots 39, 37-38 y 36,
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corresponderian a las formas nativas de las proteinas sin los grupos tioles oxidados o a
moléculas que no se han marcado con IAF, por lo que pueden detectarse en la imagen del
gel tefiido con SYPRO Ruby (azul) pero no en la imagen de las proteinas con tioles
oxidados marcados con IAF (rojo).

4.4.3. ldentificacion de residuos Cys con tioles sensibles a oxidacion

Si los péptidos usados para la identificacidn de las proteinas incluyen residuos
Cys, se puede estudiar la susceptibilidad de una Cys especifica a sufrir oxidacion
reversible, como se muestra en la Tabla 4.4 para las dos proteinas FER y NDK, en que se

ha conseguido determinar la modificacion de Cys.

Table 4.4. Cysteine residues in proteins prone to reversible oxidation detected by MALDI-

TOF/TOF analysis.
Protein Protein name, No.b Spot II\/T‘-
symbol Organism? (gﬁm No.©  IAF-Cys® Cys Mw lon Peptide®
d
FER Ferritin, 1 2 13 192273  QNYHEDCTEAAINK
Procambarus clarkii (13) 36 13 1591.67 QNYHEDC“EAAINK
108 1383.54 GDFCFIEVGR
24
64 189491 HYADLADKPFYPG
- LC"K
Nucleoside diphosphate 3
kinase, —_—
NDK (64, 76, 76 242117  YMPSSGPVVAMOCF
Eriocheir sinensis 108) WEGTGVVK
25 108 1052.48 GDFC"IEVGR

64 189491 HYADLADKPFYPG
LC"K

2Protein name, organismas UniProtKB/Swiss-Prot database.

® Number of cysteine residues present in the protein (position of the Cys residues in the sequence of the protein).

°The numbering of the spots corresponds to that of Figs. 4.5 and Table 4.1.

4 Cysteine residuemodified by IAF (i.e. a residue prone to reversible oxidation) or by IAA (i.e. a reduced status).

¢ Modified residues in the peptide are as follows: CF: Cys modified by IAF; CA: Cys modified by IAA; MO: oxidized Met.

Asi, la ferritina de P. clarkii, que tiene una sola Cys en posicion 13, se presentd
oxidada (marcada con IAF) en el spot 2 y reducida (marcado con IAM) en el spot 36,
mucho menos intenso, indicando que la mayoria de la proteina esta oxidada. Este
resultado confirma la hipétesis propuesta arriba de que el spot 36 pudiera representar la
forma nativa de la ferritina. La proteina NDK contiene 3 residuos Cys en las posiciones

64, 76 y 108. La Cyss, aparece reducida en los dos spots 24 y 25 que identificaron esta
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proteina, mientras que la Cys;og aparecio oxidada en el spot 24 y reducida en el 25. La
Cysse, que sirvio para identificar el spot 25, aparecio reducida.

4.4.4. Funciones bioldgicas de las proteinas identificadas con niveles de

oxidacion diferencial entre las muestras estudiadas

Algunas de las proteinas con tioles oxidados identificadas en este trabajo han

sido relacionadas previamente con respuestas a exposicion a contaminacién, como es el

caso de SOD ***, o ACT * (pero no otras como FER, PDI, FBP, PPH, FABP o NDK.

Por ello, se ha procedido a hacer una revision de las funciones de las proteinas

diferencialmente oxidadas en las distintas muestras para darle asi significado biol6gico a

los cambios observados.

El Fe es esencial para la vida pues forma parte de sitios activos de muchas
metaloproteinas que juegan papeles clave en procesos bioldgicos cruciales como el
transporte de O,, almacenamiento y uso de O, en muchas reacciones redox y en las
reacciones de transferencia de electrones dentro de la célula. Sin embargo, el exceso de
Fe es altamente toxico, ya que promueve la formacion de ROS, principalmente mediante
la reaccion de Fenton . Los organismos han debido desarrollar mecanismos para
manejar esta situacion, almacenando el Fe que no se requiere de forma inmediata en una
forma no toxica y movilizando los almacenes cuando se precisa para participar en el
metabolismo celular. La ferritina (FER) es la principal proteina intracelular responsable
del secuestro, almacenamiento y liberacion de Fe, pudiendo acumular mas de 4.500
atomos de Fe, que se liberan cuando se necesita una mayor biodisponiblidad de este metal

“0 41 FER es una proteina ubicua y esta

para el crecimiento y la proliferacion celular
fuertemente regulada por el Fe intracelular y el estado oxidativo de la célula “2. FER
almacena hierro como Fe** insoluble tras secuestrar Fe** del medio externo mediante su
actividad ferroxidasa. EI mecanismo de liberacion del hierro ain no se ha establecido

claramente, aunque se sabe que la actividad ferroxidasa no participa ** (Fig. 4.7).
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Fe2* Fn(n-1) Fnn) Pool aa Fe2*

Figure 4.7 Proposed mechanism for iron uptake/release by ferritin. Proposed mechanism for
iron uptake/release by ferritin. (A) Iron (Fe) enters through a pore in the apoferritin protein cage
structure (Fn(0)), forming an iron-ferritin complex (FeFn0) through a reversible process. (B) A
series of redox reactions lead to iron incorporation into the mineral core of ferritin (Fn(1)). After
incorporation steps, the ferritin species Fn(n) is obtained. (C) Iron can be released from the
mineral core through redox and transport processes. (D) Ferritin molecules can also be
proteolytically degraded, returning their entire iron content during this process *.
Los niveles de oxidacion de ferritina son mas bajos en cangrejos PAR y MAT que en los
capturados en la zona de referencia. Por el contrario, la FER de cangrejos ROC muestra
niveles de oxidacién >3 veces superiores que el resto. Mecanismos transcripcionales y
post-transcripcionales estan implicados en la induccion de FER por oxidantes y
citoquinas *° y colaboran en el contenido total de FER en
la célula. Frente a estudios que sugieren que la induccion
de la FER protege frente al estrés oxidativo, otros sugieren
. que el dafio oxidativo a FER incrementarfa el contenido
celular de Fe libre, lo que agravaria el dafio oxidativo “*.

¥’ 7~ La oxidacion de FER se acompafia generalmente por la

degradacion proteosomal de la molécula proteica oxidada,

lo que :esultérl’afen una disminucion de la cantidad de ferritina en la célula sometida a
estrés oxidativo *" como se ve en cangrejos de MAT. No obstante, se ha demostrado que
distintos oxidantes incrementan de manera diferente la susceptibilidad de FER a la
protedlisis*’.Por ello, el mayor nivel de oxidacién de FER en cangrejos ROC puede ser
consecuencia de una menor tasa de degradacion de FER por haber sido oxidada por

contaminantes distintos de los presentes en las otras zonas de estudio.
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La proteina disulfuro isomerasa, PDI, de 55 kDa y 508
aminodcidos, con dos dominios tipo tiorredoxina y una
secuencia tipica sefial de retencion/recuperacion en el
reticulo endoplasmico (RE), desempefia una doble funcion
en la célula. Por una parte, PDI funciona como una oxidasa
introduciendo puentes disulfuros en las proteinas. Por otra

parte, PDI actia como una chaperona que inhibe la

agregacion proteica . Durante la oxidacion de una proteina diana, PDI oxidada cataliza

la formacion de disulfuros en la proteina sustrato y se reduce. En el proceso, la proteina

oxidorreductina del reticulo endoplasmico (EROL) se reoxida y regenera el sitio activo de

PDI. Por el contrario, la forma reducida de PDI inicia un proceso de isomerizacion

atacando el disulfuro del sustrato y formando un puente disulfuro intermolecular

transitorio que acaba generando una reordenacion del disulfuro intramolecular y una PDI

reducida (Fig. 4.8). De esta manera, PDI forma parte de la sofisticada maquinaria celular

gue asegura la correcta formacion de los puentes disulfuro e impide enlaces erréneos.

PDI dependent PDI dependent
disulfide formation disulfide exchange
(Oxidation) (Isomerization)

srcm—s

e

Disulfide

(Folded)

o G

SH SH Correct disulfides  Incorrect disulfides
Misfolded protein

Reduced thiols

(Unfolded)

Figure 4.8 Molecular mechanisms of PDI-dependent oxidative protein folding in the endoplasmic
reticulum (ER). Oxidized PDI (top), which contains a disulfide bond at its active site, catalyzes the formation
of a disulfide bond in a substrate protein (bottom), resulting in the reduction of PDI. Conversely, the ER
oxidoreduction protein, Erol, can reoxidize and regenerate the PDI active site. By repeating this cycle, PDI
can continuously insert disulfide bonds into different substrate proteins. Right: In the early process of protein
folding in the ER, cysteine residues often form inaccurate disulfide bonds (resulting in a misfolded protein).
The isomerase activity of PDI (top) converts these incorrect disulfide bonds to their correct native form. This
reaction occurs through breakage of substrate disulfide, formation of intramolecular disulfide, and reformation
of intermolecular disulfide bonds with different thiols in the target substrate protein (bottom). For simplicity,
the redox state of only one PDI active site is shown *° .
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La proteina PDI resulta inhibida por S-nitrosilacién y S-glutationilacion, lo que
tiene como consecuencia mal plegamiento de proteinas, estrés de reticulo endoplasmico

(RE) y muerte celular **°

(Fig. 4.8). PDI parece ser un regulador negativo de NF-KB, el
principal inductor de genes de supervivencia celular, cuya presencia se ha vinculado a la
capacidad invasiva en cancer. Recientemente se ha descrito un papel beneficioso del
mantenimiento del estado oxidado de PDI, que reduciria la generacion de ROS * (Fig.
4.9). Asimismo, se ha descrito que PDI sufre proteolisis en el citoplasma mediada por

51

caspasas, como parte del proceso apoptético >*. El proceso proteolitico posiblemente

¥ En este trabajo

genere fragmentos con grupos tioles sensibles a procesos redox
también hemos identificado un fragmento oxidado de PDI de 23.2 kDa (spot 18) en la
fraccién citosélica de glandula digestiva de cangrejos MAT y ROC (Fig.4.5), indicando
posiblemente una situacién apoptética en la glandula digestiva de los cangrejos

procedentes de esta zona contaminada.

H,0,(ROS) 0;
Figure 4.9 The formation of
disulphide bonds in the ER is
FADH, FAD* driven by PDI and EROL. During

disulfide bond formation, ERO1
% operates in association with the
flavin, FAD. ERO1 uses a FAD-

EROA ERO-1 dependent reaction to transfer
) 1! electrons from PDI to molecular
st oxygen (O,), which results in the
production of reactive oxygen

species (ROS) from of H,O, and the

oxidation of PDI. PDI is reduced

PDI DI following the acceptance of electrons

1 Il from prqte_ir!-foldi_ng substrates,

SH SH s-s thereby oxidizing thiol (SH) groups

in the target protein’s cysteine
residues and forming disulphide
bonds. Reduced GSH assists in
disulphide-bond reduction, resulting

Native cysteine Disulfide in the production of oxidized
glutathione (GSSG). Under
W conditions of ER stress and the UPR,
SH SH  sH $S—s &% GSH is consumed and the ER
environment becomes increasingly
reduced. (Adapted from %)
s esse

.’
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La Cu-Zn-superoxido dismutasa (SOD) es una de las
proteinas cuyo correcto plegamiento esta controlado por PDI.
Esta enzima, una metaloproteina holomérica que dismuta el
radical anién superoxido a O, y H,0,, requiere la formacion

de un puente disulfuro intramolecular para la estabilizacion

de su forma nativa funcional. La reduccion de este puente
disulfuro ocasiona mal plegamiento de la proteina y
formacion de agregados **. PDI disminuye la tasa de agregacion de proteinas SOD

reducidas ** *°

por lo que la oxidacion y proteolisis de PDI comentada anteriormente
estarian contribuyendo a su agregacion. El dafio oxidativo (nitracién, fosforilacién,
glutationilacion, cisteinilacion, glicacion, inapropiada formacion de disulfuros) de SOD
suele conllevar su disociacién en monémeros con muy poca actividad ** * %", En este
trabajo se han detectado tres spots (spots 6-8), identificados como SOD, que mostraron
altos niveles de fluorescencia en cangrejos de ROC vy, especialmente, de MAT,

correspondientes a estas formas monomeéricas o a fragmentos de la propia proteina SOD.

e Numerosas lineas de evidencia sustentan la idea de que el
dafio que causa la oxidacion a la célula en buena parte esta
mediado por dafios al citoesqueleto, en el que el sistema
de la actina (ACT) * representa una diana temprana y

19,58-60

/’ muy sensible ACT es una proteina ubicua,

,“(’ abundante y esencial. Los monémeros de G-actina (actina

globular) polimerizan para formar la F-actina (actina
fibrosa) cuyo ensamblaje/desensamblaje y organizacion es muy dependiente de estimulos
tanto externos como internos ®. Varios residuos Cys y Met de ACT son susceptibles de
oxidacion, nitrosilacion, nitracion, carbonilacién y glutationilacion ®. El procesamiento y
las modificaciones post-traduccionales de ACT regulan importantes eventos celulares,
dirigiendo procesos fisiologicos (crecimiento celular, migracion celular, trafico de

62, 63

membrana, endocitosis, morfogénesis celular) tanto como patoldgicos , ya que la

modificacion redox de residuos Cys criticos de la ACT alteran la ratio de proteina soluble
y polimerizada y, en consecuencia, la arquitectura celular y la funcién de membrana * &

8, Bajo condiciones suaves, no letales, de estrés, la S-tiolacion evita la formacion de
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disulfuros inter/intramoleculares y previene la excesiva polimerizacion de ACT vy el
cross-link, preservando la dinamica de los microfilamentos *. Se ha descrito que la
glutationilaciéon de ACT es uno de los mecanismos tempranos que permiten a los
animales sobrevivir al estrés oxidativo causado por contaminacion *. Por ejemplo, se ha
descrito que bajas dosis de Cd incrementan la glutationilacién de ACT, lo que tiene
efectos protectores in vivo. Por el contrario, dosis altas de Cd, que generan una situacion
de estrés oxidativo en la célula pero mantienen los niveles basales de glutationilacion,
causan disrupcion del citoesqueleto ®. En nuestro estudio, solo el spot 21 presentd una
Mw (37.7 kDa) proxima a la teérica para la G-actina (42 kDa), mientras que los otros 3
spots (19, 20 y 22) identificados también como actina, podrian ser formas truncadas de
menor masa molecular (29.5, 24.0 and 34.5 kDa), similares a otras previamente

19, 65

identificadas en situacion de estrés oxidativo en la célula , reconocidas como dianas

de oxidacion reversible de Cys *.

Las enzimas fructosa 1,6-bifosfato aldolasa (FBA) vy
. "i-’\ fosfopiruvato hidratasa (PPH) son dos enzimas glicoliticas.
FBA se encarga de romper la fructosa 1, 6-bifosfato en la
YA glucolisis para dar dihidroxiacetona fosfato vy
gliceraldehido 3-fosfato y de catalizar la reaccion inversa

en el proceso gluconeogénico *. PPH actlia en un paso

posterior de la glucolisis, convirtiendo 2-fosfoglicerato en
fosfoglicerato, que es el segundo intermediario de alta
energia productor de ATP durante la etapa glucolitica *. La oxidacion de FBA y PPH
observada en cangrejos MAT podria disminuir su actividad, con lo que la actividad
glucolitica se reduciria y de esta manera se potenciaria el flujo de glucosa hacia la ruta de
las pentosas fosfato para generar NADPH, que proporcionaria el poder reductor necesario
para que las enzimas antioxidantes pudieran proteger a la célula frente al estrés oxidativo
% FBA lleva a cabo otras funciones menos conocidas por su capacidad de unirse a otras
proteinas ®" Por ejemplo, lo mismo que otras enzimas implicadas en la ruta glucolitica,
interacciona con microfilamentos de actina en una manera redox-dependiente, para

formar micro-compartimentos donde se localizan complejos multienzimaticos
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glucoliticos que permiten que el citoesqueleto “perciba” e integre la actividad metabolica

general en respuesta a cambios medioambientales o fisiologicos " %

La proteina de union a acidos grasos (FABP) forma parte
de la familia de proteinas de unién a acidos grasos, un
grupo de proteinas citosélicas pequefias (14 kDa), ubicuas,
multigénicas y multifuncionales bien estudiadas en

69,70

vertebrados , pero casi desconocidas en invertebrados .

La principal funcién biolégica de FABP es la union y

L transporte de &cidos grasos de cadena larga y otros ligandos
como prostaglandinas, &cidos biliares o eicosanoides, aunque también se le atribuye un
importante efecto citoprotector por su capacidad de unir acidos grasos potencialmente
toxicos, grupos hemo y otras moléculas que pueden ser citotoxicas cuando esta libres.
Ademas, FABP afecta a la funcién enzimatica por sus efectos sobe la disponibilidad de
ligandos, modula la actividad enzimatica al cambiar la estructura de la membrana y su
fluidez y regula la expresién génica al activar los receptores nucleares ">, Las proteinas
FABP desempefian un papel importante en el proceso de inflamacion regulada por &cidos
grasos en vertebrados y recientemente se ha descrito una funcion similar en cangrejo ™.
Asimismo, FABP se considera un protector endégeno frente al estrés oxidativo, al
secuestrar lipidos reactivos mediante la modificacion covalente de su Cysi * 0 la
oxidacion de sus pares de Cys °. Debido a esto la FABP ha sido propuesta como
marcador bioquimico de dafio tisular bajo condiciones patoldgicas . La fluorescencia de
la proteina FABP resultd indetectable en glandula digestiva de cangrejos LP y ROC,
indicando que todas sus Cys estaban reducidas. En animales PAR se detectd sefial de
fluorescencia, pero muy inferior a la de animales de MAT, donde probablemente todas las
Cys de FABP estaban oxidadas (Fig. 4.4).
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Bajo condiciones de alta demanda energética e inadecuada
produccion de ATP, durante un tiempo limitado, las
células pueden utilizar moléculas como fosfoarginina o
GTP para fabricar ATP. Se ha descrito que varias
proteinas implicadas en la transferencia de grupos

fosforilo o pirofosforilo desde o hasta el ATP para
biosintesis o formacion de nucledsidos trifosfato, disminuyen su presencia en organismos
sometidos a estrés "> ™ Una de estas protefnas es la nucleésido difosfato quinasa (NDK),
necesaria para mantener el pool de nucleésidos trifosfato requeridos en las reacciones
biosintéticas. Originalmente identificada como supresora de metastasis tumoral, hoy en
dia NDK se considera una proteina multifuncional implicada en los principales eventos
celulares, como la proliferacion, diferenciacion y desarrollo, adhesion, migracion y
tréfico de vesiculas y participa en la transcripcion y la reparacion de DNA ™ Los
mecanismos celulares que regulan las funciones de NDK se conocen pobremente e
incluyen modificaciones post-traduccionales esenciales para muchas funciones celulares
y procesos reguladores. La Cys del péptido GDFCIQVGR (Cysyge €n humanos, Cys;es €n
el decapodo Eriocheir sinensis), situada en la zona de contacto de las subunidades en las
estructuras hexameéricas, es de particular importancia. La formacion del disulfuro Cys;ge-
Cysioe afecta a la estructura y funcion de la NDK ® y su glutationilacion inactiva a NDK
al afectar su estructura y dafiar el sitio de union con el nucletsido, lo que sugiere que la
Cysioe juega un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo '’. En este trabajo ademas
de la Cysys, que se encontr6 oxidada en el spot 24 (Fig. 4.4), se aporta la primera
evidencia de oxidacion reversible de la Cys;s en NDK (spot 25).
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4.5. Conclusiones

Este estudio proporciona informacion valiosa sobre los mecanismos y el
significado biolégico de los dafios oxidativos a las proteinas. De los 4 sitios estudiados
situados en el Parque Nacional de Dofiana (LP) o sus inmediaciones, MAT y ROC fueron
las dos areas donde se capturaron cangrejos P. clarkii con los niveles mas altos de
oxidacion reversible de proteinas en sus glandulas digestivas. Para la mayoria de estas
proteinas se pudieron detectar spots correspondientes a diferentes formas de oxidacion de
Cys y para algunas, también los spots correspondientes a las formas nativas sin tioles
oxidados.

Algunas de estas proteinas diferencialmente oxidadas se han identificado y
ponen de manifiesto qué procesos se ven afectados en estos animales a consecuencia del
estrés oxidativo provocado por los contaminantes. Basandonos en los cambios
observados, se podrian proponer varias hipotesis al respecto. Por una parte, la oxidacion
reversible de tioles de algunas proteinas podria constituir un mecanismo temprano de
respuesta que permite a los animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en
zonas contaminadas. Por otra parte, la oxidacion de algunas proteinas podria constituir un
mecanismo regulador que detecta e integra la actividad metabélica general de la célula en
respuesta a los cambios ambientales. Estas dos hipOtesis representan respuestas
homeostéaticas normales. Si se consigue vincular los cambios en los niveles de oxidacion
observados en algunas proteinas directamente con la exposicion a un grupo particular de
productos quimicos (tales como metales de transicion), se podrian usar estas respuestas
como marcadores de exposicion, siendo de gran utilidad en los programas de vigilancia
biolégica, al ser mas rapidos y baratos que las analiticas completas de las muestras de
agua. No puede descartarse que estos cambios oxidativos estén afectando a las proteinas y
su funcion hasta que se realicen estudios posteriores que demuestren que efectivamente

estos cambios son nocivos para la célula.

Los residuos Cys;s de la ferritina, asi como las Cysss y Cysi1g de la nucledsido
difosfato quinasa son susceptibles de oxidacion reversible, lo que pone de manifiesto su

participacion en los procesos redox en que estan implicadas estas proteinas.
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Capitulo 5 Andlisis proteémico de la respuesta deP. clarkii a contaminacién ambiental

5.1. Resumen

Los estudios precedentes mostraron una situacion de estrés oxidativo los
animales capturados en estas zonas, reflejada en un aumento de los niveles de
peroxidacion lipidica y oxidacion (carbonilacion y formacion de disulfuros) de proteinas.
La intensidad de estos dafios se correlaciond directamente con la bioacumulacion de
metales y asi, la glandula digestiva y los animales de MAT, con la mayor cantidad de
metales y metaloides, presentaron los mayores niveles de dafios en lipidos y proteinas.

El presente estudio pretende determinar las alteraciones funcionales causadas
por dicha situacion de estrés oxidativo, analizando los cambios en la abundancia de
proteinas. Con este estudio protedmico se pretende lograr una informacién global de los
niveles de expresion proteica y de su adaptacion a las condiciones ambientales de los
animales estudiados. Esto permitird obtener una vision mas profunda de las respuestas
moleculares inducidas por la toxicidad de los contaminantes. Se ha usado la metodologia
2D-DIGE, que usa electroforesis bidimensional para el andlisis cuantitativo de las
proteinas diferencialmente expresadas en animales capturados en PAR y MAT, utilizando
como referencias ejemplares capturados en LP. El estudio se ha llevado a cabo en
glandula digestiva, un érgano con alta actividad metabdlica, pero también implicado en
respuesta inmune y otras situaciones de estrés, y en branquias, el 6rgano que permite a
estos animales el intercambio gaseoso y la captacion de alimento.

En animales procedentes de las zonas PAR y MAT se encontraron cambios de
abundancia en proteinas relacionadas con estrés oxidativo, incluyendo proteinas
implicadas en estrés del reticulo endoplasmico, otras que indicaban disfuncion
mitocondrial y otras relacionadas con procesos inflamatorios y de regulacién epigenética
de la expresion génica. Se observaron también diferencias en la abundancia de proteinas
que indicaban un cambio metabolico hacia una elevada glucolisis aerobia (efecto
Warburg), probablemente encaminada a generar ATP y poder reductor (NADPH) en una
situacion de estrés oxidativo que altera la integridad de las membranas mitocondriales vy,
en consecuencia, disminuye o anula su potencial eléctrico. Estas proteinas
diferencialmente expresadas, ademas de permitir identificar los procesos metabdlicos y
fisioldgicos alterados por los contaminantes, podrian ser utilizadas como biomarcadores
de presencia de contaminantes perjudiciales, aunque estén en pequefias concentraciones,

en el medio.
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5.2. Introduccion
A lo largo de esta Tesis se ha mostrado la amplia presencia de contaminantes
peligrosos en el medio y el serio problema que suponen para los ecosistemas y sus

habitantes y, por ello, para la sociedad, los cientificos y los gobernantes de todo el planeta.

En las secciones anteriores se ha demostrado la existencia de estrés oxidativo en
glandula digestiva y branquias de P. clarkii capturados en las zonas de PAR y MAT. Sus
niveles de peroxidacion lipidica concuerdan con la acumulacion de metales en sus tejidos
(Cap. 1). También hemos encontrado que muchas de sus proteinas estan oxidadas
reversible o irreversiblemente (Capitulos 3 y 4), lo que sin duda debe repercutir en la
homeostasis de los animales. Para dilucidar las alteraciones metabolicas causadas por esta
situacion de estrés oxidativo en los cangrejos PAR y MAT, hemos realizado tambien un
andlisis proteomico en estos tejidos para analizar los cambios en la abundancia de

proteinas que causa el habitar en zonas contaminadas.

El proteoma es una trama dindmica y compleja que responde rapidamente a
cambios en el medio, y muchas veces independientemente del genoma, i.e., sin necesidad
de la transcripcién. Esto se consigue por la multifuncionalidad de muchas proteinas,
numerosas modificaciones post-traduccionales (PTMs) e interacciones entre ellas. Los
analisis protedmicos son una poderosa herramienta en los estudios medioambientales que
permiten profundizar en los mecanismos de toxicidad, descubrir nuevas proteinas
implicadas en la defensa celular, e identificar nuevos biomarcadores de exposicién a
contaminacion %, Sin embargo, se enfrentan a problemas como el hecho de que la
mayoria de los organismos bioindicadores de interés ecoldgico estan poco representados
en las bases de datos de secuencias de genes o proteinas. Esto dificulta mucho la
identificacion de las proteinas, basada en combinar la espectrometria de masas con la
basqueda en bases de datos de genoma secuenciados, aunque no ha frenado a nuestro
grupo y a otros a utilizar la protebmica para analizar los mecanismos moleculares de

toxicidad de los contaminantes y de adaptacion de los organismos a la contaminacion **.

En la introduccién se han revisado algunas de las aproximaciones protedmicas
utilizadas en la actualidad. Entre ellas, las basadas en 2-DE siguen siendo una estupenda
aproximacion top-down (se empieza con la proteina integra, que se separa y luego se

fragmenta en la trampa io6nica), principalmente porque resuelve miles de especies
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proteicas intactas en una sola carrera, permitiendo el analisis simultaneo del proteoma

1416 En este

completo, incluyendo isoformas y modificaciones post-traduccionales
trabajo se ha usado la metodologia 2D-DIGE, version avanzada de la protedmica que usa
electroforesis  bidimensional, para el andlisis cuantitativo de las proteinas
diferencialmente expresadas en animales capturados en PAR y MAT, usando los de LP
como referencia. El estudio se ha realizado en glandula digestiva, un 6rgano con alta
actividad metabdlica, implicado en la respuesta inmune y otras situaciones de estrés, y en
branquias, érgano que les permite el intercambio gaseoso y la captacion de alimento. La
metodologia 2D-DIGE usa diferentes fluor6foros para marcar dos muestras que seran
posteriormente separadas por 2-DE en un mismo gel. El uso de un estandar interno
marcado con un tercer fluoréforo y cargado junto a las muestras en cada gel analitico,
permite encajar y la normalizar la sefial e intensidad de los spots entre geles. La
estandarizacion permite detectar cambios pequefios con significacion estadistica en la
abundancia de las proteinas, e identificar proteinas relevantes en el proceso bioldgico en
estudio, que pueden ser usadas como alertas tempranas de la presencia de contaminantes

perjudiciales, aunque estén en pequefias concentraciones, en el medio.

Con este estudio proteémico se ha pretendido obtener una informacién global
sobre los niveles de expresion proteica para identificar las alteraciones metabdlicas que
causan los contaminantes en los animales estudiados, asi como las respuestas biologicas

que permiten al organismo adaptarse a vivir en presencia de contaminacion en el medio.
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5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Muestras utilizadas.

Se analizaron glandula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. Se
prepararon cuatro mezclas por sitio de muestreo (LP, la zona de referencia y las zonas
contaminadas PAR y MAT) mezclando iguales cantidades de tejido homogeneizado de 3-
4 cangrejos por pool. Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas bioldgicas (RB)

en las diferentes determinaciones (Tabla 5.1)

Table 5.1 Distribution of the fourteen P. clarkii male individuals captured in each site into
four pools/site. The length and weight of each animal and the weights of their digestive
gland and gills are also shown.

Lucio delPalacio (LDF) ElPartido (PAR) E IMatochal (MAT)
- “'IeigllI(gJ aninml Wlal'ghtligl . W?iEhtI(EJ

Pl bk OmEC S i SRS S e e S
2,30 172 0.8 14,70 0,40 079 1050 160 215 148
1 043 124 0,04 10,00 24,11 0,58 118 8,50 2 3 0,63
2,30 2731 167 102 10,50 3340 132 126 2,00 b 1,08
avemge 9,42 25,78 154 0,95 9,50 24,07 0,50 108 2,43 1,60 109
SEM 0,06 114 015 0.0 0,76 5,40 027 ais 054 0.3 023
9,50 218 0 300 23 0,65 050 10,00 30,1 9g 0,57
2 2,50 5 5 2580 6,46 18 23 2,80 363 3 n
2,30 2 20 10,50 40,01 46 208 2,00 27,16 03 0
average 9,43 182 L1z 943 26,26 110 127 2,33 31,36 138 100
SEM 007 019 0.06 074 5,00 024 046 029 286 0,30 007
2,50 2 01 9,00 22,50 0,58 083 2,00 230 0,58 0,88
3 2,30 g 3 8350 15,73 0,70 069 8,30 183 16 063
2,30 10 920 2390 2 183 000 33,66 52 0,63
9,20 6 0.7 10,50 41,00 Kl 165 8,30 186 0,74 0,66
average 9,38 161 104 2,30 25,78 13 123 2,00 2415 1,08 0,72
SEM 0,08 021 013 043 3,38 014 028 033 397 017 0.06
2,50 23,60 138 350 7,20 0,64 082 2,00 753 33 0.2
4 9.40 2832 158 0,88 3350 3,00 0,70 05 8,30 15,0 2 0,67
9,20 367 107 03 50 36,60 1,08 a5 1040 40,7 08 157
2.00 22,36 283 L2 9,00 17,33 0,83 081 8,30 2045 0,83 0.8
average 9,28 2479 173 103 913 23,8 0,84 116 2,10 2442 113 10
SEM  gl1 153 0,41 0.06 0,47 4,56 041 a27 045 546 012 020

5.3.2. Preparacion de muestras para protedmica.

Todo el proceso se realiz6 a 4 °C, extremando el cuidado para evitar la
contaminacioén de las muestras. La homogenizacion de las muestras se hizo manualmente
con pistilo, triturando 100 mg de cada una en 200 ul de Tris-HCI 20 mM, pH 7,6 con
sacarosa 0,5 M y KCI 0,15 M y suplementado con DTT (50 pg/mL), PMSF 1mM,
leupeptina 0,006 mM, y un cdctel de inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor
P2714), que contenia AEBSF, EDTA, bestatina, E-64, leupeptina y aprotinina, siguiendo
las instrucciones del fabricante. La rotura se realizé en tres periodos de 30s separados por

periodos de 30s en hielo. Los homogenados se centrifugaron (14.000 g, 10 min) a

189



Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral

continuacion tres veces sucesivas para eliminar los restos subcelulares y lipidos presentes
en ellos. El sobrenadante se incubd con benzonasa (500 U/mL) durante 30 min para
eliminar los &cidos nucleicos y se centrifugd (1 h a 100.000 g, ultracentrifuga Optima™
TLX Ultracentrifuge, Beckman, rotor TLA-120.2) para obtener la fraccion citosdlica.

Tras la extraccion, los extractos se limpiaron con 2D Clean-up Kit (Amersham),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, a 100 pL de extracto se afiadieron
300 ul de solucion precipitante, para hacer las proteinas insolubles y tras incubar en hielo
durante 15 min, se afiadieron otros 300 pL de solucidn co-precipitante, que favorecen la
precipitacion de las proteinas. Se centrifugaron las mezclas (12.000 g, 5 min) y se elimind
el sobrenadante. El precipitado se lavo con 40 pl de co-precipitante y se resuspendio en
25 uL de agua destilada. Se afiadié 1 mL de tampon de lavado (-20 °C) y 5 ul de aditivo
de lavado y se incub6 la mezcla a -20°c, durante al menos 30 min, agitando brevemente
en el vortex cada 10 min. De nuevo se centrifugd (12.000 g, 5 min) y se dejo secar el
precipitado. Una vez seco, el precipitado se resuspendié en tampon de lisis (urea 8 M,
Tris 30 mM, CHAPS 4%) adecuado para isoelectroenfoque y se ajust6 el pH a 8,5 con
sosa. Posteriormente se determind la concentracion de proteina mediante 2D-Quant Kit
(GE Healthcare). Se prepard un estandar interno mezclando cantidades iguales de todas

las muestras de proteinas.

5.3.3. Marcaje fluorescente de proteinas.

El kit de marcaje CyDye DIGE fluor lysine minimal labeling kit (GE Healthcare
Bio-Sciences) se dej6 5 min a temperatura ambiente y se afiadio 5 pL de
dimetilformamida (DMF) a cada tubo de fluor6foro Cy2, Cy3, Cy5 (concentracion final 1
nmol/pL) y se prepard una solucion de trabajo 400 pmol/ pL. Para el marcaje fluorescente,
se mezclaron 50 pg de cada una de las cuatro replicas por zona se marcaron con 1 pL
(400 pmol) de los flur6foros Cy3 o Cy5, dos a dos. Para el estandar interno se reservo el
fluoréforo Cy2. Tras 30 min. a 4 °C, la reaccion de marcaje se par6 afiadiendo 1 pL de
lisina 10 mM. Una vez marcadas, las muestras se mezclaron en un mismo tubo con el

estandar interno (IS) segun el esquema mostrado en la Tabla 5.2.
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Table 5.2. Experimental design using CyDye DIGE fluor minimal dyes. Four independent
pools per sampling site were prepared by mixing equal amounts of homogenized tissue of 3-
4 crayfish per pool and each two marked with Cy3 or Cy5 and combined in each gel as
indicated. The internal standar was marked with Cy2 in all cases.

CyDye™

Gel Number Cy2 Cy3 Cy5
1 IS LP1 MAT1
2 IS LP2 PAR1
3 IS MAT?2 LP3
4 IS PAR2 LP4
5 IS MAT3 PAR3
6 IS PAR4 MATA

5.3.4. Separacion de proteinas mediante 2DE-DIGE

Isoelectroenfoque: Para llevar a cabo la primera separacion de proteinas por
IEF, se usaron tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) (pH lineal de 4 a 7 de 24 cm)
(GE Healthcare) que se rehidrataron durante la noche a 20°C con 390 pL de solucion de
rehidratacion DeStreack (GE Healthcare) que contiene 2% w/v de tampdn IPG pH 4-7.
Las muestras luego se mezclaron con un volumen igual de tamp6n urea 8 M con CHAPS
2%, IPG-Buffer pH 3-10 al 2% y DTT 130 mM y se incubaron 30 min a temperatura
ambiente para conseguir la desnaturalizacion completa de las proteinas. Seguidamente,
las proteinas desnaturalizadas se cargaron en las tiras de IPG a aproximadamente 1 cm
del catodo mediante la técnica de cup-loading, esto es, aplicando la muestra sobre el
extremo basico de la tira previamente hidratada, que mejora la resolucion y el enfoque de
proteinas con puntos isoeléctricos extremos. Tras 6 h de rehidratacién activa (50 V), el
IEF se llevd a cabo a 20°C en una Protean isoelectrofocusing cell (BioRad). El voltaje se
elevo gradualmente, alcanzandose valores de 500, 1.000, 2.000, 4.000, 6.000 y 8.000 V
mediante rampas lineales de 90 min cada una (Tabla 5.3). Se mantuvo luego este voltaje
hasta alcanzar 55.000 Vh en rampa rapida y una resistencia contante de 50 pA/tira La
tabla 5.3 recoge las condiciones en que se realizé el IEF. Concluido el IEF, las tiras se

congelaron a -80 °C.
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Table 5.3 IEF conditions used to to separate protein species according to their isoelectric

point
Step Duration (h:min) Voltage (V) Ramp
0 6:00 50 Quick
1 1:30 500 Lineal
2 1:30 1000 Lineal
3 1:30 2000 Lineal
4 1:30 4000 Lineal
5 1:30 6000 Lineal
6 1:30 8000 Lineal
7 Up to 55 kVh 8000 Quick

Segunda dimension: Tras la primera etapa de separacion, las tiras, una vez descongeladas,
se sumergieron durante 30 min en solucion de equilibrado (Tris-HCI 50 mM, pH 8,8; urea
6 M; glicerol 30%; SDS 2%; trazas de azul de bromofenol) que contenia 65 mM de DTT.
Luego, las tiras se sumergieron durante otros 20 minutos en solucién de equilibrado con
IAM 350 mM, para bloquear los grupos tioles de las Cys libres de las proteinas y mejorar
la separacion. Para la segunda dimensidn, las tiras IPG se cargaron en la parte superior de
un gel al 12,5% w/v SDS-PAGE, con cristales de baja fluorescencia (GE Helthcare)
sellados con agarosa al 0,5%. Las proteinas se separaron en este caso en funcién a su
masa molecular, realizando la electroforesis a 20°C en el equipo BioRad Protean Plus
Dodeca Cell, primero a 2,5 W por gel durante 5 min y posteriormente 3 W por gel,
durante aproximadamente 12-14 h.

5.3.5. Digitalizacion y analisis de imagenes

La digitalizacion y analisis de imagenes se realiz6 con el escaner Typhoon TRIO
(GE Healthcare) usando el modo Ettan DIGE Imager para geles de 24 cm, un tamafio de
pixel de 100 um para obtener gran resolucion, y un plano focal de +3 mm, ya que se
trabajo con los geles dentro de los cristales. Usando un voltaje de 500 V en el
fotomultiplicador, se tomaron tres imagenes para cada gel bajo diferentes condiciones de
excitacion y emision de laser. La fluorescencia de Cy2 se detectd con laser de 488 nm y
filtro de emisién de 520 nm y BP (paso de banda) de 40; las imagenes de fluorescencia de
Cy3 se tomaron con laser de 532 nm y filtro de emision de 580 nm y BP 30, y las
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imagenes de fluorescencia de Cy5 con laser de 633 nm vy filtro de emision de 670 nm y
BP30 "%,

El analisis de las imagenes se hizo con el software DeCyder v6.5. Las iméagenes
se cargaron y se agruparon segun la muestra y el gel a la que perteneciera cada una. Se
aplico el médulo DIA (Differential In-gel Analysis) para co-detectar y cuantificar la
intensidad de cada mancha de proteinas en cada imagen usando como referencia las del
patrén interno para normalizarlas. En un segundo paso de analisis se utiliz6 la
herramienta BVA (Biological Variation Analysis), que tiene en cuenta la variabilidad
inter-geles, para relacionar las manchas entre los distintos geles comparados en el analisis
y calcular las diferencias de expresion entre los distintos grupos de estudio. La
herramienta BVA determina las intensidades normalizadas (abundancia estandar) de
todos los spots proteicos comparandolos con el estandar interno, y proporciona un
volumen medio y un valor de P relativo, calculado mediante una prueba t de Student.
Solo se tuvieron en consideracion cambios > 2- 6 < 2 veces en la intensidad del spot y un

nivel de significacion P < 0.05.

5.3.6. ldentificacion de proteinas mediante MALDI-TOF-TOF-MS

Para la identificacion de las proteinas correspondientes a los spots
seleccionados se hicieron geles preparativos en los que se cargaron 300 g de proteina del
estandar interno. La separacion de proteinas se llevé a cabo en las mismas condiciones de
los geles DIGE. Terminada la electroforesis, los geles se tifieron con Sypro Ruby®
(BioRad) siguiendo las especificaciones del fabricante y se digitalizaron las imagenes con
un FX Imager (BioRad). Los spots de interés se escindieron mediante el robot
Investigator™ProPic (Genomic Solutions) para su anélisis por espectrometria de masas.
Los fragmentos escindidos se destifieron usando una disolucion 100 mM de bicarbonato
amonico y 40% (v/v) acetonitrilo durante 15 min a temperatura ambiente y, al menos, dos
pasos posteriores de lavado con 25 mM de bicarbonato amonico con un 50% de
acetonitrilo, durante 25 min cada uno hasta que toda la tincion fue eliminada. Las piezas
de gel se deshidrataron con acetonitrilo 100% (v/v) durante 5 min, tras lo cual se retird el
compuesto antes de proceder a secarlas usando un Speed-Vac (ThermoElectron). La
digestion proteolitica se llevo a cabo con 20 pL de tripsina (12,5 ng/uL de tripsina en

bicarbonato de amonio 25 mM) a 25°C durante 10 min, seguidos de otros 10 min de
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tratamiento en un horno de microondas (200 W). La digestion se detuvo mediante la
adicion de 10 pL de é&cido trifluoroacético (TFA) al 0,5% (v/v). Los péptidos resultantes
se purificaron en una estacion de Prepll Pro (Genomic Solutions) con una microcolumna
C18 (ZipTip, Millipore), eluyendo con solucién de matriz (5 mg/mL de alfa-ciano-4-
hidroxicinnamico en 70% de acetonitrilo y 0,1% de TFA).

El andlisis de espectrometria de masas se hizo en un MALDI-TOF/TOF (4800
Proteomics Analyzer, Applied Biosystems) en un rango m/z de 800 a 4.000 y a 20 kV de
voltaje creciente. Los espectros se calibraron internamente usando las relaciones m/z de
los péptidos derivados de auto-digestion de tripsina porcina (MH 842.509, MH 2211.104).
La m/z se midi6 con una precision de 720 ppm. Los iones peptidicos de mayor intensidad
se analizaron por fragmentacion MS/MS que da informacién de la secuencia peptidica.
Los espectros obtenidos en el analisis MALDI-TOF-TOF-MS, con umbral de ruido de
sefial >10, se ajustaron a una linea de base, y tras la deconvolucion de los perfiles

isotOpicos, se detectaron los valores de los iones monoisotdpicos de cada péptido.

Las masas moleculares de los perfiles de péptidos tripticos se usaron para
buscar en la base de datos UniPortKB (http://www.uniprot.org/uniprot/) con el software
GPS Explorer v2.0 (Applied Biosystems) y la busqueda de base de datos automatizada,
utilizando el motor de busqueda MASCOT (Matrix Science) sobre bases de datos
NCBInr (National Center for Biotechnology Information non redundant protein
sequences). Todos los fragmentos de péptidos obtenidos para cada digestion se
sometieron a una busqueda realizada mediante la combinacion de péptidos de masas de
huellas dactilares (PMF) y los resultados de las fragmentaciones de MS/MS. Se permitid
un error de corte por tripsina, una tolerancia de +0.2 Da del fragmento, una tolerancia de
+100 ppm en la masa del péptido precursor. Se incluyeron como modificaciones a tener
en cuenta la S-carbamidometilacién de cisteinas, la oxidacion de las metioninas, la
formacion de &cido piroglutamico, y la acetilacion de N-terminal. Se consideraron
identificaciones positivas aquéllas con P<0.05, utilizando el algoritmo MOWSE

(Molecular Weight SEarch) score.
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54. Resultados y discusion

5.4.1. Consideraciones generales sobre la metodologia utilizada
El andlisis mediante la metodologia 2D-DIGE llevado a cabo en glandula
digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii capturados en PAR y MAT ha permitido
identificar proteinas con expresion diferencial en estos animales en comparacion con los
capturados en la zona de referencia LP. La utilizacion de tres fluoréforos hace posible la
comparacion en un mismo gel analitico de dos muestras y un estandar (Fig. 5.1), lo que

aumenta enormemente la precision y exactitud de las cuantificaciones.

(A)

Cy5-PAR

278 HSP70
16.99
(72-6)

1494 Ferritine
11.58
(20.3-5.1)

875 TUBA1
12.15
(97.7-5.5)

« ' 1101 Hemocyanin

@ ‘w223
' (64-5.6)

48 7 pH

Figure 5.1. 2D-DIGE images showing the proteomes of crayfish from the LP reference site
and PAR. Equal amounts of Cy2 (IS, internal standard with equally mixed samples), Cy3 (LP),
and Cy5 (PAR) labeled samples were mixed and separated on analytical 2D-DIGE. Gels were
scanned and (A) a set of Cy5, Cy3, and Cy2 images were obtained from each gel. An overlay of
the three dye scan-images per gel was also obtained for each pair comparison (B and C, for
digestive gland and gills, respectively). Spot intensities and relative expression ratios were
computed using the DeCyder 6.5 software (Amersham Biosciences). As an example, the circles in
(D) mark four spots whose intensity increase (green) or decrease (red) in relation to the IS in PAR
crayfish; for these spots are indicated the symbol of the identified protein, the fold-change
variation (all significant at a p <0.05), and the number assigned; Mw and pl are given in brackets.
The remarked spots are highlighted in B and C.
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Finalizada la electroforesis, se procedié a la cuantificacion de las proteinas
usando algoritmos de co-deteccion (DeCyder Differential Analysis Software). De cada gel
se obtuvieron tres imégenes: la derivada de la sefial Cy2 para el estandar interno y las
derivadas de las sefiales Cy3 y Cyb5 para las muestras analizadas. La abundancia proteica
de cada spot proteico en cada muestra se expresd como la relacion normalizada relativa a
la de los spots del estandar interno. El estdndar interno presente en cada gel permite llevar
a cabo el proceso de superposicion de los spots entre los distintos geles. Las relaciones o
ratios relativos de los spots individuales frente a la de sus estandares internos se usaron
para comparar de manera precisa la abundancia proteica entre las muestras presentes en
los diferentes geles. Los datos se filtraron en funcién de la ratio del volumen medio de
cada spot detectado en muestras correspondientes a animales capturados en las zonas
PAR o MAT, frente al correspondiente obtenido en animales de la zona control (LP).
Solo se tuvieron en consideracion aquéllos con cambios > 2- 6 < 2 veces y un nivel de
significacion P < 0.05, determinado mediante una prueba t de Student con la correccion

de Bonferroni.

5.4.2. Expresion diferencial de proteinas en cangrejos P. clarkii capturados
en cada una de las zonas de estudio.

De los aproximadamente 2700 y 1800 spots proteicos que, respectivamente, se
detectaron en los geles de glandula digestiva y branquias, 55 y 82 spots cumplieron los
requisitos arriba mencionados y se seleccionaron como spots de interés. Un total de
setenta y seis spots de proteinas se escindieron de los geles para ser sometidos a digestion
enzimatica en gel y andlisis por espectrometria de masas para su identificacion. En la
figura 5.2 se muestra un gel de electroforesis bidimensional representativo del proteoma
de glandula digestiva en el que se sefialan los spots proteicos analizados. De los 76 spots
analizados, 29 spots en glandula digestiva y 14 en branquias (el 57%) derivaron en

identificaciones satisfactorias, de las que 31 se correspondieron con proteinas Gnicas.
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Fig. 5.2. Representative image indicating the excised spots from a digestive gland gel. The
relative Mw is given on the left and the pH is given at the top of the figure. Numbers are
the codes asigned to each spot.

En las tablas 5.4 y 5.5 aparecen estas proteinas identificadas en glandula
digestiva y branquias, respectivamente, junto con los pesos moleculares y puntos
isoeléctricos tedricos asignados a cada una de ellas, el porcentaje de cobertura, nimero de
péptidos que se detectd por proteina identificada y el valor de score asignado a cada
identificacion tras emplear el algoritmo MOWSE que incorpora el motor de busqueda
MASCOT de matrixscience.com, asi como con los valores promedio del nimero de veces

de cambio respecto a la muestra de referencia LP.

Los resultados obtenidos en cuanto a numero de proteinas desreguladas
indicaron que la glandula digestiva resulté mas afectada por la polucién que las branquias.
Estos resultados estan de acuerdo con el hecho de que la glandula digestiva es un 6rgano
central en el metabolismo de P. clarkii, en el que se llevan a cabo funciones asignadas al

intestino, al higado y al pancreas en mamiferos, y que participa en la destoxificacion de
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metales. En ambos 6rganos, el nimero de proteinas cuya abundancia disminuye por
contaminacién fue mayor que el de proteinas cuyas cantidades se incrementan. Las
proteinas desreguladas en ambos 6rganos fueron diferentes, excepto en el caso de PDI y
hemocianina, que se identificaron tanto en glandula digestiva como en branquias. El
sentido del cambio (incremento o descenso) fue el mismo para las proteinas identificadas
en muestras de PAR y MAT, aunque la intensidad del cambio fue en general mayor en

glandula digestiva de animales PAR y branquias de animales MAT.

Se encontraron varias proteinas en diferentes isoformas o con distintas
modificaciones post-transduccionales que determinaban cambios en Pm y/o pl, y por ello
se identificaron en distintos spots. Tal es el caso de HSP70 (spots 278, 274, 299), FER
(1470, 14945, 1502), ETFA (1075, 1138) y HEMO (227, 225, 1583) en la glandula
digestiva, y HC (391, 1101, 544, 669, 522) en branquias. Todos los spots que
identificaban una misma especie proteica mostraron el mismo sentido de cambio

(incremento o disminucién) y similar intensidad (Tablas 5.4 y 5.5)
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Table 5.4. Differentially expressed proteins in P. clarkii digestive gland, identified by Mascot search based on MALDI-TOF-MS/MS data. Crayfish
were captured at reference LP site, and PAR or MAT polluted sites. Only spots whose intensity changed at least 2-fold in at least one sampling site are included.
Spot positions are shown in Fig. 2.1. Spot normalized intensity values (mean of three biological replicates and standard deviation) are shown. These values
were subjected to ANOVA statistical test (FDR<0.05).

Molecular mass pl Abundance ratio
Spot no. Symbol e e Identiﬁcgtion for closet Total no. of Sequ?::e Protein PAR versus LP MAT versus LP
protein sequence nominal calculated nominal calculated  peptides score
(%) Fold-change  t-test Fold-change  t-test
278 HSP70 Heat shock protein 70 form 1 0i[156454270 71.9895 65.5 5.67 6.0 11 17 151 6.99 0.00018 2.03 0.23000
274 HSP70 Heat shock protein 70 01268321240 71.7023 65.4 5.2 5.9 15 25 235 5.05 0.00220 2.66 0.01300
1118 PLEXB Plexin-B QIVAAT 235.1 30.3 6.21 5.3 22 13 79 4.68 0.00035 2.64 0.00076
227 HEMO Hemocyanin I7FMY1 77.9 74.7 5.5 5.9 7 7 200 4.52 0.00150 3.2 0.34000
225 HEMO Hemocyanin Q8MUH8 75.3883 69.2 55 5.8 19 18 272 4.38 7.2e-005 3.13 0.00013
659 AHCY Adenosylhomocysteinase 0i[291287351 52.4186 45.0 5.42 6.1 12 27 139 2.63 0.00072 1.15 0.64000
922 ALDO Fructose-bisphosphate aldolase 0i[242025190 40.383 18.0 6.5 5.9 6 10 133 2.39 0.00520 1.48 057000
662 ELBR Extracellular ligand-binding receptor 0i[160898748 45,1376 45.1 8.8 6.1 18 59 91 2.3 0.00300 1.26 0.54000
525 Hypothetical protein VIA_001868 0i[261251847 8.9336 55.2 9.2 6.7 8 92 83 211 0.00780 141 0.35000
299 HSP70 Heat shock protein 70 H2B578 71.3009 63.7 5.23 5.7 21 29 351 2.01 0.00100 1.77 0.00170
800 IDH Isocitrate dehydrogenase 0i[209879746 47.166 43.8 8.0 6.9 8 13 92 1.83 0.00600 2.68 0.01300
1527 HRPA ATP-dependent helicase HrpA 0i|238753569 148.2 19.4 8.3 4.8 21 23 87 -1.32 0.22000 -2.05 0.00470
998 RUMTOR Hypothetical protein RUMTOR_02390 0i[153816142 71.6 36.1 8.09 6.6 20 37 86 -1.52 0.04700 -2.3 0.00240
1470 FER Ferritin F5A6F3 19.4 20.4 5.15 5.2 6 24 110 -1.54 0.00290 -2.24 0.00210
1494 FER Ferritin 0i[26006755 20.7153 20.3 5.13 5.1 2 8 105 -1.58 0.00120 -2.45 0.17000
1502 FER Ferritin F5A6F3 19.437 20.0 6.3 51 14 49 426 -1.82 0.00980 -25 0.00093
1678 Putative uncharacterized protein E9H7A1 7.4 15.2 4.3 6.0 12 84 82 -1.86 0.00390 -1.58 0.01200
1206 MYO5 Myosin V 097417 208.6 28.9 8.6 6.5 24 15 75 -2.04 0.00140 -1.69 0.02800
879 ARK Arginine kinase HEVGI2 40.4 38.1 6.2 6.4 30 53 696 -2.22 0.00058 -1.08 0.63000
1075 ETFA Electron transfer flavoprotein subunit alpha FAWZH9 34.2 33.6 7.74 6.0 5 10 190 -2.39 0.00130 -1.22 0.34000
1168 FER Ferritin 0i|26006755 20.7153 29.2 5.13 5.6 2 8 90 -2.54 0.03500 -1.39 0.00140
448 AGAP AGAP012407-PA (Fragment) Q5TMX9 53.384 55.9 5.02 4.9 8 17 72 -2.99 0.01900 1.44 0.6300
1583 HEMO Hemocyanin I7TFMY1 77.9 18.1 55 5.9 4 7 85 -3.06 0.00073 -1.28 0.00150
1138 ETFA Electron transfer flavoprotein subunit alpha FAWZH9 34.2 33.1 7.74 5.7 6 10 246 -3.34 0.00130 -1.7 0.12000
1477 DUF187 Protein of unknown function DUF187 0i|255037483 59.3 22.6 6.3 5.3 15 38 87 -3.81 0.00084 -1.59 0.17000
1234 SAV_1465  Putative two-component system sensor kinase 0i[169631573 53.4375 28.9 8.8 6.6 7 12 83 -4.23 0.00017 -1.13 0.57000
993 PDI Protein disulfide isomerase EOVRY3 334 334 4.9 4.9 6 18 120 -5.55 0.00054 -3.13 0.02100
1096 3HAO 3-Hydroxyanthranilate 3.4-dioxygenase C1BPY7 345 39.3 5.63 6.2 5 12 75 -5.67 0.00028 -3.54 0.00062
1046 GLDC Glycine dehydrogenase B4LWC6 110.6 39.4 6.6 6.2 7 5 124 -7.42 0.00019 -2.22 0.05200




Table 5.5 Differentially expressed proteins in P. clarkii gills, identified by Mascot search based on MALDI-TOF-MS/MS data. Crayfish were captured
at reference LP site, and PAR or MAT polluted sites. Only spots whose intensity changed at least 2-fold in at least one sampling site are included. Spot
positions are shown in Fig. 5. Spot normalized intensity values (mean of three biological replicates and standard deviation) are shown. These values were
subjected to ANOVA statistical test (FDR<0.05).

Molecular mass pl a— Abundance ratio
St Skl AR Ide;:l;':gia:?::qﬁ;lzgsﬂ nominal calculated nominal  calculated T;;?:t::?ésof (%;" P;;)(:ién AR 2 M 2
Fold-change t-test Fold-change  t-test
1768 COX2 Putative cytochrome ¢ oxidase subunit 11 0i[109892850 1707,0 25.7 9.63 5.2 4 100 83 2.75 0.00029 227 0.50000
391 HEMO Hemocyanin-like protein A9Q7C4 27447,0 115,0 5.73 6,0 5 16 86 2.51 0.04000 211 0.83000
1101 HEMO L Hemocyanin subunit L BOL611 77298,0 64,0 5.29 5.6 3 6 105 2.23 0.03700 144 0.81000
1381 COX2 Putative cytochrome ¢ oxidase subunit 11 0i[109892850 1707,0 50.3 9.63 6.9 4 100 86 2.05 0.00029 1.24 0.88000
1150 TNP Transposase 1S4 family protein 0i[239826029 52810,0 60.1 9.51 5.9 14 38 72 2.03 0.00360 114 0.95000
544 HEMO B Hemocyanin B chain P83180 65533,0 104.8 5.81 5.4 12 20 137 171 0.00033 2.16 0.00029
1408 FUM fumarate hydratase class | 0i[229493871 61608,0 44.3 5.3 5.5 19 41 101 -1.66 0.25000 -3.11 0.04200
669 HEMO B Hemocyanin B chain P83180 65533,0 102.9 5.81 6,0 14 27 94 -1.78 0.17000 -3.35 0.04600
1521 RUTF NADH flavin oxidoreductase 0i[229207227 (D7AYI1 38751,0 32.2 5.72 5.4 13 53 88 -1.95 0.00270 -2.55 0.05600
875 TUBA Alpha-1 tubulin 16LWU6 50735,0 97.7 4.96 53 10 26 128 -2.15 0.00480 -1.99 0.11000
522 HEMO YY  Hemocyanin subunit Y BOL612 75149,0 110,0 5.38 5.5 10 10 289 -2.26 0.07200 -4.28 0.03800
842 PDI Protein disulfide isomerase C0JBY4 55277,0 96.9 4.64 4.7 7 13 78 -2.35 0.07800 -3.04 0.02000
1767 Uncharacterized protein E3X9J9 58855,0 25.1 9.81 5,0 12 34 83* -2.36 0.00037 -2.89 0.05400
1744 GST Glutathione S transferase F5A6F0 25432,0 26.5 4.97 5.2 17 49 425 -2.37 0.00051 -2.36 0.03900
791 TUBB Tubulin beta chain BOWTYE7 50653,0 92.5 4.69 53 18 30 454 -2.38 0.00066 -2.26 0.11000
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5.4.3. Validacion de los resultados 2D-DIGE por Western blot.

El uso de técnicas protedmicas ha permitido la identificacion de un vasto
nimero de proteinas desreguladas. Estas proteinas son indicativas de rutas metabdlicas o
procesos bioldgicos afectados por la exposicion de los cangrejos P. clarkii a
contaminantes presentes en su ecosistema y pueden considerarse potenciales
biomarcadores de contaminacién ambiental. Estas metodologias holisticas, no sesgadas y
no dirigidas, requieren un paso posterior en el que usan aproximaciones dirigidas para la
de verificacion de, al menos, algunos resultados obtenidos. En este trabajo se verificaron
los resultados protedmicos por Western blot, usando anticuerpos comerciales disponibles
contra cuatro de las proteinas identificadas. El analisis Western blot hizo en las mismas
preparaciones usadas en los experimentos protedmicos y sus resultados confirmaron que
las proteinas HSP70 y HEMO son mas abundantes en glandula digestiva de animales
PAR y MAT, asi como que las proteinas ETFA y TUBA disminuyen en glandula
digestiva y branquias de estos cangrejos, siempre en referencia a los animales control de
LP. Estos resultados validaron los datos protedmicos tanto a nivel cualitativo como
cuantitativo (correlacion positiva > 98%) (Fig. 5.3).

A) _Organ Sam ple B)
PROTEIN HEMOCYANIN
Digestive gland 2D-DIGEvs WB

o

o

3y o ¥ = 1.0958x - 02023
°

Digestive gland LP PAR MAT 6
LP PAR MAT

R*=0.9877

o — —
1 5817 2117

| —
1 4.1. 241

o
1 230 181

Fold-change (WB)

Gills

Fold-change (2D-DIGE)
1 4671317

Figure. 5.3. Western blotting to confirm the differential abundance of HSP70, EFTA,
TUBA AND HC in polluted and the reference P. clarkii crayfish. (A) Numbers indicate
the Western blotting signal intensities normalized to the total protein contents, using stain-
free technology for total protein quantification'®. Protein extracts were the same used in the
2D-DIGE analysis. In the right part, the luminescence image indicating the amount of
hemocyanine linked to the Anti-HEMO antibody is overlapped to the protein image. (B)
Direct correlations (R*= 0.988, P < 0.0001) were observed between proteomics and
immunoblotting data relatives to fold-change in protein abundance.
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5.4.4. Significado biologico de proteinas expresadas diferencialmente

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los efectos bioldgicos causados por los
contaminantes se ha convertido en una herramienta crucial para la evaluacion de la
calidad del medio ambiente. Los primeros efectos en un organismo de la exposicion a
cualquier agente fisico o quimico suelen ocurrir a nivel molecular y éste es el enfoque que
se ha utilizado en este trabajo para analizar los cambios en los perfiles proteémicos en el
cangrejo de rio P. clarkii originados por la presencia de contaminantes en sus habitats.
Tal como se comentd anteriormente (Introduccion general y Zonas de muestreo) los
animales que viven en las zonas contaminadas PAR y MAT acumulan grandes cantidades
de metales pesados y otros elementos en sus tejidos, especialmente en la glandula
digestiva, 6rgano que en el cangrejo de rio integra el metabolismo intermediario y la
respuesta inmune. De hecho, hemos observado aumentos superiores hasta en un orden de
magnitud para elementos esenciales (Mn, Fe, Cu) y toxicos (Cd) en estos animales

“contaminados” respecto a los usados como referencia.

La toxicidad de estos metales deriva de sus propiedades quimicas, que
determinan su capacidad de inactivar diversas enzimas por interaccién con sus grupos
-SH y de sustituir a otros cofactores metélicos en su interaccion con numerosas
metaloproteinas, asi como de generar especies reactivas de oxigeno (ROS). La capacidad
prooxidante de ciertos metales se manifiesta en dafios al DNA, peroxidacion de lipidos,
modificaciones en proteinas y otros efectos, muchos de ellos sintoméaticos de humerosas
enfermedades. En este trabajo se demuestra la existencia de una correlacién directa entre
la acumulacién de elementos en los tejidos y los niveles de peroxidacién lipidica (Fig.
2.4), como cabria esperar. La peroxidacién lipidica conlleva la reordenacion de dobles

enlaces en los lipidos insaturados y la eventual destruccion de los lipidos de membrana.
Estrés del reticulo endoplasmico

Las membranas del reticulo endoplasmico (RE) y las mitocondrias, asi como las
funciones de ambos organulos, resultan afectados por estrés oxidativo, y se producen
induccién de proteinas de choque térmico, procesos inflamatorios, disfuncion
mitocondrial, y cambios metabolicos tendentes a suplir las deficiencias de la respiracion
mitocondrial. Todas esta respuestas bioldgicas fueron detectables en la glandula digestiva

y/o las branquias de cangrejos P. clarkii capturados en las zonas contaminadas PAR vy
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MAT, segun los resultados obtenidos en este trabajo identificando las proteinas cuya

abundancia se veia alterada.

En el RE se lleva a cabo el plegamiento y modificacion de proteinas, tanto las
de membranas como las de secrecion. La alteracion de la homeostasis de este proceso
post-traduccional por cualquier situacion de estrés que afecte al RE contribuye de manera
importante al desarrollo de un estado de enfermedad y a generar otros estreses celulares .
La formacion de puentes disulfuro en el lumen del RE es altamente sensible a
alteraciones en el balance redox, y tanto los agentes oxidantes como los reductores,
acaban afectando al plegamiento de las proteinas y adicionalmente provocan estrés en RE
2! | a causa de esta sensibilidad radica en que el plegamiento de proteinas en el RE es un
proceso oxidativo en tanto que los grupos tiol (-SH) de las Cys del polipéptido sustrato se
oxidan y forman enlaces disulfuro, con liberacién de perdxido de hidrégeno (H,O,) como
subproducto %. La proteina difulfuro isomerasa (PDI), ya comentada en el Cap. 4, parece
ser un regulador negativo de NF-KB, el principal inductor de genes de supervivencia
celular; su presencia se ha vinculado a capacidad invasiva en cancer 2 Y " a2 y g
descrito que PDI sufre proteolisis mediada por caspasas, como parte del proceso
apoptético . PDI, abundante en el RE, es una proteina con actividad oxidorreductasa que
cataliza la formacion y reordenacion (isomerizacion) de puentes disulfuro, participando

activamente en el plegamiento de proteinas (Fig. 5.4) %

. En un RE estresado, la
desregulacion de la formacion y ruptura de los puentes disulfuro conduce en una mayor
acumulacion de ROS y un estrés oxidativo mas exacerbado . Por ello, no es de extrafiar
gue dadas las condiciones oxidantes encontradas en este trabajo para los cangrejos P.
clarkii capturados en PAR y MAT, hayamos cuantificado en ellos niveles bajos de esta
proteina respecto a los animales LP de referencia, tanto en glandula digestiva como en
branquias (>4 y > 2 veces, respectivamente; Tablas 5.4 y 5.5). La disminucion observada
en los niveles de PDI en cangrejos P. clarkii que soportan una tasa elevada de
contaminacién puede interpretarse como un modo de impedir las consecuencias pro-
oxidativas colaterales de la actuacion de esta enzima, asi como de promover la apoptosis

gue evitaria la aparicion de un proceso canceroso.
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Non-native S-S bonds Mixed disulfide
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Figure 5.4 Diagram representing the disulphide bonds formation in the eukaryotic ER
and redox reactions involving PDI. Oxidative folding of PDI leads to disulphide bond
formation in native protein substrates. Reduced PDI facilitates isomerization of non-
native bonds in protein substrates.

Como la PDI, la heat shock protein 70 (HSP70) es una chaperona de RE. Pero a
diferencia de lo que ocurre con PDI, los niveles de HSP70 se incrementaron (de 2 a 6
veces seguln las isoformas/fragmentos detectados) en glandula digestiva de los cangrejos
P. clarkii procedentes de PAR y MAT (Tabla 5.4). Aunque su funcion es actuar
principalmente como caperona molecular, HSP70 es una proteina inducida por una
variedad de estreses, incluyendo choque térmico, estrés oxidativo, infecciones, privacion
de nutrientes y exposicion a diversos compuestos quimicos **, para proteger a la célula de
dafios diversos, al actuar también como inmunomodulador *°. En crustaceos, la expresion
del gen Hsp70 @ Y et a®ecitd) y |5 cantidad de proteina HSP70 ® se han propuesto como

biomarcadores de situaciones de estrés, incluyendo la exposicion a pesticidas).
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Inflamacion y respuesta inmune

La oxidacion de biomoléculas tiene como resultado la produccion de sefiales
para la puesta en marcha de la respuesta inflamatoria ?’. Las plexinas constituyen una
familia de proteinas transmembrana que actian como receptores de sefiales inflamatorias,
en concreto, de las proteinas semaforinas, relacionadas con la produccién de citoquinas
proinflamatorias %. El aumento de la cantidad de Plexina B (PlexB) en las muestras de
glandula digestiva de cangrejos de PAR/MAT (Tabla 5.4) puede reflejar la induccién de
una respuesta inflamatoria ligada al estrés oxidativo. EI propoésito de la activacion de la
reaccién inflamatoria es la defensa del organismo frente a cualquier tipo de dafio (Fig.5.5).
Pero la respuesta inflamatoria causa dafios también en los propios tejidos y no puede ser
sostenida indefinidamente, ya que acaba causando diversas patologias autoinmunes. En
una situacion de agresion oxidativa crénica como las que estan soportando los animales
de PAR y MAT han de ponerse en marcha mecanismos que ayuden a la célula a recuperar

la homeostasis.

- o
CANCER

CARDIOVASCULAR
@

DIABETES

NEUROLOGICAL ALZHEIMER'S
DISEASES | DISEASE
AUTOIMMUNE PULMONARY
DISEASES DISEASES

ARTHRITIS

Figure 5.5. Implications of the inflammatory response in different pathologies
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El metabolismo del Trp se esta perfilando como un elemento importante en la
prevencion de una respuesta inmune descontrolada y excesiva . La acumulacion de
acido 3-hidroxiantranilico, uno de los catabolitos del Trp, parece inducir la apoptosis de
los linfocitos T, posiblemente mediante la activacion de la ruta mediada por el receptor

29,30 (y referencias que citan)

Ah de hidrocarburos aromaticos . La 3-hidroxiantranilato 3,4-
dioxigenasa (3-HAOQ) actta sobre el acido 3-hidroxiantranilico para dar acido quinolinico
y picolinico, un activador de las funciones efectoras de los macréfagos e inductor de
protefnas proinflamatorias *'. En glandula digestiva de cangrejos P. clarkii capturados en
PAR y MAT se observd un importante descenso (> 5 veces y > 3.5 veces en animales
PAR y MAT respectivamente) en los niveles de 3-HAO, respecto a de los animales de la
zona “limpia” LP. La disminuciéon de 3-HAO determinaria la inactivacién, al menos
parcial, de la ruta de sintesis de &cido picolinico y la acumulacion de &cido 3-
hidroxiantranilico, lo que ayudaria a controlar el proceso inflamatorio *?, causado en estos

animales por la contaminacion, y a la recuperacion de la homeostasis *°.

Un efecto similar sobre la contencién de la respuesta inflamatoria podria tener
la fuerte disminucion en los niveles de glicina descarboxilasa (GLDC) observada en la
glandula digestiva (> 7 veces y > 2 veces en animales PAR y MAT, respectivamente).
Esta enzima cataliza la primera etapa de la ruta catabdlica de la Gly, en la que se libera
CO,. Varios estudios han sugerido que la Gly tiene un efecto antioxidante y reprime la
expresion de las citoquinas proinflamatorias TNF-o ¢ IL-6 (3 referencias que cit)) ) o
disminucién de los niveles de GLDC en la glandula digestiva, sin duda, conduce a un
aumento en los niveles intracelulares de Gly y a la disminucion de citoquinas
inflamatorias. Asi, la inhibicion de la descarboxilacion de la Gly tiene consecuencias anti-
inflamatorias, mientras priva al metabolismo de una fuente de unidades de 1C necesaria
para, entre otras, la sintesis de nucledtidos **. La inhibicion de la sintesis de purinas y
pirimidinas induce la parada del ciclo celular e inhibe la proliferacion y la supervivencia

de linfocitos T activados *.

La ferritina (FER) es una proteina de unién a Fe, ubicua y altamente conservada,
gue juega un papel clave en la proteccion contra agentes oxidantes, incluyendo metales
pesados y que ya encontramos en el Cap. 4. Numerosos trabajos evidencian que el papel

de la FER en la limitacion del alcance, grado, y localizacion del estrés pro-oxidante que
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caracteriza las enfermedades inflamatorias, el cancer, y las condiciones de oxigenacion
alterada (Fig. 5.5) Mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales estan
implicados en la induccion de ferritina por oxidantes y citoquinas * y colaboran en el
contenido total de FER en la célula.

En crusticeos, se han realizado relativamente pocos estudios sobre la expresion
génica de la FER o la abundancia de la proteina y los resultados obtenidos han sido hasta
cierto punto inconsistentes. Por ejemplo, Ghedira et al * encontraron mayores niveles de
ferritina en glandula digestiva de cangrejos Carcinus maenas capturados en zonas del
litoral de TUnez y que acumulaban Zn, Cu y Cd. En contraste, estudios previos de nuestro
grupo demostraron una disminucién en el nimero de moléculas de mRNA de FER en
cangrejos P. clarkii capturados en PAR y MAT . Estos resultados coinciden con los
encontrados en este trabajo, en los que se observo una disminucion de los niveles de FER
en glandula digestiva de los cangrejos P. clarkii capturados en zonas contaminadas (> 1.5
veces y > 2 veces en animales PAR y MAT respectivamente). La disminucion en el
contenido de ferritina en tejidos estresados oxidativamente puede ser algo inesperado,
dado el papel antioxidante de esta proteina. Sin embargo, este papel antioxidante de la
ferritina deriva de su capacidad de quelar Fe * . Esta reaccion es posible por la actividad
ferroxidasa de FER, una reaccion que implica generacion of H,O, y radical hidroxilo
(+OH), que acaban oxidando a la propia ferritina, favoreciendo su agregacion *. La
ferritina oxidada ya no es funcional y es rapidamente degradada como parte de la defensa
antioxidante *, lo que explicaria la disminucién observada en animales sometidos a estrés

oxidativo.

La hemocianina (HEMO) es la proteina plasmatica, de color azul (contiene Cu),
que se encarga del transporte del oxigeno en muchos moluscos y artrépodos. La
estructura basica de la HEMO de artropodos es hexamérica (cada subunidad de 75 kDa) y
suele presentarse como agrupaciones de estos mondmeros (Fig.5.6). En el cangrejo de
agua dulce Pacifastacus leniusculus se han identificado dos tipos de subunidades en la
hemocianina. Una de estas subunidades, denominada HC o HC1 es fuente del péptido
antibacteriano astacidina 1. La otra subunidad, HC2, se escinde proteoliticamente en su
extremo amino-terminal para dar lugar a una proteina con actividad profenoloxidasa,

40, 41

implicada en la respuesta inmune y en el desarrollo del cangrejo . Por esto, se
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considera que ademas de su funcién como transportadora de oxigeno, la hemocianina es

4344 indican

una pieza clave de la inmunidad innata de crustaceos “*. Trabajos recientes
que los transcritos de HEMO se expresan predominantemente en glandula digestiva y asi
lo confirma el alto nimero de transcritos de HEMO cuantificados en glandula digestiva
de P. clarkii en trabajos previos de nuestro grupo *. En estos trabajos también se
encontr6 que el nimero de transcritos para HC2 es mucho mayor que para HCL.
Asimismo, se encontrdé una alta correlacion positiva entre los niveles de expresion de
estos genes y los niveles de Cu acumulados en los 6rganos de estos animales. Los datos
protedbmicos obtenidos aqui (Tabla 5.4 y 5.5) muestran un aumento similar de
hemocianina a nivel de proteina que el que se refiere * a nivel transcripcional (3-5 veces)
para animales PAR y MAT respecto a los del grupo de referencia. Esta coincidencia
permite postular que los perfiles transcripcionales pueden, al menos ocasionalmente,
constituir un soporte indirecto para estimar los niveles de expresion proteica en relacion a

las funciones génicas y el fenotipo.

(A) LP PAR MAT
SEOt

1583

(B) 3.1

spot

227 MGT----LLQQKHWFSLENTR ----- KGENFFWVHHQLTVR-----YDLPPGVLEHFETSTR--—~-YMDNIFR--VODARIFHDLSNFHQHTVKIYNH

246 391 418 658

1583 MGT----LLQQKHWEFSLENTR -----KGENEF

Figure 5.6 Structural organization of arthropod hemocyanin.Adapted from*®.

Como se comentd antes, se han caracterizado multitud de isoformas de

hemocianina que difieren en ndmero de monémeros y presencia de polimorfismos 4.
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Estas variantes, sumadas a los distintos estados de agregacion causados por oxidacion,
podrian explicar la existencia de diferentes spots proteicos identificadas como
hemocianina en el analisis DIGE de glandula digestiva (Tablas 5.4 y 5.5). También
podria explicar la discordancia en la direccion de cambio entre el spot 1583 (disminucion
de intensidad >3 veces en cangrejos PAR y MAT) y el spot 227 (aumento de intensidad
>4 veces en cangrejos PAR y MAT) (Tabla 5.4), ambos identificados como la misma
proteina I7FMY1 (hemocianina). Las secuencias obtenidas en el analisis MS/MS de estos
spots identificados indican que la primera (spot 1583) empieza a partir del extremo C-
terminal de la proteina mientras que la segunda (spot 227) llega hasta el extremo N-
terminal pero carece de un fragmento del extremo C-terminal (Fig. 5.7), sugiriendo que
ambas secuencias corresponden a un procesamiento alternativo del mRNA o de un
polipéptido precursor que da lugar a dos isoformas de hemocianina afectadas de modo

diferente por la contaminacion.

Arthropod hemocyanin (4 x hexamer)

Di-copper centre

HIS

=\ HIs
l/) 7 &
/-
HIS Q - HIS fl

”
\'2
HIS
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(6 subunits)

Subunit (3 domains)

Figure. 5.7. (A) Quantitative diagram of spots 227 and 1538 identified by mass spectrometry as
hemocyanin (I7FMY1), showing increased (spot 227) or reduced (1538) level of expression in
PAR/MAT crayfish compared with the reference LP animals. Numbers represent the fold-
change in the intensity of the spots in comparison with LP (B) Alignment of the sequences
obtained from spots 227 (yellow) and 1583 (green) with the I7FMY1 protein, the hemocyanin of
Cherax quadricarinatus. Numbers indicate their localization on the I7FMY1 protein.
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En las branquias de P. clarkii se identificaron hasta 5 isoformas de hemocianina
(Tabla 5.4) habiendo también discordancia en el sentido de la direccién de cambio entre
los spots 391, 1101 y 544, cuyas intensidades se elevan > 2 veces en cangrejos PAR y
MAT vy los spots 522 y 662 cuyas intensidades disminuyen hasta 4 veces en cangrejos
procedentes de zonas contaminadas. Ninguna de las isoformas presentes en las branquias
se identifico en glandula digestiva, lo que sugiere que P. clarkii ha expandido sus familias
de genes/proteinas del sistema inmune para incrementar el repertorio de respuestas de
este Grgano, en continuo contacto con el medioambiente y sus contaminantes.
Disfuncion mitocondrial: Alteraciones en el metabolismo energético vy
adaptacion a glucolisis aerobia en glandula digestiva
La glucolisis es la primera etapa del metabolismo de los carbohidratos, un
proceso anaerébico de 10 reacciones que genera dos moléculas de ATP a partir de una de
glucosa. El producto final de la glucolisis es el piruvato, que, en condiciones aerébicas
entra en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). El ciclo TCA es responsable de la
produccion de las coenzimas reducidas NADH y FADH,, usadas por la cadena de
transporte electrénico para generar, en la mitocondria, el potencial de membrana
necesario para la sintesis de ATP, proceso globalmente conocido como fosforilacion
oxidativa, que consume O, como aceptor final de electrones. El ataque de las ROS a los
lipidos de membrana también afecta a la mitocondria, alterando el buen funcionamiento
de la cadena respiratoria mitocondrial, 1o que resulta a su vez en la generacion de mas
ROS y una deficiencia de ATP, con consecuencias nefastas para la célula, que ni siquiera
pueden llevar a cabo el proceso apoptético por falta de ATP *'. Las células en las que el
estrés oxidativo causa disfuncién mitocondrial adaptan su metabolismo activando la
glucolisis aerobia para generar ATP. En esta version glucolitica, el piruvato se transforma
en lactato, proceso que no precisa O, ni membrana mitocondriales integras para generar
ATP, o entra en el ciclo TCA, que suministra precursores anabolicos a las células
proliferantes y el poder reductor en forma de NADH que precisan las enzimas
antioxidantes *. Las células pueden asi iniciar un proceso de proliferacion activa que
posibilita su supervivencia. Células tumorales, altamente proliferativas, y las sometidas a
estrés oxidativo®, donde la mitocondrias dafiadas, incapaces de sintetizar ATP por

fosforilacion oxidativa, debido a la incapacidad de los sustratos de moverse

210



Capitulo 5 Andlisis proteémico en cangrejos de rio de vida libre

completamente a través del ciclo TCA, deben cambiar a este tipo de glucolisis aerobia
para mantener sus niveles de ATP

Seis enzimas metabdlicas ETFA, ARK, COX2, ALDO, IDH y FH
diferencialmente expresadas de manera significativa en glandula digestiva de cangrejos
PAR y/o MAT (Tablas 5.5 y 5.4) sugieren una adaptacion celular de estos animales a la

disfuncion mitocondrial causada por su situacion de estrés oxidativo.

La subunidad alfa de la flavoproteina de transferencia de electrones (ETFA),
es parte de un heterodimero que contiene FAD y una molécula de AMP y sirve como
aceptor de electrones obligatorio para varias deshidrogenasas presentes en lado de la
matriz de la membrana mitocondrial interna. Los electrones, procedentes principalmente
del catabolismo de los lipidos, pasan a la ubiquinona a través de la ETF-ubiquinona
oxidorreductasa (ETF-QO), una proteina de membrana que contiene FAD y cuatro

centros 4Fe-4S, en una reaccién que genera anién superéxido * ** %2 (Fig.5.8).
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Figure 5.8. Schematic diagram showing the electron flow into the ubiquinone (Q)
pool. High rates of electron flux into the Q pool from lipid metabolism are
proposed to increase O,* generation at complex I, due to decreased availability of
oxidized Q and/or reverse electron flux from reduced Q (QH,) back into complex
I. ETF, electron-transferring flavoprotein; ETF-QO, electron-transferring
flavoprotein dehydrogenase (Adapted from®Y).
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La alteracion de la membrana mitocondrial por ROS ocasiona la disminucion de
los potenciales de membrana, lo que desfavorece la transferencia de electrones desde el
pool de ubiquinona, que los ha recibido de la EFTA, hasta el complejo | de la cadena
respiratoria. Al no reoxidarse el pool de ubiquinona, se liberan de grandes cantidades de
superdxido en la mitocondria dafiando adn més la funcion mitocondrial. *°. La
disminucion de la cantidad de proteina ETFA observada en las muestras procedentes de
zonas contaminadas (Tabla 5.4) podria interpretarse como una respuesta de la célula que
trata de evitar un dafio oxidativo adicional debido a la imposibilidad de completar la

reaccién de transferencia electronica mediada por ETFA-QO.

La arginina quinasa (ARK) es otra proteina con un papel clave en el
metabolismo energético en invertebrados. Esta enzima cataliza la transferencia reversible
de un fosforilo de alta energia del ATP a la L-arginina para formar fosfo-arginina. En
insectos, crustaceos y otros organismos, la fosfoarginina actla de modo similar a la
fosfocreatina: como un fosfageno que tampona los niveles de ATP celulares en células
con altas demandas y/o fluctuaciones de energfa >. En algunos tejidos estas quinasas
funcionan también como transportadores de ATP entre la mitocondria y el citosol. La
disminucién (>2 veces) de los niveles de ARK en los cangrejos de PAR refleja
probablemente el impacto de la contaminacion sobre el sistema energético de la célula.
En una situacion de desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, que conlleva una
disminucién de la sintesis de ATP en la cadena respiratoria mitocondrial, tal como se
supone para los P. clarkii capturados en sitios contaminados, la reaccion catalizada por la
ARK se detiene por falta de utilidad (no se estd sintetizando ATP que pueda ser

almacenado) o porque la ARK resulta también oxidada y degradada **.

El desacoplamiento entre cadena respiratoria y sintesis de ATP acelera el flujo
de electrones. En branquias, el spot proteico 1381, cuya intensidad se eleva en las
muestras correspondientes a P. clarkii de zonas contaminadas, se identific6 como la
subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa (COX 2). Esta proteina forma parte del complejo
enzimatico involucrado en la transferencia de electrones desde citocromo C al O,, Gltimo
paso en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. En condiciones fisiol6gicas
normales, la reaccion catalizada por COX constituye la etapa limitante de velocidad del

flujo electronico en la cadena respiratoria y su actividad es un indicador de la capacidad
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oxidativa de las células *°. El aumento de los niveles de COX2 (> 2 veces) en las
branquias de cangrejos procedentes de zonas contaminadas corrobora el desacoplamiento
entre transporte electronico y sintesis de ATP por dafios oxidativos y despolarizacién de
la membrana mitocondrial, como se comentd arriba, acelerando la respiracion y el

consumo de oxigeno.

La enzima fructosa bifosfato aldolasa (FBA, ALDO), que ya encontramos en el
Cap. 4, es esencial en la glucolisis, donde cataliza la ruptura reversible de fructosa 1,6
bifosfato para dar gliceraldehido 3-fosfato. La tabla 5.4. muestra que la cantidad de
ALDO es superior (>2 veces) en glandula digestiva de cangrejos PAR que en los de
referencia. Esta elevacién de los niveles de ALDO puede representar el cambio
metabolico que permite la supervivencia de células con alteraciones en las funciones
mitocondriales, en las que hay un incremento de la velocidad del proceso glucolitico para
generar piruvato, impulsando el ciclo TCA (Fig. 5.9), que a su vez suministra precursores
anabdlicos a las células proliferantes y el poder reductor como NADH que precisan las

enzimas antioxidantes™®,
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La IDH (isocitrato deshidrogenasa) cataliza la descarboxilacion oxidativa que
convierte isocitrato en a-cetoglutarato con liberacion de NAD(P)H (Fig. 5.10). En
mamiferos, la actividad de la IDH aumenta en respuesta a diversas situaciones pro-
oxidantes, puesto que el NAD(P)H protege frente a los radicales libres y las radiaciones
UV *°. La elevacion de los niveles de IDH en glandula digestiva de cangrejos de PAR y
MAT parece, ademas, corroborar la idea sugerida arriba, basada en el aumento de
proteina ALDO (Tabla 5.4), de que en estos animales estd ocurriendo un incremento en la
velocidad de la glucolisis y de una parte del ciclo TCA, para favorecer la supervivencia

celular en un ambiente estresante por la contaminacion.
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Fig. 5.10. Biochemical pathways proximal to IDH reactions. IDH1 is located in the
cytoplasm and peroxisomes, whereas IDH2 is located in the mitochondrial matrix. The
reactions catalyzed by these enzymes are linked to metabolites involved in amino acid
metabolism, particularly that of glutamine and glutamate, and in fatty acid synthesis
and the TCA cycle. IDH activity also affect the cytoplasmic and mitochondrial ratio of
NADP/NADPH, a major source of reducing potential (Adapted from®").

El incremento en los niveles de ALDO aceleraria la conversion de glucosa en
piruvato y el exceso de piruvato se transformaria en un exceso de citrato en la
mitocondria. Parte de este citrato fluye al citosol y se convierte en isocitrato, reducido
posteriormenteen paralelo a la reduccion de NADP+ a NADPH por la accion catalitica de
la IDH citoplasmica ***°. Se ha descrito que la sobreexpresion de IDH evita que las

células entren en apoptosis tras exposicion a Cd ®, y también la existencia de
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correlaciones directas entre la actividad IDH en diversas especies y la acumulacion de

metales en su medio .

El NADPH es un equivalente reductor esencial para la
regeneracion de GSH por la glutation reductasa y para la actividad del sistema
tiorredoxina NADPH-dependiente *°. Por lo tanto, el aumento observado en IDH, como
fuente de electrones para los antioxidantes celulares, puede jugar un importante papel

protector durante el estrés oxidativo *°.

La disfuncion mitocondrial ha sido ligada a la acumulacion de fumarato a
consecuencia de inactivacion de la enzima fumarato deshidratasa (fumarasa, FH). La
disminucidén de los niveles de esta enzima contribuye al funcionamiento incompleto del
ciclo TCA, que ayuda a dirigir el piruvato a otros destinos encaminados a generar poder
reductor, NADPH, clave para el mantenimiento del potencial redox y la prevencion y

82 También se ha propuesto que la

reparacion del dafio oxidativo en la célula
acumulacion de fumarato puede ayudar a la liberacion de Nrf2 (Nuclear factor erythroid
2-related factor 2) por succinilacién de su inhibidor KEAPL1 (Fig. 5.11). Nrf2 es un
potente activador transcripcional que juega un importante papel en la expresion inducible
de muchos genes citoprotectores como respuesta a estreses oxidativos y electrofilicos %,
Sin embargo, el fumarato también es responsable de la succinilacion del GSH, capaz de
actuar como sustrato alternativo de la glutation reductasa, potenciando la ruta de

sefializacion por ROS .

Electrophiles

- Oxidative Stress
Fig. 5.11. The Keapl-Nrf2
system. Following exposure to o
electrophiles or oxidative stress, Q 94
Keapl is inactivated. Stabilized i e
Nrf2 accumulates in the nucleus ~
and activates many cytoprotective sman (N2 ™ ey ciuad e g
genes. Ub, ubiquitin (Adapted o o o B 3. Detoxification (Gst, Ngo?)
from®). T VTVI igment (ang) D TN\ B Seotn s (0670 MEN
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El GSH es sustrato de las enzimas glutation transferasas (GSTs), una de las
principales lineas de defensa celulares, con funciones que van desde la destoxificacion a
la biosintesis y la sefializacion celular ®” ®. Esta dltima funcion es realizada por su
capacidad de establecer interacciones con otras proteinas cruciales en el control de la
respuesta a estrés, apoptosis proliferacion, que resultan inhibidas ®. Se ha visto que estas

interacciones se rompen por estrés medioambiental ®

y es posible que esto ocurra por
disminucidn de los niveles de GST, como se ve en branquias de los cangrejos capturados
en PAR y MAT, donde la proteina GST disminuye >2 veces en relacién a la referencia

(Tabla 5.5).

La desregulacién de todas estas proteinas evidencia una situacién de estrés en
los animales PAR y MAT, que alteran su metabolismo para adoptar una glucolisis aerobia
gue, aungue produciendo menos ATP que la fosforilacion oxidativa, genera energia
suficiente para la supervivencia celular ° en unas condiciones oxidantes que han dafiado
las mitocondrias. Ademas, la glucolisis aerobia derivara glucosa hacia rutas que generan

NADPH, acetil-CoA y ribosa para la sintesis de acidos grasos, proteinas y nucleétidos ™.
Alteracion de la regulacion por metilacion en glandula digestiva

Los grupos metilo son importantes para numerosas funciones celulares, como la
metilacion del DNA y de histonas o la sintesis de fosfolipidos o proteinas. La mayoria de
las metiltransferasas utilizan S-adenosilmetionina ' como donante de grupos metilo.
SAM se genera a partir de metionina por la L-metionina S-adenosiltransferasa (MAT). La
metionina entra en la célula como parte de la dieta o se produce a partir de la
homocisteina, via metionina sintetasa 0 via betaina-homocisteina metiltransferasa
(BHMT). Durante la transferencia del grupo metilo, SAM es convertido en S-
adenosilhomocisteina (SAH), un potente inhibidor de muchas metiltransferasas %, pues es
a su vez hidrolizado por la S-adenosilhomocisteinasa hidrolasa (AHCY) a adenosina y

homocisteina (Fig. 5.12)
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Fig. 5.12. Methylation cycle. BHMT: betaine homocysteine methyltransferase,
Hcy: homocysteine, MAT: I-methionine S-adenosyltransferase, MS: methionine
synthase, PEMT: phosphatidylethanolamine methyltransferase, SAH: S-
adenosylhomocysteine, SAM: S-adenosylmethionine.

La homocisteina producida puede transmetilarse y regenerar la Met o sufrir un
proceso de trans-sulfuracion, produciendo Cys. Esta es requerida para la sintesis de GSH,
un agente reductor por excelencia, asi que el incremento observado de AHCY en la
glandula digestiva de los cangrejos PAR/MAT (Tabla 2.1) puede servir para aliviar la
situacion de estrés oxidativo causada por la exposicion de estos animales a metales y

otros contaminantes presentes en estas zonas.

El aumento de actividad del ciclo de la homocisteina/metionina puede ademas
ayudar a mantener el nivel de metilacion del DNA. Los organismos tienen la capacidad
de responder a los factores de estrés ambientales mediante la alteracion de su epigenoma
y, como consecuencia, de los perfiles de transcripcion ™. Una alteracion epigenética
comun es lel descenson general del nivel de metilacion del DNA (hipometilacion global),
gue puede causar aumentos de expresion de algunos genes pero también provocar la
reactivacién de elementos transponibles y alterar la transcripcion de genes adyacentes

74

silenciados . La metilacion del ADN estd mediada por metiltransferasas de DNA

(DNMTs) que también utilizan SAM como donador de grupo metilo, que resulta

217



Ricardo Ferndndez Cisnal. Tesis Doctoral

transferido a la posicion C5 de la citosina del DNA. El incremento observado en los
niveles de adenosil-homocisteinasa (AHCY) en cangrejos PAR ayudaria a regenerar el
ciclo de donadores de metilos de las DNMTs.

El aumento de IDH antes descrito puede contribuir también a regular la
expresion génica en un proceso epigenético ligado a la metilacion, en este caso de las
histonas. Las histonas metiladas se unen con mayor afinidad al DNA, impidiendo asi el
acceso de la maquinaria transcripcional y por tanto de la transcripcién de los genes
situados en la regién regulada. Las histonas se desmetilan por desmetilasas que usan o-
cetoglutarato (a-KG) como sustrato. Este compuesto, a-KG, es un intermediario del ciclo
TCA que se genera por accion de IDH. Por todo esto, es posible que la mayor presencia
de AHCY e IDH en cangrejos de zonas contaminadas pueda afectar el estado de
metilacion del DNA y/o de las histonas, regulando su expresion génica para soportar la

presién ambiental.
Disminucidn de los niveles de tubulina en branquias:

Los microtabulos son organulos clave para en la regulacion de la morfogénesis
celular. La principal proteina de los microtibulos es un heterodimero formado por
cadenas peptidicas globulares estrechamente ligadas, las - y pB-tubulinas, que
polimerizan en largos filamentos cilindricos y huecos dentror de la célula. Muchos
medicamentos y sustancias toxicas alteran la estructura de los microtibulos por su
capacidad de oxidar los residuos de Cys de las tubulinas, en un proceso considerado
beneficioso para la célula ya que no afecta la polimerizacion de los microtubulos y puede
servir para proteger a otras biomoléculas de resultar oxidadas > "* Sin embargo, cuando
el estado de oxidacion en la célula es elevado, numerosos residuos de Cys de la tubulina
resultan oxidados, lo que compromete la polimerizacion de los microtdbulos ™ /', Varios
los agentes pueden alterar el citoesqueleto. Por ejemplo, se ha descrito la capacidad de los
iones metalicos (Cu®*, Cd**, Cr®") de oxidar las tubulinas y provocar el desensamblaje de
los microttbulos o la del As*, que provoca la inhibicion en la expresion de B-tubulina
tanto a nivel de proteina como de RNA (@Y referenciasaueci) |y o5 pjveles de a- y f-tubulina
(TUBA, TUBB) fueron inferiores en >2 veces en las branquias de los cangrejos de

PAR/MAT comparados con la referencia (Tablas 2.2), un resultado plenamente coherente
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con la acumulacion de As y, especialmente, de Cr encontrados en este tejido de animales

capturados en zonas contaminadas.

5.5. Conclusiones

Este trabajo demuestra que los animales procedentes de PAR/MAT presentan
niveles alterados de diferentes proteinas implicadas en las respuestas celulares al estrés
oxidativo. Por la intensidad de los cambios observados en los perfiles proteémicos, este
trabajo confirma que MAT es una zona muy contaminada y PAR moderadamente
contaminada, resultando la zona control LP como un espacio limpio. Asimismo, se
confirma que la glandula digestiva se afecta mas que las branquias. Estos resultados estan
de acuerdo con los datos del contenido total de metales en sedimentos recogidos en los
sitios estudiados (Cap. 1), el nivel de peroxidacion lipidica (Cap. 2) y de oxidacion de
proteinas (Cap. 3y 4)

Los cambios en los niveles de proteinas como PDI o la chaperona HSP70,
encontrados en glandula digestiva y branquias de los animales de zonas problema, indican
una induccion de estrés del reticulo endoplasmico (ER), con la consiguiente alteracién de

las funciones de muchas proteinas, debido al mal plegamiento de las mismas.

La expresion diferencial de varias enzimas metabodlicas en los cangrejos de
zonas contaminadas indica una adaptacién celular a la disfuncion mitocondrial causada
por su situacion de estrés oxidativo y un cambio metabdlico hacia un aumento de la
glucolisis aerdbica, probablemente destinado a generar ATP y poder reductor en una

situacion de estrés oxidativo que altera la integridad mitocondrial.

Los niveles encontrados en proteinas como la GLDC o 3-HAO indican que la
agresion oxidativa que soportan los cangrejos sometidos a contaminacion crénica provoca

también diversas respuestas relacionadas con la inflamacion y la respuesta inmune.

En general, se puede afirmar que la exposicion de P. clarkii a niveles elevados
de contaminacién causa una profunda alteracion de todas sus funciones fisiolégicas para
tratar de adaptarse a las condiciones del medio. Muchas de las proteinas cuya abundancia
se altera por contaminacion pueden ser buenos biomarcadores de exposicion a

contaminantes para el monitoreo rutinario de los ecosistemas.
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Capitulo 6 Andlisis metabolémico de las respuestas de P.clarkii a la contaminacion

6.1. Resumen

La metaboldmica analiza el conjunto completo de metabolitos de bajo peso
molecular que hay en una célula en determinadas condiciones. Esta metodologia refleja
mejor que otras Omicas el estado fisiolégico de un sistema biol6gico, ya que los
metabolitos surgen como producto final de la interaccion entre la expresion de genes y
proteinas y el ambiente celular. En este trabajo hemos utilizado un espectrometro de
masas de infusion directa con fuente de electroespray y analizador de masas QqQ-TOF-
MS para identificar y cuantificar metabolitos cuya abundancia se ve alterada en P. clarkii
capturados en las zonas PAR y MAT, en comparacion con animales procedentes de la

zona de referencia LP.

Los resultados obtenidos demostraron diferencias significativas en los niveles
de varios metabolitos en animales de zonas contaminadas. Se encontrd un descenso
significativo de los niveles de fosfatidilcolinas en cangrejos capturados en PAR y MAT,
lo que es un indicador de alteracion y disfuncion de las biomembranas. La elevacion de 3-
oxidacion observada serviria como via de eliminacion de los lipidos dafiados por
peroxidacion. Se encontraron también niveles alterados de metabolitos con propiedades
antioxidantes y osmorreguladoras (betaina, taurina), que sugieren una activacién de rutas
protectoras para paliar los efectos oxidantes de los contaminantes en estas zonas que
rodean Dofiana. También se incrementaron niveles de metabolitos (acetilcolina) que
implican aumento de actividades enzimaticas (3-HAO, GLDC, ver Capitulo 5)
encaminadas a inhibir la excesiva produccion de citoquinas proinflamatorias y, asi,
restaurar la homeostasis. Acetilcolina y dopamina serian responsables de la elevacion de
los niveles de glucosa encontrados en animales de PAR y MAT y del cambio metabélico
hacia la glucolisis aerdbica en glandula digestiva, para generar energia en un ambiente
celular oxidativo que altera la funcion mitocondrial. La gran cantidad de piruvato
generada en esta via glucolitica explicaria la elevacion de los niveles de TGA. La
intensidad de los cambios observados estuvo intimamente relacionada con la acumulacion
de metales y los dafios oxidativos a lipidos y proteinas, y los resultados corroboran los
encontrados en capitulos anteriores, y las hipotesis propuestas sobre los cambios
metabolicos y de respuesta a estrés que ocurren en animales a consecuencia de la

contaminacion.
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6.2. Introduccion

La metabol6mica es una aproximacion de la gendmica funcional que persigue el
estudio del conjunto completo de metabolitos enddgenos de bajo peso molecular
(tipicamente < 1000 Da) que hay en una célula o tejido de un ser vivo bajo determinadas
condiciones internas/externas. Se afirma que los datos de metabolémica son mas precisos
que los obtenidos mediante protedmica o transcriptomica en cuanto a reflejar el estado
fisioldgico de un sistema biol6gico, puesto que los metabolitos surgen como producto
final de la interaccion entre la expresion de genes y de proteinas y el ambiente celular *.
Se podria considerar que, si bien los datos gendmicos y protedémicos sugieren lo que
podria estar sucediendo en una célula, el perfil metabolico puede dar una imagen

instantanea de la fisiologia de esta célula.

Al igual que la transcriptomica o la protedmica, la metabolémica constituye una
herramienta sumamente Util para la diagnosis de cambios importantes a nivel celular y
bioldgico relacionados con el medio ambiente, los alimentos y la salud, siendo uno de los
atractivos mas importantes de esta disciplina la posibilidad de llevar a cabo, si es
necesario, andlisis cuantitativos no invasivos en tejidos y fluidos biol6gicos. Los
enfoques metabolomicos se han desarrollado en muchas &reas de la investigacion
bioanalitica, incluyendo la Toxicologia %, debido a la posibilidad de detectar la respuesta
metabdlica a la exposicion quimica con el propdsito de encontrar biomarcadores sobre el
estado fisioldgico real de los organismos vivos. Por esta razon, la metabol6mica juega un
papel clave para entender los resultados de los procesos biol6gicos complejos, tales como
exposicion a xenobidticos y elementos toxicos (> #Y referencias aue citan) gy aste sentido, la
metaboldémica ambiental es un metodologia de creciente aplicacién en el estudio de los
perfiles metabdlicos de sistemas bioldgicos expuestos a estrés medioambiental, para
poder asi caracterizar las interacciones de los xenobi6ticos con los organismos vivos >°.
Cuando se emplea de forma integrada con otras 6micas, como gendmica, transcriptomica
y protedmica, la metabolémica permite evaluar el impacto bioguimico global de los

xenobidticos y los aspectos toxicolégicos que lo acompafian °

. Los procedimientos
metabolémicos pueden aplicarse a organismos de vida libre o en experiencias de

exposicion, para comprobar qué contaminantes pueden causar un efecto crénico o
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conocer el modo de accién ’ de un toxico a nivel metabdlico como parte de la evaluacion
del riesgo ambiental. Se ha hablado de los fundamentos y la metodologia de la
metaboldémica en la Introduccién (Péag. 66)

Como vimos antes la presencia de metales en las zonas del PND objeto de
estudio provoca una situacion de estrés oxidativo tanto en glandula digestiva y branquias
de los cangrejos P. clarkii capturados en ellas. A lo largo de los capitulos anteriores se ha
visto como debido a €l se producen dafios oxidativos a lipidos y proteinas y cambios en
los perfiles de expresion proteica que determinan importantes modificaciones en el
metabolismo celular de estos animales para adaptarse a esta situacion cronica de estrés. El
estudio de cambios en los niveles de metabolitos complementara a los capitulos anteriores
y permitira determinar que procesos metabolicos son afectados por la contaminacién en

Procambarus clarkii.

En un estudio preliminar previo, considerando en conjunto varios tejidos de P.
clarkii capturados en estas zonas, se han descrito claras diferencias entre especimenes
capturados en la zona de referencia y las contaminadas, que, a nivel de organismo
completo, parecen mostrar desbalance metabdlico °. Para identificar y caracterizar con
mayor detalle los cambios que se producen a nivel metabolico en P. clarkii por efecto de
la contaminacion se analizaron los metabolomas de glandula digestiva y branquias de P.
clarkii capturados de LP, PAR y MAT mediante DIMS QqQ-TOF-MS.

6.3. Materiales y métodos

6.3.1. Muestras utilizadas.

Se analizaron glandula digestiva y branquias de P. clarkii. Se prepararon cuatro
mezclas por sitio de muestreo (LP, PAR y MAT) mezclando iguales cantidades de tejido
homogeneizado de 3-4 cangrejos por pool (las mismas utilizadas en el analisis 2D-DIGE

Cap. 5). Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas bioldgicas.
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6.3.2. Preparacion de muestras para anélisis metabolomico

Para evitar pérdidas de ciertos metabolitos, tanto para glandula digestiva como
para branquias, la extraccion se hizo en dos pasos. En primer lugar, se extrajeron los
metabolitos polares a partir de 30 mg de tejido de cada RB previamente
criohomogenizado, que se mezclaron con 300 pL. de metanol al 0,1% en acido formico
frio (- 20° C). La mezcla se homogeniz6 durante 2 min usando un pistilo con motor v,
posteriormente, se centrifugé (10.000 rpm, 4 °C) durante 10 min. El sobrenadante
resultante (extracto polar) se almacend a -80 ° C hasta su andlisis. A continuacion, se
extrajeron los metabolitos lipofilicos a partir del precipitado obtenido en la centrifugacion
anterior. Para ello, se mezclo este precipitado con 300 pL de cloroformo y metanol (2:1)
conteniendo 10 mM de formiato de amonio (para formar aductos de amoniaco) y 0,1 %
de acido férmico, usando un pistilo con motor durante 2 min. Finalmente, el extracto se
centrifugd (10.000 rpm, 4 ° C) 10 min. y el sobrenadante (extracto apolar) se almacendé a
-80 °© C hasta su anélisis.

Para optimizar la ionizacion por electroespray usada en espectrometria de masas
(ESI-MS), se emplearon diferentes aditivos. Para el modo de iones positivos se afiadid
acido férmico 0,1% a los extractos polares, para potenciar la protonacion. Para el ESI en
modo de iones negativos, se afiadié amonio (10 mM acetato amonico) para los extractos
lipofilicos, a fin de potenciar la desprotonacién, ya que los lipidos neutros no se ionizan
facilmente. Para el caso de la ionizacidn negativa en los extractos polares no fue necesaria

la adiccion de ningln reactivo.

Figure 6.2. Photograph of the nano-
electrospray source used in the present study.
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6.3.3. Analisis metabolomico mediante DI-ESI(+)-QqQ-TOF-MS

El andlisis mediante DIMS (Direct Infusion Mass Spectrometry) se llevé a cabo
en el Departamento de Quimica y Ciencias de los Materiales de la Universidad de
Huelva. Se empled el sistema hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo QSTAR XL Hybrid
(Applied Biosystems), usando un electrospray (Fig. 6.2) como fuente de ionizacion,
segln el método previamente optimizado por Garcia-Sevillano et al ° (Tabla 6.1). Tanto
los extractos polares como los lipofilicos fueron analizados en los modos de ionizacién
(ESI+/ESI-) dando lugar a diferentes perfiles en un amplio rango espectral (m/z 50 a
1.100). Se adquirié un espectro completo cada 0,2 min en un amplio rango espectral (m/z
50 a 1100), con un tiempo de escaneo de 1,005 s por escaneo. Para el modo positivo se
fijo el voltaje del electroespray a 3.300 V usandose N, de alta pureza como gas cortina (a
1,13 L min™) y gas nebulizador (a 1,56 L min™). La temperatura de la fuente se fijé en
60°C con un potencial de desolvatacion (DP) de 60 V y un potencial de enfoque (FP) de
250 V. Para adquirir los espectros de MS/MS se usd N, como gas de colision.

Table 6.1. Operational conditions used for metabolomic analysis by DI-ESI-QqQ-TOF-MS.

Flow 5 uL min™
Acquisition time 0,2 min
Range m/z 50-1100
Collision gas (N2) 1,13 L min™
Nebulizing gas (N2) 1,56 L min
Source temperature 60°C

Acquisition mode

Positive Mode Negative Mode
lon spray voltage (IS) 3300 V -4000 V
Solvation potential (DP) 60V -100 V
Potential approach (FP) 250V -250 V
lon energy (IE) 20V 20V
Channel electron multiplier (CEM) 2200V 2200V
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6.3.4. Andlisis estadistico de resultados e identificacion de metabolitos

Procesamiento de datos. Todas las muestras se analizaron por duplicado y al azar. Antes
de realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos, éstos fueron procesados para
eliminar variaciones en tiempos de retencion o en intensidad de pico. Tras adquirir los
datos por DI-ESI-QqQ-TOF-MS, los resultados fueron tratados con el software
Markerview™ (Applied Biosystems,) para filtrarlos, transformarlos en una matriz de dos
dimensiones y finalmente normalizados para su posterior analisis mediante el analisis

multivariante.

Analisis Estadistico Multivariante. El andlisis de datos estadisticos de los resultados se
hizo por analisis de componentes principales (PCA) y andlisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) usando el paquete de software estadistico SIMCA-P ™
(version 11.5). Los parametros de calidad del modelo utilizado R2 y Q2 son nos indican
la precision y exactitud del mismo y, por tanto, proporciona informacion sobre la
separacion entre grupos de exposicion y el poder de prediccion del modelo. En este
trabajo, dichos parametros estaban dentro del rango 0-1. Finalmente, para la
identificacion de los metabolitos alterados se utiliz6 el pardmetro VIP (variable
independiente en proyeccion). VIP es una suma ponderada de los cuadrados de PLS-DA,
gue indica la importancia de la variable a todo el modelo. El coeficiente VIP indica la
variacion conjunta entre cada variable explicativa y la variable respuesta. Por lo tanto, es
posible seleccionar variables con la contribucién mas significativa para discriminar entre
los perfiles metabolémicos correspondientes a grupos de exposicion frente a los
controles. En este trabajo solo se seleccionaron las variables con valores VIP > 1,5 cuyo
valor indica una diferencia significativa entre los distintos grupos experimentales. Se
determinaron que metabolitos presentaban concentraciones diferentes en funcion de la
zona de muestreo mediante las medidas de masa exacta que permite el equipo y mediante
la obtencion de los espectros de fragmentacion MS/MS. Adicionalmente, la validacion de
los resultados obtenidos se realiz6 mediante tratamiento estadistico t de Student usando el
programa STATISTICA 8.0. Los metabolitos alterados con valor de P< 0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.

Identificacion de metabolitos. La identificacion de los metabolitos con abundancia

diferencial entre las muestras se llevo a cabo por comparacion de sus espectros MS/MS
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con los disponibles en las diferentes bases de datos metabolémicas publicas, como
METLIN (http://metlin.scripps.edu) y Mass Bank (http://www.massbank.jp), con una
precision de 100 ppm.

6.4. Resultados y Discusion

6.4.1. Preparacion de muestras para anélisis metabolomico

Frente a la gendmica y la proteémica que tratan combinaciones de 4 bases y 20
aminodcidos, respectivamente, la metabolomica se enfrenta a la gran complejidad
guimica y fisica de los metabolitos, que engloban compuestos muy polares y otros muy
hidr6fobos, con masas muy diversas de 50 a 1.000 Da. Ademas, algunos, como hormonas
y neurotransmisores, estan presentes en muy bajas concentraciones (pM) mientras que
otros, como la glucosa o algunos aminoécidos, se presentan en concentraciones mM en la
gran mayoria de las matrices bioldgicas >*2. Por ello, la preparacion de la muestra es un
paso crucial en metabolémica, ya que al tratarse de una ciencia holistica en la que se
pretende analizar la totalidad de los metabolitos, el tratamiento debe ser lo mas simple
posible para evitar pérdidas de algunos de ellos, como puede ocurrir con técnicas de
extraccion convencionales, y poder realizar una correcta interpretacion bioldgica de los
resultados obtenidos del estudio *°. Dada esta heterogeneidad, no existe un método de
preparacion de muestra ni una técnica analitica universal que permita la deteccion de
todos los metabolitos presentes en una determinada muestra biol6gica. En nuestro caso, la
extraccion se realiz6 en dos pasos, separando metabolitos polares y lipofilicos
secuencialmente y utilizando aditivos especificos (acido formico para los extractos
polares y acetato amonico para los apolares) para optimizar la sensibilidad en el analisis

mediante electroespray espectrometria de masas (ESI-MS).
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6.4.2. Analisis metabolomico mediante DI-ESI(+)-QqQ-TOF-MS

La técnica de infusion directa de las muestras acoplada a un espectrometro de
masas es un método sencillo, rapido y altamente reproducible para el screening de
perfiles metabolomicos, que elimina el filtro que representa el uso de técnicas
cromatogréaficas acopladas, y permite tener una informacion mas amplia de los analitos
presentes en las muestras. En este trabajo hemos hecho uso de un espectrémetro de masas
de infusién directa con fuente de electroespray y analizador de masas QqQ-TOF-MS
(Triple quadrupole mass spectrometer time-of-flight mass spectrometer) que proporciona
elevada sensibilidad y resolucién, y evita en gran medida los problemas de supresion
iGnica asociados a la infusion directa Ademas, este sistema permite la identificacion de
especies mediante experimentos MS/MS en los que los cuadrupolos Q1 y Q3 actlian

como filtros de masas, Q2 como celda de colisién y el TOF como analizador de masas.

Para el andlisis metabolémico mediante DIMS se usaron para ambos tipos de
extractos (polares y no polares) los modos ion positivo (ESI+) y negativo (ESI-),
diferenciandose los perfiles en un amplio rango espectral (m/z 50 a 1.100) en todos los
casos, como se muestra en la Fig. 6.3.
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Figure 6.3. Mass spectra from digestive glands and gills tissue extracts of crayfish
collected in LP. (a, e) ESI(+) spectrum of polar metabolites; (b, f) ESI(-) spectrum of polar
metabolites; (c, g) ESI(+) spectrum of lipophilic metabolites; (d, h) ESI(-) spectrum of
lipophilic metabolites.

Estos estudios estadisticos son de gran utilidad en metabolémica ya que el

la separacion entre los grupos es correcta.

Los modelos construidos con metabolitos polares y lipofilicos usando el modo
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namero de muestras y de variables es muy elevado. El empleo de estas técnicas en la
evaluacion de los resultados presenta numerosas aplicaciones, como la visualizacion de
diferencias o semejanzas entre distintas muestras, busqueda de variables que producen
diferencias entre los grupos o la construccion de modelos predictivos. El anélisis de datos
estadisticos de los resultados se llevdo a cabo mediante andlisis de componentes
principales (PCA) y el anélisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA).

Los parametros de calidad, R2 y Q2 se mantuvieron dentro del rango 0-1, indicando que

positivo y negativo, a partir de los resultados del andlisis PLS-DA y empleando las
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intensidades de las sefiales de todos los experimentos, permitieron una buena
clasificacion de las muestras de las tres areas estudiadas. En la Fig. 6.4 se muestran estos

modelos con sus respectivos diagramas de puntuacion.

Figure 6.4. Scores plots of PLS-DA for ESI+ and ESI- ionization modes of polar
and lipophilic digestive glands (A) and gills (B) extracts from P. clarkii captured in
the three studied sites. Black squares: LP; blue diamond: PAR; red cycle: MAT.
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El coeficiente VIP permitio identificar las variables que contribuyen mas
significativamente en la discriminacion entre los perfiles metabolémicos de los cangrejos
de diferentes zonas. Los valores de R2Y (variacion explicada en Y, acumulativa) y Q2
(capacidad predictiva, acumulativa) del modelo combinado fueron 0,85-0,99 y 0,80-0,95,
respectivamente, lo que indica que una combinacion de conjuntos de datos apareados de
diferentes tiempos de exposicion permite su clasificacion. Solo fueron seleccionadas las
variables con valores VIP >1,5 para su uso en experimentos MS/MS adicionales con
vistas a identificar los metabolitos alterados usando bases de datos metabolomicas de

libre acceso.

6.4.3. Metabolitos con abundancia diferente en glandula digestiva de
cangrejos P. clarkii capturados en zonas contaminadas.

El empleo de los analisis estadisticos anteriores, y el de espectrometria de masas
ha permitido la caracterizacion de posibles biomarcadores que estan alterados en funcion
de la contaminacion de la zona de capturas de los cangrejos. Para valorar el efecto de la
contaminacion en la glandula digestiva de estos cangrejos de distintas zonas del PND y su
entorno, se determiné el nimero de veces de cambio (fold-change) como el cociente entre
las medias de intensidades obtenidas para cada metabolito en los animales de PAR y
MAT, y las de las intensidades obtenidas para el metabolito en cuestion en el grupo
control LP. Se muestran estos datos en la Tabla 6.2, en la que es de destacar la
complementariedad existente entre ambos modos de ionizacion para los metabolitos
polares y lipofilicos. Se observaron diferencias significativas en los niveles de varios
metabolitos en animales procedentes de zonas contaminadas, especialmente en cangrejos
de MAT. Los datos de nuevo estdn en consonancia con la mayor concentracién de
metales, oxidacion de lipidos y de proteinas en los animales procedentes de la zona de
MAT (Cap. 1, 2 y 3) que sefialan a MAT como una zona altamente contaminada y a PAR
como moderadamente contaminada, y demuestran que sus habitantes estan sometidos a

un fuerte estrés oxidativo.
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Table 6.2. Potential biomarkers of pollution in the digestive gland of P. clarkii crayfish
captured in different areas from DNP and surroundings.

Altered Metabolites m/z Modg Pf Extract —_Foldchange
acquisition PAR MAT
Metabolism
Glucose 203.05 [M+Na]* ESI (+) zillglsesnve L 2229 ;g;
Acetoacetato 103.12 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Polar 1,73 2,5
Acetyl carnitine 204.12 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Polar 1,44 2,3
N Digestive glands Lipophilic -1,94 2,45
Carnitine 162.11 [M+H]" ESI (+) Polar -2,14 2,31
Gills -1,17 -1,69
Guanidineacetic acid 135.05 [M+H]" ESI (+) Digestive glands  Lipophilic -3,1 1,06
Citric acid 191.04 [M+H] ESI () Digestive glands Polar L7 -1.9
193.13 [M+H]" ESI (+) -1,57 -1,75
Creatinine 114.07 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Polar -2,35 1,07
Thymine 125.01 [M-H] ESI (-) Digestive glands Polar 1,19 2,56
3-Hydroxybutiric acid 103.03 [M-H] ESI (-) Gills Polar 1,15 1,38
Malic acid 135.03 [M+H]* ESI (+) Gills Lipophilic -11,76 5,42
Uric acid 167.02 [M-H] ESI (-) Gills Polar 1,7 3,3
Neurotransmitters
. Digestive glands 2,89 2,96
Acetyl-choline 146.12 [M+H]" ESI (+) Gils Polar 145 160
Dopamine 154.05 [M+HT* ESI (+) Digestive glands Lipophilic 1,19 4,14
Antioxidants/osmoregulators
Betaine 118.09 [M+H1" ESI (+) Digestive glands Lipophilic 2,54 2,48
Carnosine 227.13 [M+H1* ESI (+) Digestive glands Polar 2,12 -9,31
. ESI (+ Digestive glands Polar -4,39 1,54
Choline 104.11 [M+H]* © Digestive glands Lipophilic -5,43 1,53
Taurine 124,04 [M-H] ESI (-) Digestive glands P9Iar - 1,16 1,54
: Digestive glands Lipophilic 1,13 1,49
Dimethylglycine 102.04 [M-H] ESI (-) Gills Polar -3,77 -1,21
Anthranilic acid 138.05 [M-HT ESI (+) Gills Polar -1,81 -1,34
Free proteinogenic amino acids
Alanine 90.05 [M+HT" ESI (+) Digestive glands Polar -4,69 -3,55
. . ESI (+) Digestive glands Polar 1,55 -11,88
RIS 175.11 [M+H] Digestive glands Lipophilic 1,2 -10,16
Glutamine 147.05 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Lipophilic 1,19 1,51
Histidine 154.01 [M-HT ESI (-) Digestive glands Polar 1,06 1,47
ESI (+) Digestive glands  Lipophilic 1,32 3,49
Leucine 132.10 [M+H]" Digestive glands Polar 1,35 317
Gills 1,29 1,78
ESI (+) Digestive glands Lipophilic 1,26 1,91
Phenylalanine 166.09 [M+H]" Digestive glands Polar 1,26 1,67
Gills Polar 2,24 4,01
Proline 116.07 [M+H]" ESI (+) Digestive glands ~ Polar -1,58 -2,08
Serine 106.06 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Polar -1,01 -1,08
Valine 118.09 [M+H1" ESI (+) Digestive glands Polar 1,47 1,22
) ESI (-) Digestive glands Lipophilic -4,03 1,32
il 146.03 [M-H] Digestive glands Polar -6,58 1,29
Aspartic acid 134.11 [M+H]" ESI (+) Digestive glands Polar 1,54 1,8
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Table 6.2 (cont). Potential biomarkers of pollution in the digestive gland of P. clarkii
crayfish captured in different areas from DNP and surroundings.

Altered Metabolites m/z Mo.d? .Of Extract —Foldchange
acquisition PAR MAT
Phosphatidilcholines
C14:0/C18:3 728.54 [M-H]" ESI (+) Digestive glands Polar -1,01 -2,21
q . o ESI (+) Digestive glands -4,08 -3,1
C14:0/C20:0 762.50 [M-H] il Ptz 139 150
C14:1/C18:3 726.53 [M-H]" ESI (+) Digestive glands Polar -1,27 -6,06
C14:1/C20:5 750.53 [M-H]* ESI (+) Digestive glands Polar -6,9 -4,44
C16:1/C20:0 790.55 [M-H]" ESI (+) Digestive glands Polar -1,31 -1,56
C18:2/C15:0 744.52 [M-H]* ESI (+) Digestive glands Polar -2,08 -2,46
C18:3/C15:0 742.52 [M-H]" ESI (+) Digestive glands Polar -4,31 -2,17
C18:3/C18:3 778.54 [M-H]* ESI (+) Digestive glands Polar -3,58 -3,5
C16:0/C18:2 758.54 [M-H1* ESI (+) Gills Polar -1,08 -1,23
C18:1/C18:1 782.55 [M-H]" ESI (+) Gills Polar -3,32 -391
C18:3/C18:2 780.55 [M-H1* ESI (+) Gills Polar -8,26 -9,8
Triglycerides
Digestive glands Lipophilic 1,34 1,58
C140/C17:2/C19:1 846.73 [M+NH,]' ESI (+) Giﬁs g Poplarp vw e
C14:0/C18:1/C18:3 844.71 [M+NH,]* ESI (+) Digestive glands  Lipophilic 1,4 1,51
C14:0/C18:2/C18:3 842.67 [M+NH4]+ ESI (+) Digestive glands Lipophilic 1,94 2,41
C14:0/C18:3/C20:2 870.71 [M+NH,* ESI (+) Digestive glands L ipophilic 1,51 1,29
C14:1/C18:2/C22:1 900.71 [M+NH,]*  ESI (+) Digestive glands  Lipophilic 1,56 1,52
ESI (+ Digestive glands Lipophilic 1,23 1,61
C15:1/C18:4/C18:4 848.75 [M+NH,]" ¢ i oop s 17
C18:4/C20:5/C20:5 936.67 [M+NH,]" ESI (+) Digestive glands Lipophilic 2,59 1,57
C14:1/C18:2/C22:3 896.76 [M+NH4]* Gills Polar 1,82 1,66

Los metabolitos alterados en la glandula digestiva de P. clarkii fueron
principalmente aminoacidos proteinogénicos, antioxidantes y osmorreguladores, lipidos
(fosfatidilcolinas, triglicéridos) y otros compuestos relacionados con el metabolismo
energético. Los estudios protedmicos realizados en estos mismos cangrejos (Capitulo 5)
mostraron cambios en la abundancia de proteinas involucradas en la respuesta
antioxidante ligadas a la induccién de estrés del reticulo endopladsmico, rutas de
metilacién, procesos de inflamacién, desequilibrio del metabolismo mitocondrial y
cambios metabdlicos hacia una glucolisis aerobia incrementada, atribuible a una
disfunciéon oxidativa de las mitocondrias. Los resultado metabolémicos corroboran y
amplian los resultados proteémicos, ya que los metabolitos afectados estan relacionados
con estrés oxidativo y alteracion de membranas lipidicas, entre ellas las mitocondriales, lo
gue reduce la tasa de respiracion oxidativa y determina un cambio metabélico hacia la

glucolisis aerobica.
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6.4.4. Analisis funcional de los metabolitos con niveles alterados en
glandula digestiva de P. clarkii, posibles biomarcadores de
exposicion a contaminacion.

Metabolitos con propiedades antioxidantes y osmorreguladoras: En la glandula
digestiva de cangrejos procedentes de las zonas contaminadas PAR y MAT se
encontraron niveles alterados de varios metabolitos con potente capacidad antioxidante
como taurina, betaina, colina y carnosina™ (Tabla 6.2 y Fig. 6.5). Los cangrejos de ambas
zonas presentaron niveles elevados de betaina (>2 veces) y taurina (>1.5 veces en
cangrejos MAT). Sin embargo, los niveles de otros dos metabolitos antioxidantes,
carnosina y colina mostraron diferente comportamiento dependiendo de la zona. La
carnosina mostré un aumento >2 veces en cangrejos PAR pero disminuy6 fuertemente
(>9 veces) en los animales MAT; por el contrario, los niveles de colina disminuyeron (>4
veces) en cangrejos PAR, pero se incrementaron en cangrejos MAT (>1.5 veces).

Betaine Taurine Carnosine Creatinine Choline

Fold change
o

-4 EPAR

u MAT

Figure 6.5. Fold change variation in the digestive gland levels of
antioxidant/osmoregulator metabolites in P. clarkii crayfish captured at polluted
sites (data from Table 6.2).
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La carnosina (B-alanil-L-histidina) es un dipéptido hidrofilico enddgeno con
efectos antioxidativos y protectores, derivados de su capacidad para eliminar radicales
libres y actuar como quelante de metales de transicion como el Cu y de su actividad como
superdxido dismutasa (SOD) ***°. Esta capacidad inhibe la peroxidacion lipidica y la
carbonilacion de proteinas, por lo que la carnosina ejerce un efecto protector de las

membranas bioldgicas *" ¢ 1% 2

. (Fig. 6.4) Por ello, no es de extrafiar que sus niveles se
vean elevados en glandula digestiva de cangrejos PAR (Tabla 6.2), ayudando al
mantenimiento de la homeostasis. Sin embargo, se encontr6é una disminucién >9 veces en
los niveles de este metabolito en los cangrejos MAT, aun cuando su situacion de estrés
oxidativo es muy superior, ya que acumulan una mayor cantidad de metales, incluyendo
Cu (Cap. 1, Fig.1.1). Estudios recientes ® corroboran, no obstante, estos resultados, que se
atribuyen al agotamiento de las defensas antioxidantes celulares, un efecto que ha sido
ampliamente observado tras la exposicion a tdxicos, y que causa una disminucion tanto
en la proteccién antioxidante enzimatica primaria (SOD, catalasa) como en los niveles de
antioxidantes no enzimaticos %. Las diferencias entre los cangrejos de PAR y MAT
pueden ser indicativas de la mayor acumulacion de metales y otros contaminantes en la
glandula digestiva de estos ultimo, que llegaron a sobrepasar sus defensas antioxidantes,

por lo que también observamos mayores dafios oxidativos en sus tejidos.
Anti- Chelating
fatige \ ability
IR ( . pH
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Figure 6.6. Carnosine. Structure and functions (adapted from
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La betaina (trimetil glicina) es un osmolito que desempefia un papel importante
en la proteccion celular frente al estrés ambiental, protegiendo a las células de toxinas
como rotenona, cloroformo y otros agentes oxidantes y que sirve como donador de metilo
en diversas rutas bioquimicas, por lo que se le atribuye una importante funcion protectora
frente a patologias cardiacas y hepaticas, tiene efectos antiproliferativos en células
cancerosas y potencia la respiracion mitocondrial contribuyendo a revertir el efecto
Warburg %. La betaina se transforma en dimetilglicina por reaccién con homocisteina,
catalizada por la betaina-homocisteina metiltransferasa, (Fig.6.7). La dimetilglicina es
otro importante osmolito en invertebrados, cuyos niveles se alteran como parte de la
respuesta a estrés osmotico inducida por exposicion a metales y otros contaminantes (Cu,
Cd, DDT) 242 E| incremento observado en los niveles de estos osmolitos en animales de
PAR y MAT respecto a los animales de referencia, viene a corroborar nuestros datos
protedmicos y sugieren una activacion de esta ruta protectora para paliar los efectos de

los contaminantes presentes en estas zonas gque rodean el Parque Nacional de Dofana.

La betaina, ademas, entra en el ciclo del metilo activado, donde actla como
donador de metilo en la ruta de remetilacion de homocisteina a metionina, para generar el
agente metilante S-adenosilmetionina *’, el mayor donante de grupos metilo en la célula,
como se comentd antes, participa en numerosas reacciones incluyendo la metilacion del
ADN vy la sintesis de fosfatidilcolina, creatinina, carnitina y otros antioxidantes como la
taurina 2, asi como en el metabolismo de fosfolipidos y en el mantenimiento de la
estructura de membranas *° (Fig.6.7). Durante la transferencia del grupo metilo, SAM es
hidrolizado para dar S-adenosilhomocisteina (SAH) por la S-adenosilhomocisteinasa
hidrolasa (AHCY), cuyos niveles encontramos elevados a nivel de proteina en la glandula
digestiva de los cangrejos PAR/MAT (Cap. 5, Tabla 5.5). SAM participa en numerosas
reacciones, entre ellas la reaccion de trans-sulfuracion que resulta en la transferencia de
un grupo sulfuro desde Met a Ser para formar Cys. Esta ruta esta conectada con la sintesis
de glutation, por lo que la elevacion de los niveles de betaina implicaria un potencial

incremento en la sintesis de este poderoso agente antioxidante.

241



Ricardo Ferndndez Cisnal. Tesis Doctoral

DimethylGlycine |

Meteonine \

SAM

l AHCY
Betaine 4 A
Coline Homocysteine }(E

oxidase

Choline 1

Cysteine ‘

Taurine!‘

Figure 6.7: Interrelation of choline and betaine with the methionine-homocysteine
cycle. Arrows indicate the direction of the change detected for these metabolites in
this study. BHMT: betaine homocysteine methyltransferase, ACHY: adenosyl
homocysteinase, SAH: S-Adenosyl-homocysteine, SAM: S-adenosyl -methionine

La cisteina es también precursora de taurina, uno de los componentes
mayoritarios de la bilis, referida como un aminoacido azufrado, a pesar de carecer de
grupo carboxilico. La taurina se produce por descarboxilacion de derivados oxidados de
la cisteina y desempefia un importante papel en la destoxificacion de fase Il al, formar
derivados solubles que pueden ser mas facilmente excretados. Se ha descrito que la
taurina tiene capacidad para eliminar ROS y reducir la produccion de peroxidacion
lipidica y sus productos finales contribuyendo a mantener la integridad de las membranas
bioldgicas * **. Este pequefio aminoé4cido actia también como neuromodulador del
sistema nervioso central y como efector cardiovascular, endocrino y metabdlico. Distintos
investigadores han descrito que la taurina protege en muchos 6rganos frente a la toxicidad
y el estrés oxidativo provocado por metales pesados y otros compuestos quimicos ** 1o

gue explicaria su incremento en cangrejos procedentes de zonas contaminadas.

Al ser el mayor donante de grupos metilo en la célula, SAM participa en

muchas mas reacciones incluyendo la sintesis de creatinina y otros compuestos
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relacionados %

(Fig. 6.8). En los crustaceos decapodos la creatinina es uno de los
compuestos organicos que incorporan para su excrecion el amonio generado al final del
metabolismo del nitrégeno *°. La sintesis de creatinina comienza cuando la glicina se
combina con arginina para formar ornitina y guanidinoacetato. La enzima que promueve
este primer paso de la sintesis de creatina es la arginina-glicina amidinotransferasa
(AGAT), que cataliza la transferencia del grupo amida desde la arginina al grupo amino
de la glicina generada desde la betaina en la ruta dependiente de la SAM ¥. El
guanidinoacetato es metilado por SAM para formar creatina y SAH (S-
adenosilhomocisteina). La creatinina se genera a partir de la creatina que en un paso
intermedio es fosforilada por la creatina quinasa (CK) y posteriormente en el mdsculo la
fosfocreatina se transforma en creatinina por reaccion espontanea y es liberada para su
excrecion. La CK es muy susceptible al estrés oxidativo debido a la presencia de un
grupo sulfhidrilo altamente reactivo (Cys,g3) que provoca la inhibicién de esta enzima *.
El descenso en los niveles de guanidinioacetato y creatinina en los cangrejos de PAR
pudiera ser indicativo de una regulacién negativa de la sintesis de la creatinina,
permitiendo asi el incremento de grupos metilo disponibles para la sintesis de proteinas y
los fosfolipidos * que sustituyan a los dafiados por estrés oxidativo (Fig. 6.8).

Arginine Glycine
Ornitine Guanidinoacetate . ‘
_— sam
\> SAH
v
Creatine

Figure 6.8 Synthesis of v
guanidinioacetate  and  creatinine. Creatinind],‘
Arrows indicate the direction of the
change detected for these metabolites
in this study.

243



Capitulo 6 Andlisis metabolémico de las respuestas de P.clarkii a la contaminacién

La colina es una amina cuaternaria (trimetil-B-hidroxietileamonio) con
funciones cruciales para las células, cuya oxidacion genera betaina. Los niveles de colina
se incrementaron en animales MAT, lo que estaria en concordancia con los mayores
niveles de betaina y taurina observados en estos animales. Por el contrario, los niveles de
colina fueron muy inferiores en animales PAR respecto a los animales de referencia LP, a
pesar de tener altos los niveles de betaina, como los cangrejos capturados en MAT,
aunque no de taurina. La colina tiene otras importantes funciones en la célula, siendo su
principal destino la sintesis de componentes lipidicos esenciales de las membranas
celulares como son la fosfatidilcolina *° y las esfingomielina, asi como de potentes
mediadores lipidicos como el factor activador de plaquetas y la lisofosfatidilcolina. La
mayor potenciacion de estas rutas en cangrejos de PAR podria explicar la discordancia
entre los niveles de los distintos metabolitos antioxidantes: colina, betaina y taurina. La
colina desempefia también un papel clave como precursor del neurotransmisor
acetilcolina®!Y "% <™ pyede ser que la concentracion de este metabolito venga también
determinada por la inhibicion de la sintesis acetilcolina (ACh) y/o degradacion de PC,
procesos discutidos en apartados posteriores y totalmente dependientes de la
contaminacion en cangrejos de PAR y MAT.

Neurotransmisores: La acetilcolina (ACh) estd implicada en el proceso quimico de
transmision del impulso nervioso en las sinapsis. La ACh es una molécula simple
sintetizada a partir de colina y acetil-CoA por la enzima colina acetiltransferasa (Fig. 6.9)
en las denominadas neuronas colinérgicas. Una vez liberada, la ACh debe ser eliminada
rapidamente para permitir la repolarizacién de la membrana presinaptica. Este paso, la
hidrolisis de la acetilcolina, es llevado a cabo por la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y
se libera colina y acetato. La colina es recaptada por la neurona presinaptica, donde de

nuevo sirve de sustrato para la sintesis de acetilcolina **.
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Acethyl-
CoA

Choline t ||

Figure 6.9. Synthesis of acetylcholine from choline and acetyl CoA. Arrows indicate the
direction of the change detected for these metabolites in this study.

CoA
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La enzima AChE es fuertemente inhibida por distintos contaminantes
(organofosforados, carbamatos, metales) lo que conduce a la acumulacion de la
acetilcolina ** y explicaria el incremento de ~3 veces en los niveles de ACh en los
animales capturados en las zonas contaminadas (Fig.6.10), asi como la alteracion en los
niveles de colina en los mismos. La ACh juega también un importante papel en muchos
procesos fisiolégicos, incluyendo el control de la inflamacion y la modulacion para evitar
un exceso en las respuestas que provocarian graves dafios. El incremento de la ACh en
los cangrejos de PAR y MAT podria inhibir la excesiva produccién de citoquinas
proinflamatorias a través de receptores nicotinicos de la acetilcolina para reducir el dafio
inmunoldgico y restaurar la homeostasis. Se ha descrito que la ACh restaura el potencial
de membrana mitocondrial e inhibe las cascadas preapoptéticas, reduciendo asi la muerte

. Estos resultados

celular y manteniendo la estructura del reticulo endopladsmico
concuerdan con los obtenidos en el estudio proteémico (Cap. 5) donde se relacionaba la
disminucion de los niveles de 3-hidroxantranilato 3,4 dioxigenasa (3-HAO) y de glicina
descarboxilasa (GLDC) en la glandula digestiva de los cangrejos de ambas zonas
contaminadas con la puesta en funcionamiento de un mecanismo para controlar el

proceso inflamatorio causado por el estrés oxidativo.
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Figure 6.10 Fold change variation in the digestive gland levels of neuropeptides in P.
clarkii crayfish captured at polluted sites (data from Table 6.2).

Los niveles de dopamina (DA) se incrementaron >4 veces en cangrejos
capturados en MAT. La DA es un neurotransmisor catecolaminico de presencia ubicua
(incluyendo el glandula digestiva de crustaceos *°) que se sintetiza a partir de tirosina y
gue, junto con sus derivados adrenalina y noradrenalina, forma parte de la respuesta a
estrés en crustaceos *. Hay evidencias de que el metabolismo de DA se asocia con la
generacion de ROS @7 ¥ ef 44 ¢8) ‘narg también numerosos trabajos demuestran que DA
puede actuar como un antioxidante enddgeno que promueve la supervivencia al disminuir
los niveles intracelulares de ROS vy, consecuentemente, retrasar la peroxidacién lipidica

(“Byref quecitd) oy plicando su incremento en animales contaminados.

Fosfatidilcolinas: Como se coment6 antes, el principal destino de la colina es la sintesis
de fosfatidilcolinas (PC, 1,2-diacil-sn-glicero-3 fosfocolinas) mediante la ruta de
Kennedy. EI 95 % de la colina celular se utiliza para sintetizar PC, que a su vez sirve
como sustrato para la sintesis de esfingomielina, y el 5% restante da lugar a

“  Las fosfatidilcolinas son los principales

plasmalégenos y lisofosfatidilcolina
componentes de las membranas bioldgicas y juegan un importante papel en la regulacién
del metabolismo celular, trasmision de sefiales y mantenimiento de la integridad

estructural de la célula *°.
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Figure 6.11 Fold change variation in the digestive gland levels of
phosphatidylcholines in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from
Table 6.2) and names of the FA that form part of their structure.

Este trabajo aporta evidencias de que la contaminaciéon, que aumenta
considerablemente el estrés oxidativo en los glandula digestiva de P. clarkii (Ver
capitulos anteriores), provoca el descenso significativo de los niveles de PC (Fig. 6.11 y
Tabla 6.2) en cangrejos capturados en PAR y MAT. Estudios previos coinciden en
demostrar que la concentracion de PC se ve drasticamente reducida en muchas patologias
donde el estrés oxidativo es un factor importante y de hecho se ha propuesto la
concentracién de PC como indicador de disfuncion de las biomembranas o deterioro
metabdlico de las células afectadas ®'Y ™ ¢ @ | os 4cidos grasos polinsaturados
(PUFA) de las PC son especialmente susceptibles a la peroxidacién, convirtiéndose en
productos oxidados que se eliminan por fosfolipasas, generando &cido fosfatidico y colina
libre. Asi, la disminucion del contenido en PC es consistente con el dafio oxidativo

detectado en cangrejos PAR y MAT.

Glucolisis aerobia: En condiciones normales las células generan energia principalmente
mediante la degradacién oxidativa del piruvato, que es un producto final de la glucolisis y
cuyo destino es la oxidacion descarboxilativa para generar poder reductor que ceda
electrones a la cadena respiratoria de las mitocondrias. En esta situacién, la conversion de
glucosa a lactato sélo tiene lugar en ausencia de oxigeno (denominado "efecto Pasteur").

Por el contrario, en células sometidas a estrés oxidativo la peroxidacion lipidica provoca
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la alteracion de las mitocondrias y defectos en la respiracion mitocondrial que promueven
rutas alternativas para la generacion de energia. Estas células estresadas metabolizan la
glucosa produciendo un exceso de acido lactico incluso en presencia abundante de
oxigeno, este fendmeno es llamado glucolisis aerdbica o efecto Warburg, caracteristico de

células cancerosas (proliferativas) (Fig. 6.12) ***

y, segun diversos estudios en respuesta
a contaminacion >* *°. Se considera que el efecto Warburg surge por un aumento de la

captacion de glucosa y de la glucolisis y/o una baja regulacion del metabolismo

mitocondrial (Vs en 56)
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Figure 6.12. Schematic representation of the differences between oxidative
phosphorylation, anaerobic glycolysis, and aerobic glycolysis (Warburg effect). In the
presence of oxygen, nonproliferating (differentiated) tissues first metabolize glucose to
pyruvate via glycolysis and then completely oxidize most of that pyruvate in the
mitochondria to CO2 during the process of oxidative phosphorylation. Because oxygen is
required as the final electron acceptor to completely oxidize the glucose, oxygen is
essential for this process. When oxygen is limiting, cells can redirect the pyruvate
generated by glycolysis away from mitochondrial oxidative phosphorylation by generating
lactate (anaerobic glycolysis). This generation of lactate during anaerobic glycolysis
allows glycolysis to continue (by cycling NADH back to NAD+), but results in minimal
ATP production when compared with oxidative phosphorylation. Warburg observed that
cancer cells tend to convert most glucose to lactate regardless of whether oxygen is
present (aerobic glycolysis). This property is shared by normal proliferative tissues.
Mitochondria remain functional and some oxidative phosphorylation continues in both
cancer cells and normal proliferating cells. Nevertheless, aerobic glycolysis is less
efficient than oxidative phosphorylation for generating ATP. In proliferating cells, ~10%
of the glucose is diverted into biosynthetic pathways upstream of pyruvate production.
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El estudio proteémico realizado en estos cangrejos (Cap. 5) sefialé un cambio
metabdlico hacia glucolisis aerdbica en la glandula digestiva de P. clarkii para generar
energia en un ambiente celular oxidativo, donde, probablemente, las mitocondrias no
funcionan correctamente debido a la oxidacion de los lipidos. Como se ve en la tabla 4, se
encontraron niveles elevados de glucosa en la glandula digestiva de los cangrejos
capturados en las dos zonas contaminadas, PAR y MAT, junto con niveles también
elevados de ACh y dopamina, como se ha discutido anteriormente. Ademas de las
funciones anteriormente referidas, estos dos neurotransmisores son también responsables
de la regulacién homeostética de la glucosa. En mamiferos, cantidades elevadas de ACh
dan como resultado la aceleracion en la produccion de insulina por parte de las células
pancreaticas, la supresion de la gluconeogénesis y el aumento de la captacion de glucosa
por el higado ®7Y """ En |os (ltimos afios, han sido identificados en invertebrados
péptidos que comparten homologias sustanciales con la insulina de los vertebrados y
factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs), lo que indica un alto grado de
conservacion de los sistemas de insulina / IGF través de la evolucion animal. Parece que
estos péptidos relacionados con la insulina pueden actuar para provocar un incremento
agudo en el contenido de glucosa libre en ciertos tejidos, como la glandula digestiva .
En los crustaceos, la concentracion de glucosa en la hemolinfa se controla dentro de un
intervalo estricto por la secrecion equilibrada de varias hormonas que controlan la
actividad de la denominada Crustacean Hyperglycemic Hormone (CHH). Numerosos
estudios demuestran que CHH desempefia importantes funciones reguladoras en las
principales rutas del metabolismo de carbohidratos y se considera una hormona de estrés
que ocasiona hiperglicemia inducida por exposiciobn a diversos estresantes
medioambientales®™. CHH estd bajo control dopaminérgico, asi que la hiperglucemia
observada en los animales P. clarkii capturados en zonas contaminadas puede estar
positivamente relacionada con la elevacién de ACh y dopamina en la glandula digestiva
de estos animales (Tabla 6.2), contribuyendo al cambio metab6lico hacia la glucolisis

aerobia.

Triacilglicéridos: Durante la glucolisis aerdbica se genera una gran cantidad de piruvato,
en gran parte por el incremento de la actividad de las enzimas que participan en la ruta
glucolitica *°. Nuestro estudio protedmico demostré la existencia de niveles elevados de
ALDO en los cangrejos de PAR/MAT (2DE-DIGE) (Cap. 5). Esta enzima, esencial para
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la glucolisis, cataliza la rotura de 1,6 bifosfato en gliceraldehido 3-fosfato y acelera la
conversion de glucosa en piruvato. En condiciones normales el piruvato es transportado a
la matriz mitocondrial para ser convertido en acetil-CoA y entrar posteriormente en el
ciclo de Krebs, para producir el poder reductor que necesita la cadena respiratoria para
Ilevar a cabo la fosforilacion oxidativa. En las células bajo glucolisis aerdbica, parte de la
piruvato permanece en el citosol y se reduce a lactato por la lactato deshidrogenasa
(LDH) *°. Pero estas células también pueden redireccionar el exceso de piruvato hacia la
sintesis de novo de &cidos grasos (FA). De hecho, cada vez hay més trabajos que
consideran la alteracion del metabolismo lipidico como una de las caracteristicas de la
glucolisis aerobia. Diversas enzimas lipogénicas utilizan NADPH vy acetil-CoA generado
en el metabolismo de la glucosa y la glutamina para sintetizar acidos grasos (FA) y sus
derivados . La conversién neta de glucosa a lipidos es dependiente de la capacidad de
las células para producir acetil-CoA citosélico a partir de citrato mitocondrial por accién
de la ATP-citrato liasa. Los niveles de esta enzima estan marcadamente incrementados en
células en proliferacién, asi como lo estan la acetil-CoA carboxilasa, que convierte parte
del acetil-CoA en malonil-CoA, y la sintasa de acidos grasos, que realiza la condensacion
de acetil-CoA y malonil-CoA para dar lugar a palmitato y otros acidos grasos saturados

de cadena larga °.

Los FA saturados de cadena larga pueden ser modificados
posteriormente por elongasas o0 desaturasas para formar mas &cidos grasos mas
complejos, usados en la sintesis de varios otros lipidos celulares como fosfolipidos,

triglicéridos o esteres de colesterol %.

Los resultados del andlisis protedmico en estos animales (Cap. 5) y los
resultados metabolémicos aqui expuestos, apoyan que estas vias metabdlicas estan
produciéndose en los cangrejos de PAR/MAT. El descenso de los niveles de citrato y el
incremento de la cantidad de TGA (Fig. 6.13) podrian ser reflejo del flujo de citrato hacia
el citosol donde las cotas de NADPH se incrementan debido a la generacién de isocitrato,
promovido por los niveles elevados de IDH (Cap. 5) trabajando en un proceso de

carboxilacion reductiva % %,
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Los FA que componen los triglicéridos (TGA) con niveles incrementados en
glandula digestiva de P. clarkii fueron principalmente de nimero par con 14-22 C y un
65% de ellos presentaron insaturaciones. Los mas frecuentes fueron los &cidos C14 y
C18, siendo el miristico (C14:0) el Unico FA saturado hallado. Es de destacar la presencia
de FA de nimero impar de 4tomos de carbono, tanto en los TGA como en la PC (Tabla
6.2), descritos como frecuentes en peces, moluscos y crustaceos ®.
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Figure 6.13 Fold change variation in the digestive gland levels of triacylglycerides
in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from Table 6.2).

Metabolismo de lipidos: Una caracteristica asociada al cambio metabdlico hacia la
glucolisis aerobia es el incremento en la sintesis de lipidos. El acetil-CoA citosolico
necesario para la lipogéneis parece provenir de dos fuentes. Por una parte, el acetil-CoA
mitocondrial se condensa con acido oxalacético en el TCA, formando citrato. El ciclo del
citrato no funciona plenamente en células donde la glucolisis aerobia se ve incrementada
y en consecuencia, el citrato es exportado al citoplasma, donde sirve como sustrato para
generar de nuevo acetil-Coa para la sintesis de lipidos. Por otra, la célula eleva la
incorporacion de acetato como sustrato de la acetil-CoA sintetasa citosolica®®® . La
disminucidn de citrato en cangrejos de PAR y MAT corroboraria que esta ruta también

esta activada en estos animales respecto a los controles.
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Figure 6.14 Fold change variation in the digestive gland levels of lipids
metabolism molecules in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from
Table 6.2).

Sin embargo, el incremento en los niveles de carnitina, acetilcarnitina y
acetoacetato encontrados en glandula digestiva de cangrejos de MAT (Tabla 6.2) sugiere
también un aumento de la lipolisis y la cetogénesis (Fig. 6.14). Esto no deja de ser
sorprendente, dado que es ampliamente aceptado que el malonil-CoA producido por la
acetil-CoA carboxilasa durante la sintesis de FA inhibe la carnitina palmitoiltransferasa
(CPT1), enzima que controla la entrada y oxidacion de FA en la mitocondria, evitando la
oxidacion de los acidos grasos recién formados®. Ademas, es de esperar que los dafios
oxidativos a las membranas mitocondriales provocados por la exposicion a la
contaminacion afectara también de modo negativo a la B-oxidacion de FA ™. Sin
embargo, estudios recientes sugieren que la sintesis de FA y la oxidacion de los mismos
pueden ser vias simultaneas bajo estas circunstancias metabdlicas especiales™ y, por lo
tanto, excepto en casos de dafio severo en la mitocondria, la oxidacion de los acidos
grasos puede ser usada como un aporte extra de energia que permita la supervivencia de
la célula. En el caso de la glandula digestiva de cangrejos P. clarkii estresados, la
oxidacion de &cidos grasos puede, ademas, servir como via de eliminacién de los lipidos

que se encuentren dafiados por peroxidacion (Cap. 3). La situacion de desregulacion
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lipidica en la glandula digestiva de P. clarkii sometido a contaminacion ambiental activa
la cetogénesis, como ocurre en procesos de esteatosis hepatica’®, que convierte el acetil-
CoA derivado de la p-oxidacion, en los cuerpos ceténicos acetoacetato y J-

hidroxibutirato (Fig. 6.15)
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Figure 6.15. Fatty acid transport into the mitochondrial matrix. The acyl group of
long-chain acyl-coenzyme A 2, the active form of long-chain fatty acids, is
transferred to carnitine via carnitine palmitoyltransferase | (CPT1), forming
acylcarnitine and generating free coenzyme A. Carnitine palmitoyltransferase 1l
(CPT2) regenerates free carnitine by catalyzing the transfer of the acyl group from
carnitine to coenzyme A. In the mitochondrial matrix carnitine and CoA can drift
toward Ketogenesis. Arrows indicate the direction of the change detected for these
metabolites in this study.

Free amino acids: Un grupo importante de metabolitos diferencialmente expresado en
animales de zonas contaminadas esta constituido por aminoacidos. El incremento en los
niveles de ROS y el consiguiente estrés oxidativo inducen autofagia, un proceso
homeostatico que permite a las células degradar proteinas citoplasmaticas y/o de
orgénulos celulares dafiados ®2 ¥ " %€ ¢™) v |leva a un aumento de aminoécidos libres
(FAA) en la célula. En este estudio se ha detectado un incremento significativo en los
niveles de His, GIn, Leu, Phe y Asp en animales MAT, y de Val y Asp en los capturados

en PAR. Los FAA representan una parte importante del metaboloma de los organismos
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acuaticos. De hecho, los tejidos de crustaceos contienen cantidades de aminoacidos libres
aproximadamente diez veces superiores a las de tejidos de mamiferos. Estos FAA
desempefian una importante funcion como efectores osméticos intracelulares, controlando
el volumen celular en respuesta a cambios de salinidad y otros diversos estreses

ambientales (74, 75 y referencias que citan).

Muchos contaminantes son capaces de alterar los
mecanismos osmorreguladores, ya que causan perdida de iones y otras moléculas
esenciales. Por ello, la elevacion de la cantidad de aminoacidos libres puede convertirse
en un mecanismo para restaurar la osmolaridad " ”’. En este estudio los cangrejos fueron
capturados en zonas de similar salinidad, asi que las diferencias encontradas en las
cantidades de FAA pueden suponerse ligadas a perturbaciones en mecanismo
osmorreguladores causadas por exposicion a contaminacién. Esta sugerencia se sustenta
por diversos trabajos que demuestran incremento en los niveles de aminoacidos
proteogénicos en crustaceos tras exposicion a metales y otros contaminantes %, Las
diferencias de incremento de FAA observadas entre animales PAR y MAT puede ser
causada por la diferencial acumulacién de metales en los tejidos de ambos grupos de
animales. Mn, Cu y Zn se acumularon en mayor cantidad en tejidos de animales MAT, en

los que también se acumulaba el metal toxico Cd en cantidades 23 veces superiores.

La acumulacién de GlIn en cangrejos MAT puede también relacionarse con la
situacion de estrés que sufren estos animales, ya que es un rasgo caracteristico de células
proliferativas, que la usan como combustible, transportadora de carbono y nitrégeno entre
tejidos y molécula sefializadora . Esta acumulacién de GIn explicaria el descenso de
abundancia de otros aminoéacidos (Pro, Ala y especialmente Glu y Arg) (Fig. 6.16) que se
muestra en la Tabla 6.2. El destino principal de la Gin es hidrolizarse para generar Glu,
gue posteriormente se metaboliza a GSH, Pro, ornitina y Arg, a menos que sea
catabolizado a CO;, o glucosa. Pero la elevacion de los niveles de Gln es capaz de inducir
la degradacion que la convierte en Glu, lo que explicaria la disminucién de metabolitos

generados en pasos posteriores de la via ®.
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Figure 6.16 Metabolic relationship between Pro, Glu and Arg . Arrows indicate the direction
of the change detected for these metabolites in this study.

6.4.5. Metabolitos con abundancia diferente en branquias de cangrejos
P. clarkii capturados en zonas contaminadas.

El analisis metabolomico de las branquias permitié identificar un menor nimero
de metabolitos con abundancia diferente entre los grupos de cangrejos P. clarkii
estudiados (Tabla 5). Sin embargo, los metabolitos encontrados apuntan hacia las mismas
alteraciones metabolicas que las encontradas en la glandula digestiva (Tabla 6.2), esto es,
elevados niveles de glucosa y glucolisis aerobia, incremento de FAA osmorreguladores y
de neurotransmisores acetilcolina); disminucion de dimetilglicina que resulta de la no
degradacion del antioxidante betaina, etc. Resulta llamativa la significativa disminucion
(<11 veces) de los niveles de malato en branquias de animales de PAR vy su subida >5

veces en animales de MAT. El malato actiia como lanzadera para encauzar poder reductor
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procedente de la glucolisis en la mitocondria, mediante mecanismos de antiporte que
implican Glu y Asp. En la branquia no se han identificado estos dos FAA, pero si
asumimos un cambio metabolico similar al de la gldndula digestiva y que, por tanto, los
niveles de Glu son muy bajos en animales PAR, es de esperar que se presenten niveles
bajos de malato, lo que contribuye por otra parte a evitar la apoptosis y favorecer la

proliferacion y supervivencia celular.
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6.5. Conclusiones

El estudio recogido en este Capitulo demuestra que los animales procedentes de
PAR/MAT presentan niveles alterados de diversos metabolitos que indican diferentes

respuestas celulares al estrés oxidativo.

Se encontré un aumento de en los niveles de metabolitos con propiedades
antioxidantes y osmorreguladoras (betaina, taurina) en los P. clarkii de PAR/MAT, lo que
sugiere la activacion de rutas protectoras encaminadas a paliar los efectos del estrés

ambiental provocado por los contaminantes presentes en estas zonas.

Se detectd, también, un significativo descenso de los niveles de fosfatidilcolinas
en cangrejos de las zonas contaminadas, lo que es un indicador de alteracion y disfuncion

membranas celulares.

Los niveles de carnitina, acilcarnitina y acetoacetato encontrados apuntan a
elevacion de B-oxidacion, que serviria, tanto como via de eliminacion de los lipidos
dafiados por peroxidacién, como para un aporte extra de energia en una situacion de
estrés. En el mismo sentido, y coincidiendo con los datos aportados en el Capitulo 5, se
encontré un cambio metabdlico en los cangrejos de PAR y MAT hacia la glucolisis
aerodbica, para generar energia en un ambiente celular oxidativo que altera la funcion
mitocondrial. Los niveles de acetilcolina y dopamina serian responsables de la elevacion
de los niveles de glucosa encontrados en animales de y del cambio metabdlico La gran
cantidad de piruvato generada en esta via glucolitica explicaria la elevacién de los niveles

de TGA encontrados en los cangrejos de PAR y MAT.

También se incrementaron niveles de metabolitos (acetilcolina) que implican
incremento de actividades enzimaticas (3-HAO, GLDC, Cap. 5) encaminadas a inhibir la

excesiva produccion de citoquinas proinflamatorias y, asi, restaurar la homeostasis.

La intensidad de los cambios observados estuvo intimamente relacionada con la
acumulacion de metales y los dafios oxidativos a lipidos y proteinas en los animales, y los
resultados corroboran los encontrados en capitulos anteriores, asi como las hip6tesis
propuestas sobre los cambios metabdlicos y de respuesta a estrés que ocurren en animales

a consecuencia de la contaminaci
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CONCLUSIONES GENERALES

La zona LP y los cangrejos P. clarkii capturados en ella son adecuados para ser
utilizados como referencia en estudios de contaminacion ambiental, por su bajo nivel
de contaminacién por metales pesados. Por el contrario, las zonas de PAR y

especialmente MAT son sitios altamente contaminados.

La concentracion de metales en glandula digestiva y branquias de P. clarkii refleja la
existente en los sedimentos de su zona de captura, lo que sustenta la idea de que este

decapodo es un buen bioindicador de contaminacién ambiental por metales.

La glandula digestiva de P. clarkii es el principal érgano destoxificador y, por ello,
mas adecuado que las branquias para la determinacién de biomarcadores, ya que
acumula mayor cantidad de metales y se ve mas afectada que las branquias en

relacién a todos los parametros determinados en este estudio.

La acumulacion de metales y, posiblemente, otros contaminantes en glandula
digestiva y branquias de P. clarkii provoca dafios oxidativos a biomoléculas en estos
tejidos, dada la correlacion directa encontrada entre concentracion de metales
acumulados y niveles de peroxidacion lipidica y carbonilacién de proteinas medidos

en esos 6rganos.

Los cangrejos P. clarkii responden a los dafios oxidativos cambiando su
metabolismo a diferentes niveles (sefializacion redox, los perfiles proteicos y de
metabolitos) para adaptarse y sobrevivir bajo condiciones de exposicion crénica a

contaminacion.
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La oxidacion de reversible de tioles de algunas proteinas especificas podria formar
parte de sistemas reguladores que detectan e integran la actividad metabolica general
de la célula en respuesta a los cambios ambientales. Este tipo de modificacion post-
traduccional podria constituir un mecanismo temprano de respuesta que permite a los

animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en zonas contaminadas.

La integracion de resultados bioquimicos, proteémicos y metaboldmicos permite
establecer que la exposicion crénica de cangrejos P. clarkii a niveles elevados de
contaminacidn causa alteracion de muchas funciones fisioldgicas relacionadas con la
defensa frente a estrés oxidativo, como son estrés del reticulo endoplasmico,
inflamacion y respuesta inmune, asi como alteraciones en el metabolismo energético
para adaptarse a una situacion en que la funcion mitocondrial se ve comprometida

por los dafios oxidativos a lipidos y membranas bioldgicas.

La medida de los niveles de carbonilacién de proteinas, la protedmica en general y la
protedbmica redox de cuantificacion de disulfuros libres y reversiblemente oxidados,
asi como la metabol6mica, constituyen, por si mismas, unas potentes herramientas
para la evaluacion de los efectos bioldgicos de la contaminacidn, siendo adecuadas
como biomarcadores de exposicion de gran utilidad en los programas de vigilancia
de la salud de los ecosistemas.

Las proteinas y metabolitos cuyos niveles cuyos niveles resultan alterados en P.
clarkii por la contaminacion ambiental, pueden constituir buenos biomarcadores para

el control de la calidad ambiental.

El Parque Nacional de Dofiana es un ecosistema sometido a una fuerte presion
ambiental por las numerosas y crecientes actividades antropogénicas realizadas en su
entorno, cuyos residuos pueden alcanzarlo a través de los acuiferos que lo riegan,

poniendo en grave riesgo la salud y supervivencia de los organismos que lo integran.
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GENERAL CONCLUSIONS

Lucio del Palacio and the P. clarkii specimens captured at this site can be considered
as virtually free of metal contamination and hence, adequate to be used as reference
in environmental pollution studies. In contrast, PAR and especially, MAT, are sites

heavily polluted by metals.

The amounts of metals measured in the digestive gland and gills of P. clarkii
crayfish reflect those quantified in the sediments of their area of capture, reinforcing
the proposal of this Decapod being a good bioindicator of environmental metal

pollution.

Digestive gland of P. clarkii is the main organ of detoxification and, therefore more
suitable than gills for determining biomarkers, as it accumulated more metals and
resulted more affected than the gills in relation to all the parameters determined in

this studio.

The accumulation of metals, and possibly other contaminants, in the digestive gland
and gills of P. clarkii causes oxidative damage to biomolecules, as inferred from the
strong positive correlation found between concentration of accumulated metals and

the levels of lipid peroxidation and protein carbonylation measured in these organs.

P. clarkii responds to oxidative damage by changing their metabolism at different
levels (redox signaling, proteins and metabolites profiles) to adapt and survive under

conditions of chronic exposure to pollution.

The reversible oxidation of thiols of some specific proteins might be part of
regulatory systems that detect and integrate the overall metabolic activity of the cell
in response to environmental changes. This type of post-translational modification
could be an early mechanism of response that allows animals to survive under

conditions of oxidative stress in polluted areas.
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The integration of biochemical, proteomics and metabolomics results allows to
establish that chronic exposure of crayfish P. clarkii to high levels of pollution
causes changes in many physiological functions related to defense against oxidative
stress, such as endoplasmic reticulum stress, inflammation and immune response, as
well as alterations in energy metabolism to adapt to a situation in which the
mitochondrial function is compromised by oxidative damage to lipids and biological

membranes.

The measurement of protein carbonylation, the proteomic approaches, the redox
proteomics for the quantization of free or reversibly oxidized disulfides, as well as
the metabolomic methodology, are powerful tools for assessing the biological effects
of pollution; they form a suitable battery of exposure biomarkers to be used for the

evaluation of ecosystems health and in monitoring programs.

The proteins and metabolites whose levels resulted altered in P. clarkii as a
consequence of pollution might be good biomarkers for environmental quality

control.

Dofiana National Park is an ecosystem under strong environmental pressure due to
the numerous and increasing anthropogenic activities carried out in its surroundings,
whose residues reach the Park through the aquifers that water it, endangering the
health and the survival of its inhabitants.grave risk to the health and survival of

organisms in it.
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» Great differences between the four sites were observed among thiol oxidized proteins.
» Thirty five spots showed intensity differences compared to the reference site.

* Nineteen proteins were identified showing thiol oxidation differences among sites.

» Evidence of reversible oxidation was found for specific Cys residues.

* Redox proteomics is useful as a new pollution biomarker for Dofiana National Park.
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Despite its environmental relevance and sensitivity, Doflana National Park (DNP) is under high ecological pressure.
In crayfish (Procambarus clarkii), the utility of redox proteomics as a novel biomarker was evaluated in the aquatic
ecosystems of DNP and its surroundings, where agricultural activity is a serious concern. After fluorescence labeling
of reversibly oxidized Cys and 2-DE separation, the total density of proteins with reversibly oxidized thiols was
found to be much higher in animals from the Matochal (MAT) and Rocina (ROC) streams, while no difference was
found in crayfish from Partido (PAR) stream compared to those from the DNP core at Lucio del Palacio (the negative
control). The 2-DE analysis revealed 35 spots with significant differences in thiol oxidation, among which 19 pro-
teins were identified via MALDI-TOF/TOF. While 3 spots, identified as ferritin, showed higher oxidation levels in
ROC, other identified proteins were more intense at MAT than at ROC (superoxide dismutase, protein disulfide
isomerase and actin) or were overoxidized only in MAT (nucleoside diphosphate kinase, fructose-biphosphate
aldolase, fatty acid-binding protein, phosphopyruvate hydratase). For most of the identified proteins, spots
corresponding to different Cys oxidized forms were detected, and the native forms, without oxidized thiol groups
were also found in some of them. Evidence of reversible oxidation was found for specific Cys residues, including
Cys13 in ferritin as well as Cys76 and Cys108 in nucleoside diphosphate kinase. The identified thiol-oxidized
proteins provide information about the metabolic pathways and/or physiological processes affected by pollutant-
elicited oxidative stress.
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1. Introduction

Doiiana National Park (DNP) is a 50,720 ha wildlife reserve located
in Huelva province (Andalusia, SW Spain). Due to the variety of
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hybridization; TBP, tribultylphosphine.
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ecosystems, plants and animal species it harbors, DNP was declared a
UNESCO Biosphere Reserve in 1981, a Ramsar Site in 1982 and a
World Heritage Site in 1994. Despite the environmental relevance and
sensitivity of the park, it has been exposed to increasing ecological
pressures, as diverse human activities carried out in its surroundings
threaten its ecosystems in the following ways:

1) DNP is under the influence of industries (petrochemical, fertilizer,
paint) located at Huelva Estuary, 40 km to the west. The estuary is
formed by the Odiel and Tinto Rivers, which also carry metals from
pyrite mines located north of Huelva (Montes-Nieto et al., 2007;
2010).

2) Early studies showed that wind and the water courses that feed the
Dofana marshes carry most of the contaminants (Albaiges et al.,
1987). Dofana is watered by the Rocina, Partido and Guadiamar
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streams and the Guadalquivir River which are surrounded by agri-

cultural areas. To the NE, the marshes between the Guadiamar

stream and Guad ir River are responsible for most Sp
rice production. To the NW, near the Partido and Rocina streams,
strawberry and citrus are cultured using large amounts of
agrochemicals.

3) In 1998, the tailings dam of the Aznalcéllar pyrite mine, 60 km to the
north, collapsed and released acidic water and mud with high levels
of toxic metals into the course of the Guadiamar. Although the spill
did not have a major effect in Dofiana, due to the early implementa-
tion of an emergency plan (Grimalt et al., 1999), it alarmed the
authorities and the scientific community, raising concern about
the presence of contaminants unrelated to the Aznalcollar spill in
DNP (Pueyo et al., 2011). In fact, most of recent studies point to
agriculture as the main threat to DNP because of the high level
of agrochemical use in nearby areas (Bonilla-Valverde et al., 2004;
Gomara et al., 2008; Pueyo et al., 2011; Ruiz-Laguna et al., 2001;
Vioque-Fernandez et al., 2009). The most serious gap in the knowl-
edge about environmental quality within Dofiana is related to agro-
chemical pollution, as this type of contamination is diffuse and
difficult to assess (Gomara et al., 2008; Pueyo et al,, 2011).

In environmental assessments, sentinel organisms serve as
bioindicators in which biomarkers are measured to determine pollutant
exposure, effects or risks (Livingstone, 1993; Lopez-Barea, 1995). Most
such studies are concentrated in polluted envi they
are scarce in natural ecosystems, such as national parks (Pueyo et al.,
2011). The decapod crustacean Procambarus clarkii (red crayfish), native
to 1 nUSA, wasi duced to the Dofiana marshes (SW Spain,
Fig. 1) in 1973, ly dense populations and becom-
ing an invasive species. P. clarkii can be used in the assessment of
fresh water ecosystems, particularly to study the effects of metals
and pesticides near DNP (Martin-Diaz et al., 2006; Pueyo et al., 2011;

Vioque-Fernandez et al., 2007b, 2009). The use of conventional
biomarkers (esterases, biotransforming enzymes, oxidative stress) in
pollution studies is biased because these markers concentrate in few
proteins, thus most of the other proteins that are altered, but whose re-
lationship to pollution is still unknown, would be ignored (Lopez-Barea
and Gémez-Ariza, 2006). “Omic” approaches have become powerful
tools in environmental studies, as they allow the identification of
novel biomarkers as well as the elucidation of toxicity mechanisms or
proteins that are involved in toxic responses that have not been
described previously (Montes-Nieto et al., 2007; Pueyo et al., 2011;
Vioque-Fernandez et al,, 2009). After the identification of key proteins
indicating exposure or effects, omic analyses can be used in risk assess-
ments (Abril et al,, 2011; Pueyo et al,, 2011).

Several types of pollutants, such as metals and oxidative organic
chemicals, generate reactive O and N species (ROS/RNS) that induce ox-
idative stress (Braconi et al., 2011; Lopez-Barea, 1995). When such oxi-
dative damage is excessive, it ends in cell death and various pathologies
(Butterfield and Dalle-Donne, 2012; Dalle-Donne et al., 2006; Eaton,
2006; Roberts et al., 2009). ROS/RNS also play key roles in signaling
(Eaton, 2006; Tell, 2006). Proteins are major targets of ROS/RNS, in
which many post-translational modifications have been described
(Butterfield and Dalle-Donne, 2012; Cabiscol and Ros, 2006; Davies,
2005) with essential roles in cellular localization, protein-protein inter-
actions, and protein structure or biological activity (Cabiscol and Ros,
2006; Hwang et al., 2009; Lee et al., 2009; Yamakura and Kawasaki,
2010).

Cysteine is a key residue involved in protein catalysis, oxidative
folding/trafficking, redox signaling and regulation. However, its
unique redox properties also render Cys vulnerable to many electro-
philes, especially ROS/RNS, leading to redox modifications and alter-
ation of protein structure, function, or redox signaling (Ying et al.,
2007). Although Cys residues are rare, representing 1-3% of total
residues, protein thiols (10-30 mM) are more abundant than
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Fig. 1. Map of Dofiana National Park (DNP) and its surroundings showing the sites where crayfish (P. clarkii) where collected. The locations of the sites (and their UTM coordinates) are
indicated: Lucio del Palacio (LP, X = 193,800, Y = 4,099,515); el Matochal (MAT, X = 208,681, Y = 4,102,207); Partido stream (PAR, X = 191,173, Y = 4,124977) and Rocina stream

(ROC, X = 178,653, Y = 4,119937).
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glutathione (1-10 mM) (Company et al., 2012; Dalle-Donne et al., 2008;
Hansen et al., 2009). Protein thiols participate in the S-thiolation/
dethiolation cycle, first being oxidized to mixed disulfides, with a paral-
lel decrease in ROS levels, followed by the disulfides being reduced back
to thiols by thioredoxin, glutaredoxin and/or protein disulfide isomer-
ase (Jung and Thomas, 1996). S-thiolation protects protein thiols from
irreversible oxidation and reprograms metabolism during oxidative
stress (Dalle-Donne et al., 2009). The oxido-reduction of Cys protein
thiols is a major molecular switch for integrating oxidants into signal
transduction pathways (Eaton, 2006; Hwang et al., 2009; Tell, 2006;
Winterbourn and Hampton, 2008). Reversible types of Cys oxidation in-
clude the formation of disulfide, sulfenic acid and sulfinic acid as well as
S-thiolation and S-nitrosylation (Eaton, 2006; Janssen-Heininger et al.,
2008; Jeong et al, 2011; Lee et al.,, 2009; Ying et al., 2007). While a pro-
tein may contain many Cys residues, few are reactive because they more
readily ionized to a thiolate state due to charged amino acids nearby
(Bonetto and Ghezzi, 2006; Eaton, 2006; Janssen-Heininger et al., 2008;
Ying et al., 2007). Several Cys targets have been identified in proteins
whose oxidation has key consequences for signal transduction (Eaton,
2006; Fuentes-Almagro et al., 2012; Janssen-Heininger et al., 2008).

Advances in proteomic technologies have led to an increasing num-
ber of reports assessing changes in the redox state of protein thiols in
oxidatively stressed cells (Butterfield and Dalle-Donne, 2012; Company
et al,, 2012; Dalle-Donne et al., 2006; Janssen-Heininger et al., 2008;
Winterbourn and Hampton, 2008; Ying et al., 2007). Methods for
the detection, quantification and identification of oxidant-sensitive
thiol proteins, referred to as redox proteomics, have been reviewed
(Bonetto and Ghezzi, 2006; Charles et al., 2013; Chiappetta et al.,
2010; Chouchani et al., 2011; Eaton, 2006; Thamsen and Jakob, 2011;
Ying et al., 2007). They combine specific labeling of oxidized thiols
and two-dimensional electrophoresis (2-DE) separation. The use of
N-ethylmaleimide (NEM) or iodoacetamide (IAM) allows native re-
duced thiols to be blocked and oxidation to be avoided during the
extraction procedure, followed by the reduction of native disulfide
bonds and fluorescence labeling with 5-iodoacetamidofluorescein
(IAF). This method detects only native disulfides, i.e. inter-/intra-
molecular protein disulfides (PS-SP) and protein-glutathione mixed
disulfides (PS-SG) (Charles et al., 2013; Fuentes-Almagro et al., 2012;
Hampton et al., 2006; Minard et al., 2007; Perez et al., 2010).

Despite the important role of Cys modifications, the identity and
physiological significance of most changes in protein thiols are un-
known (Chouchani et al,, 2011). Nevertheless, Cys-containing proteins
can be identified via mass spectrometry (MS), and information on
the-thiol-disulfide status of peptides or evidence of reversible oxidation
of specific Cys residues can be obtained (Chiappetta et al., 2010;
Chouchani et al., 2011; Eaton, 2006; Fuentes-Almagro et al., 2012;
Scaloni, 2006; Thamsen and Jakob, 2011; Ying et al., 2007).

Proteomic methods for assessing protein modifications due to
pollutant-promoted oxidative stress can be used as new biomarkers of
pollution and could provide basic insights into toxicity mechanisms
(Braconi et al., 2011; Dowling and Sheehan, 2006). This work aimed to
evaluate the biological effects of anthropogenic activities on the aquatic
ecosystems of DNP and its surroundings using P. clarkii as a bioindicator.
Redox proteomic analyses are highly useful for monitoring environ-
mental pollution. The thiol-oxidized proteins identified here provide in-
formation about the metabolic pathways and/or physiological processes
affected by pollutant-elicited oxidative stress. MS analysis identified
specific thiol modifications on vulnerable Cys residues, which are
important for understanding the response to stress and cell signaling.

2. Materials and methods
2.1. Study areas, animal trapping and tissue collection

Crayfish were collected in May-June 2009 at four sites in DNP and its
surroundings. Fig. 1 shows the sites and their UTM coordinates. Lucio del

Palacio, LP, is a non-polluted site in the DNP core that has been described
in previous studies (Ruiz-Laguna et al., 2001; Vioque-Fernandez et al.,
2009). The other three sites are near areas of intensive agriculture:
Matochal, MAT, is affected by rice-growing fields; Partido, PAR, is near
citrus fruit and grape fields and Rocina, ROC, is near strawberry, citrus
fruit and grape fields. A total of 15 male crayfish/site were caught with
tubular plastic mesh traps baited with chicken meat that were put in
place in the evenings and checked the next morning. Adults were
transported alive to Dofiana Biological Reserve-CSIC, then killed and
dissected after their site/date of capture, sex, weight and length were
recorded. The digestive glands were excised, weighed in Eppendorf
vials and frozen in liquid N,. Organs were transported frozen to a labo-
ratory at Cordoba University, where they were individually ground in a
mortar with liquid N and stored a — 80 °C for analysis.

22, Labeling of oxidized protein thiols and two-dimensional electrophoresis

Unless otherwise stated, all reagents were purchased from Sigma-
Aldrich (Alcobendas, Spain) or Merck (Mollet del Vallés, Spain). Revers-
ibly oxidized thiols within proteins were detected via fluorescence
labeling and 2-DE (Baty et al., 2002; Minard et al., 2007). Digestive
gland extracts were prepared from pools of 6-8 male animals/site
(14 + 4.7 g,8.07 £ 0.67 cm length, n = 29). The tissue (200 mg) was
homogenized in three volumes of buffer (200 mM IAM in 40 mM
HEPES, pH 7.4, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 6 uM leupeptin and 100 pl ml~" protease inhibitors, Sigma
P2714). The extract was incubated at 37 °C for 15 min, and the cell
debris was cleared via centrifugation (Eppendorf 5415 R, 10 min,
16,000 g) and re-centrifuged (Beckman Optima TLX, 1 h, 100,000 g).
CHAPS was added to a 1% w/v final concentration and the extract was
vortexed and incubated for 30 min. The protein content was determined
using the Bradford method (Bio-Rad Protein Assay) after separation into
3 technical replicates, and excess IAM was removed by precipitating
the proteins (200 pg) with the 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare). The
proteins were resuspended in 100 l of buffer (40 mM HEPES, pH 7.4,
50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
and 1% CHAPS). Oxidized thiols (PS-SP and PS-SG) were reduced
by adding tribultylphosphine (TBP) at a 1 mM final concentration,
and the solution was subsequently incubated at 37 °C for 30 min.
Then, 5-iodoacetamidofluorescein (IAF) was added to a 200 uM final
concentration, and the extract was incubated in the dark for another
30 min. Subsequent steps were performed with minimal exposure of
the samples to light. To remove excess IAF and salts, the labeled proteins
were again precipitated with the 2-D Clean-Up Kit, then resuspended in
50 ul of lysis solution (30 mM Tris-HCl pH 8.5, 8 M urea, 4% CHAPS, 1%
IPG buffer pH 3-10 and 60 mM DTT) and incubated on ice for 15 min.

For separation in the 1st dimension through isoelectric focusing
(IEF), 100 pg of the labeled proteins was cup-loaded at the cathodic
end of rehydrated Immobiline DryStrips (pH 4-7, 24 cm; GE
Healthcare). After 6 h of active (50 V) rehydration, IEF was carried out
(20 °C, 75 pA/strip) in a Protean IEF apparatus (Bio-Rad) at 500 V,
1000 V, 2000 V, 4000 V, 6000 V and 8000 V (each for 90 min) and
8000 V (until reaching 57,000 Vh). For the 2nd dimension, the strips
were soaked for 15 min in buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea,
30% glycerol, 2% SDS) containing 50 mM DTT and again in the same
buffer but containing 250 mM IAM. The strips were loaded onto 12.5%
SDS-PAGE gels (24 cm) and separated at 20 °C in a DodecaCell Plus
device (Bio-Rad) at 3 W/gel constant power. The Sigma Marker wide-
range protein ladder was used as an Mr standard and was loaded on
both sides of the gel after reduction (1 mM TBP, 1% CHAPS) and IAF
(200 puM) labeling. Following 2-DE, three replicate gels/site were
scanned using an FX Molecular Imager (Bio-Rad) at a 488 nm excitation
and 530 nm emission/detection wavelengths to detect AF-labeled pro-
teins. The gels were then stained with SYPRO Ruby and rescanned at
a 532 nm excitation and 555 nm emission/detection to reveal total pro-
teins. All image analyses and determinations of oxidized thiol protein
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regulation factors were performed using PDQuest software (Bio-Rad).
To achieve accurate quantitative comparisons, fluorescent images of
the 2-DE gels were captured at an equal sensitivity and processed
using the same values for the parameters in the “transform” control
panel of PDQuest software (low, high and gamma sliders).

Both types of 2-DE images (AF and SYPRO Ruby) were exported
from PDQuest software in TIFF format and placed in different layers of
the same Adobe Photoshop file so that they would overlap exactly. To
differentiate the two stains, the original gray color of the AF image
was changed to red and that of the SYPRO Ruby image to blue. The
AF-labeled Mr markers, loaded on both sides of the gel, were used as
reference and anchoring points to facilitate perfect matching of the
two gels. This allowed us to determine the exact positions of the differ-
entially oxidized thiol proteins in the SYPRO Ruby-stained gel, assuring
their precise excision for MS analysis.

2.3. Cluster analysis

The Genesis package (Sturn et al,, 2002) was used for cluster analysis.
Intensity data were normalized, and the distance measure employed was
Pearson correlation. A complete linkage hierarchical cluster analysis was
performed using the intensity of the 35 differentially expressed oxidized
thiol protein spots in each of the 3 gels from each study site.

2.4. MALDI-TOF/TOF mass spectrometry and protein identification

Spots were automatically excised in a ProPic station (Genomic Solu-
tions, UK), then digested and loaded onto a MALDI plate using a ProPrep
11 station (Digilab Genomic Solutions Inc., UK). The gel plugs were
bleached twice over 30 min at 37 °C with 200 mM NH4HCO; in 40% ace-
tonitrile. They were then subjected to 3 rounds with 100% acetonitrile and
25 mM NH4HCO; in 50% acetonitrile and subsequently dehydrated for
5 min with 100% acetonitrile and dried over 4 h at room temperature.
Then, 20 pl of modified porcine trypsin (sequencing grade; Promega)
at a concentration of 12.5 ng/ul in 25 mM NH4HCO; was added to the
dry gel plugs and digestion proceeded at 37 °C for 12 h. Peptides were ex-
tracted with 1l of 10% trifluoroacetic acid and incubated for 15 min, after
which they were desalted and concentrated in puCyg ZipTip columns
(Millipore) and directly loaded onto the MALDI plate using «-cyano
hydroxycinnamic acid as the matrix.

MS analysis was conducted in a MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics
Analyzer, Applied Biosystems) in an m/z range of 800 to 4000, at
a 20 kV accelerating voltage. The spectra were internally calibrated
with peptides obtained through trypsin autolysis (MH*, 842.509 and
2211.104). The most abundant peptide ions were subjected to fragmen-
tation analysis (MS/MS), to provide information for peptide sequencing.
The proteins were assigned identification through peptide mass finger-
printing and confirmed through MS/MS analysis. The Mascot 2.0 search
engine (Matrix Science Ltd., London) was used for protein identification
running on GPS Explorer™ software v3.5 (Applied Biosystems), com-
paring the results to crustacean and arthropoda peptide sequences
existing in the UniProt database (monthly updated). The search settings
allowed one missed cleavage with trypsin, an MS/MS fragment
tolerance of 0.2 Da, a precursor mass tolerance of 100 ppm, and
acetamidofluorescein- and acetamido-labeled Cys and Met oxidation
as possible modifications. Proteins that were statistically significant
(p < 0.05) were positively assigned identifications after considering
Mr and pl values. The protein identifications were validated according
to the following criteria: sequence coverage, high score, lowest expect,
number of matched peptides, and the number and score of the
fragmented ions.

2.5. Statistical analysis

The data are presented as the mean =+ SD of three independent
gel images. They were analyzed using GraphPad Instant software

(version 3.05). Student's t statistic was calculated as an unpaired, two-
tailed test. A p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

A quantitative analysis of reversibly oxidized thiols was performed
in digestive gland extracts after reversibly labeling oxidized thiols
with IAF. To identify proteins prone to undergo this change, three tech-
nical replicates of AF-labeled proteins were separated via 2-DE, and gel
images obtained for each sampling site were compared. Fig. 2 shows
four representative gels. Three gel images per site (12 images in total)
were analyzed for thiol oxidized proteins (AF-labeled, Fig. 2A) and
total proteins (SYPRO Ruby-stained, Fig. 2B). After image analysis, the
total density of the protein spots was also calculated for reversibly
oxidized thiol proteins (Fig. 3). Data on thiol oxidized proteins were
normalized for total protein density.

The SYPRO Ruby-stained proteins detected for the four study sites
were quite similar, as shown by the 2-DE gel patterns (Fig. 2B). In fact,
each spot was visible in the same region of the 2-DE gel for every site,
indicating a similar presence of each protein in the crayfish from all
sites. In contrast, great differences between the four sites were observed
among reversibly thiol oxidized proteins. As illustrated in Fig. 2A, the
2-DE gels showed few AF-labeled (thiol oxidized) spots in LP and PAR
crayfish, while many more oxidized spots were visible in animals from
the ROC and MAT sites. Fig. 3 confirms that compared to LP, the total
density of proteins with reversibly oxidized thiols was much higher in
ROC (p < 0.01) and especially in MAT crayfish (p < 0.001), where the
intensity of oxidized spots was 3.2- and 4.2-fold higher, respectively.

A representative 2-DE gel of AF-labeled proteins from MAT crayfish
(Fig. 4, left), shows that there were 798 + 2 protein spots exhibiting
reversibly oxidized thiols, corresponding to 46% of 1721 + 118 spots
detected through SYPRO Ruby staining. It also shows the position of
35 spots presenting differences in intensity (>2-fold, p < 0.05) compared
to the LP reference site as well as the names of the identified proteins.

Table 1 lists the 23 spots identified via MALDI-TOF/TOF, whose
positions are indicated in Fig. 4 (and Fig. 5, see later). These spots
represent 8 distinct proteins: 1) ferritin, FER, identified from
four spots, 2-4 and 36 (Fig. 5); 2) superoxide dismutase, SOD, from
six spots, 6-9, and 37-38 (Fig. 5); 3) protein disulfide isomerase, PDI,
from spot 18; 4) actin, ACT, from four spots, 19-22; 5) fatty acid-
binding protein, FABP, from two spots, 29 and 30; 6) nucleoside
diphosphate kinase, NDK, from two spots, 24 and 25; 7) fructose-
biphosphate aldolase, FBA, from two spots, 26 and 39 (Fig. 5): and 8)
phosphopyruvate hydratase, PPH, from two spots, 34 and 35.
Only spot 39 did not follow the stringent criteria (protein score > 72
and p < 0.05 in the arthropoda database) applied to obtain an unambig-
uous identification, but it was also considered to be identified due to its
proximity (similar Mr and pl) to spot 26, which was unambiguously
identified as FBA; in addition, the same peptide, LADIGLENTEENRR,
was obtained through TOF/TOF fragmentation of spots 26 and 39.

A hierarchical cluster analysis was carried out using the Genesis
package to visually quantify the alterations in oxidized thiol levels
among the 35 selected spots (Fig. 4, right). Proteins and sites were
grouped based on similarities in their expression patterns. As indicated
above, the AF-labeling of most proteins (spots 5-35) was stronger in
MAT crayfish, while only 4 spots (1-4) presented stronger AF-labeling
in ROC. Again, no difference in oxidized thiol levels was observed in
PAR crayfish compared to LP animals. The oxidized protein spots were
grouped into three clusters. Cluster 1 included four spots (1-4) that
were exclusively up-regulated at ROC, among which spots 2-4 were
identified as ferritin. Cluster 2 included seventeen proteins (5-21)
that showed particularly high fluorescence in MAT animals and were
also high at ROC; this abundant cluster included spots 6-9 (superoxide
dismutase), 18 (protein disulfide isomerase) and 19-21 (actin). Cluster
3included fourteen spots (22-35) that were up-regulated only at MAT,
among which spots 22 (actin), 24-25 (nucleoside diphosphate kinase),
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Fig. 2. Representative 2-DE gel images of IAF labeled oxidized thiol proteins (A) and total proteins SYPRO Ruby-stained in the same gels (B) of digestive gland of P. clarkii collected from
different sites. For sampling sites, see Fig. 1 legend. The fluorescent images of the gels were captured at equal sensitivity and processed using the same values for the parameters in the

transform control panel in PDQuest software.

26 (fructose-biphosphate aldolase), 29-30 (fatty acid-binding protein)
and 34-35 (phosphopyruvate hydratase) were identified.

Table 2 presents the AF signal intensities of the 19 identified proteins
showing thiol oxidation differences compared to the LP site. Regarding
Cluster 1, the oxidation of the 3 FER spots increased >3 fold at ROC
(p < 0.001), whereas it showed no change (spots 2, 4) or even de-
creased at the other sites (spot 3, p < 0.05). All of the Cluster 2 proteins
were highly oxidized at MAT whereas at ROC, the difference was only
significant for spots 6 and 8 (SOD), 18 (PDI), and 19-21 (ACT). Similar
increases in intensity were found in ROC and MAT for spots 6, 8, 18

and 19. All of the identified proteins in Cluster 3 (22, ACT; 24-25,
NDK; 26, FBA; 29-30, FABP; 34-35, PPH) were over-oxidized at MAT
(p < 0.001), but only spot 22 showed an increase at ROC (p < 0.01).
The two spots identified as FABP (29-30) were undetectable at LP or
ROC, although both were very intense at MAT.

Fig. 5A is a representative 2-DE gel from MAT crayfish, where
AF-labeled oxidized thiol proteins (in red) are overlaid on SYPRO
Ruby-stained proteins (in blue). Because AF-binding to reversibly
oxidized thiols adds 388.35 mass units per thiol and the protein pl can
be also modified, there is little overlap between the two types of 2-DE
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Fig. 3. Quantitative comparison of the 2-DE gel images of IAF labeled oxidized thiol
proteins. Gel images were analyzed using PDQuest software and the total density in the
gel was determined. Values are mean -+ SD of three gels of each site. The statistical signif-
icance of the differences is compared with LP, used as reference. Statistical significances:
**p < 0.01, ***p < 0.001. The numbers represent the total density fold increase at the
sites with significant changes relative to LP.

images. Three representative regions are expanded in Fig. 5B, showing
the same identified proteins from different spots. AF-labeled oxidized
thiol spot numbers 26, identified as FBA, 6-8, identified as SOD and
2-4, identified as FER, are shifted to a more acidic pl and slightly higher
Mr, suggesting that they harbor posttranslational modifications com-
pared to spots 39 (also identified as FBA), 37-38 (identified as SOD),

30- (ACT)20 14
s
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and 36 (identified as FER). These last four proteins are likely the native
forms without the oxidized thiol groups of the first set of proteins, as
they are detected in the SYPRO Ruby-stained image (blue), but not in
the image of the IAF labeled oxidized thiol proteins (red).

If the region covered by the peptides used for protein identification
includes Cys residues, the susceptibility of a particular Cys to reversible
oxidation can be studied, as shown in Table 3. Thus, P. clarkii ferritin har-
bors a single Cys at position 13, which is oxidized in spot 2 (AF-labeled)
and reduced in spot 36 (AM-labeled). This confirms our previous as-
sumption that spot 36 represents the un-oxidized thiol form of ferritin.
In contrast, spots 24 and 25 correspond to two AF-labeled forms of
nucleoside diphosphate kinase. This protein contains three Cys residues
at positions 64, 67 and 108. Curiously, Cys108 was oxidized in spot 24
but reduced in spot, 25, while Cys76 appeared only to be oxidized in
spot 25, and Cys64 was in a reduced state in spots 24 and 25.

4. Discussion

4.1. Utility of redox proteomics as pollution biomarker in aquatic DNP
ecosystems

After the Aznalcollar spill in 1998 the pollution status of DNP and its
surrounding areas was studied by combining conventional biomarkers
and omic approaches (Abril et al., 2011; Lépez-Barea and Gémez-Ariza,
2006; Pueyo et al., 2011; Ruiz-Laguna et al., 2006). Three inhabitant
organisms were used as bioindicators, the free-living mice Mus spretus
(Bonilla-Valverde et al., 2004; Ruiz-Laguna et al., 2001), the bivalve
Chamaelea gallina (Romero-Ruiz et al., 2003, 2006) and the crayfish
P. clarkii (Vioque-Fernandez et al., 2007a, 2007b, 2009).

Freshwater aquatic DNP ecosystems were monitored using the cray-
fish, P. clarkii. Polluted sites, such as MAT and ROC, showed increased
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Fig. 4. (Left) 2-DE gel of oxidized thiol proteins of P. clarkii from MAT. The arrows mark the 35 differentially expressed oxidized thiol protein spots (>2-fold intensity differences, p < 0.05)
compared to LP, 19 of which were identified via MALDI-TOF/TOF and are indicated in parentheses. (Right) Cluster analysis. Each row represents one oxidized thiol protein spot, showing
the proteins identified on the right. Columns represent the expression profile for one biological replicate at each study site. Green rectangles indicate samples with lower intensity for the
particular protein spot relative to other samples, and red rectangles samples where the spot is more intense. The color intensity is proportional to the fold change as represented by the

scale.



by MALDI-TOF/TOF analysis.

Spotno’  Protein  Protein name, organism® UniProtI°  Mr (pl) Sequence  Peptides  Protein  Expect  Mrion  Fragmented ion Ton score
| = v.(x)  matched  scoret
eor. Exp.
2 FER Ferritin, Procambarus clarki FSAGF3 194(52) 198(51) 64 12 401 S7E-36 134166 136
149776 RAGTSGLGEFLFDK a9
285032  NTDAHUINMLEEDFLEEQVESIEK 158
3 Ferritin, Procambarus clarki F3AGF) 194(52)  202(51) 33 7 144 28E-10 134166 89
285033 NTDAHLINMIEEDFLEEQVESEK 35
4 Ferritin, Procambarus clarki F3AGF) 194(52) 199(52) 24 7 268 ME-2 134167 120
1497.77 15
285031  NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 112
3 Ferritin, Procambarus clarkil FAGF) 194(52) 191(52) 81 18 7 45E-32 118368 ASK 30
134167 AGTSGLGEFLFDK 132
149777 RAGTSGLGEFIFDK 18
159167  QNYHEDCEAAINK 45
265820 VASYVYMSMGYYFDR 2
285031  NTDAHLUINMLEEDFLEEQVESIEK 24
5 50D Superoxide dismutase, Procambarus clarkii ASLRVE 313(54)  310(53) 33 n 260 7E22 155183 K 88
170984 8
197098 QAEEANDVGAMNALLPAIK 50
7 Superoxide dismutase, Procambarus clarkil ASIRVE 313(54) 293(53) 27 10 332 45629 155183 LAELSGIEVDQIHK 100
170984 AFNVINWSNVNER 97
197098  QAEEANDVGAMNALLPAIK 101
8 ‘Superoxide dismutase, Procambarus claridi AILRVE 313(54) 280(53) 24 6 127 14E-08 170984 108
9 Mitoch. Mn superoxide dismutase (fragment), awrs 151(62) 224(65) 40 5 304 28E-26 180089  HHQTYINNLNIAEDK 121
Procambarus darkii 195197  NLSPDGGEPEGELLAAINR 161
37 Superoxide dismutase, Procambarus clarkil A9IRVG 313(54)  269(55) AN 8 127 14E-08 155183 LAELSGIEVDQIHK 95
38 Superoxide dismutase, Procambarus clarki ASIRVE 313(54)  304(55) R 2 7% LIE-33 155183 LAELSGIEVDQIHK 100
167993 KIAELSGIEVDQIHK 102
197099 DVGAMNALLPAIK 91
252525 YEVSALEPHISALMEIHHQK a3
8 ol Protein disulfide isomerase, Litopenaeus vannamei  COJBY4 553(46) 232(50) N 5 86 23603 215911 FVAANSLPLVVDRNHETASK 7
19 ACT Actin (fragment), Triops granarius DIMVDI  313(53) 295(52) 30 5 105 23606 179089  SYELPDGQVITIGNER 91
20 fi-Actin (fragment), Litopenoeus vannamei = 226(48) 240(51) 22 4 106 18E-06 179089  SYELPDGQVITIGNER %
21 Cytoplasmatic actin, Daphnia pulex E9HIB3 420(56) 71(56) B 12 125 23E-08 179089  SYELPDGQVITIGNER 9
2 Actin (fragment), Anoptiies stephensi DIYST? 240(52) 345(54) 15 3 7 44E-02 180490  SYELPDGQVITIANER 66
2 NDK  Nuckoside diphosphate kinase, Eriocheir sinensis E7CHRG 170(77) 183(67) 35 6 74 30E-03 133074 TRA 59
2 Nudleaside diphosphate kinase, Eriocheir sinensis E7CHRG 170(77)  185(67) 35 8 104 28E-06 105248  GDRIEVGR 50
133074 TRAVKPDGVQR 39
2% FBA aldolase, Triboliy D2A6ES 397(76) 374(61) 18 7 86 21E-03 162082  LADIGLENTEENRR 7
39 aldolase, Triboliy D2A6ES 397(76) 373(61) 15 5 0 01 162981  LADIGLENTEENRR 63
2 FABP  Fatty acid binding protein, Cherax quadricarinatus 101629 150(63) 145(65) 24 3 [ 1IE-02 145266  LGQEVDESTFDGR 59
30 Fatty acid binding protein, Cierax quadricarinatus 101629 150(63) 145(66) 31 4 88 10E-04 145266  LGQEVDESTFDGR 7%
34 PP Phosphopyruvate hydratase, Penacus monodon 478(62) 521(58) 8 4 64 27602 123068  AGAAELGIPLYR 58
5 osphopyruvate hydratase, Penaeus monodon 096656 478(62) 523(57) 19 7 80 T6E-04 123068 63
] ing of the igs. 4.and 5.
© Protein name, crganism and identifier (ID) as UniProtKB/Swiss-Prot database,
« exceptspots 22, 26 and anhropoda's. Protein
han 61 and sigy (p < 005) for and respectively.
“ lon score is — 10 « Log(P), where P probability atch is
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Fig. 5. Overlapping representative 2-DE gel image of IAF labeled oxidized thiol proteins (in red) and total proteins SYPRO Ruby-stained (in blue) of . clarkii from MAT (A). Three enlarged
representative regions are shown (B) where the same protein has been identified from different spots: (I) FBA, (1) SOD and (Il1) FER. Black arrows point IAF-labeled differentially oxidized

thiol proteins and blue arrows point non-labeled and, thus, non-oxidized proteins.

levels of twelve biomarkers responsive to metals, prc com-
pounds and pesticides levels of twelve biomarkers responsive to metals,
prooxidant compounds and pesticides (Vioque-Ferndndez et al., 2007a,
2007b, 2009). Two-dimensional electrophoresis resolved over 2500 gill
spots, of which 35 showed significant intensity differences between the
LP site and the other sites studied (Vioque-Fernandez et al., 2009). Four
protein expression patterns were established based on the fold 1

of up-/down-regulation of these 35 proteins: 1) The highest response
was detected at the Matochal (MAT) rice-growing areas (Vioque-
Fernandez et al., 2009), in agreement with the high levels of pesticides
and metals detected in this area (Vioque-Ferndndez et al., 2007b). 2)
A high response was found also at the upper Rocina (ROC) course,
and, 3) an intermediate response at Partido (PAR) course (Vioque-
Fernandez et al., 2009), in agreement with their pesticide and metal
levels (Vioque-Fernandez et al., 2007b). 4) The Lucio del Palacio (LP)
control site was essentially free of contaminants (Vioque-Fernandez
et al,, 2009). Suppression subtractive hybridization (SSH) has been car-
ried out in P. clarkii digestive glands to monitor the environmental qual-
ity of DNP and its surrounding areas.” Forty-three differentially
expressed genes have been detected in animals collected in two sites
classified as moderately (PAR) and highly polluted (MAT) compared
to those from the LP control site. The differential mRNA expression of
nine selected genes has been further validated by quantifying their tran-
script copy number by real-time qRT-PCR. Metal concentrations and se-
quence polymorphisms of the selected transcripts have been also
studied to assist the biological interpretation of the transcriptomic re-
sults. This study confirms that MAT is a highly polluted site, PAR a mod-
erately polluted site and LP the pristine control. The presence of metals
and prooxidant compounds near DNP prompted us to study the utility

2 Osuna-Jiménez I, Abril N, Vioque-Ferndndez A, Gémez-Ariza JL, Prieto-Alamo M),
Pueyo C. The environmental quality of Dofiana surrounding areas affects the transcription-
al profile of inhabitant crayfish Procambarus clarkii. Submitted to Fish & Shellfish
Immunology.

of redox proteomics as biomarker for assessing the environmental qual-
ity in aquatic DNP ecosystems.

Several pollutants promote oxidative stress via reactive O and N
species (ROS/RNS) (Lopez-Barea, 1995). Proteins absorb ~70% of ROS
and are a major target of oxidants, which lead to structural changes in-
cluding post-translational modifications (PTMs) and chain cleavage.
PTMs control many biological processes via different mechanisms,
such as changes in the activity, interactions and subcellular localization
of proteins (Yamakura and Kawasaki, 2010). Redox-active Cys are major
targets of ROS/RNS and electrophiles, which confer protection from
oxidative damage and play key roles in redox signaling (Davies, 2005;
Thamsen and Jakob, 2011; Ying et al., 2007 ). Oxidative/nitrosative stress
alters protein folding reactions in the endoplasmic reticulum. Increased
production of disulfide bonds in proteins promotes a futile cycle of
disulfide formation/breakage that depletes GSH-reducing equivalents
and generates further stress. Persistent oxidative stress and protein
misfolding initiate apoptotic cascades with essential roles in pathologi-
cal processes (Malhotra and Kaufman, 2007).

The present study confirms that redox proteomics is useful as a
new, sensitive biomarker of pollutant-promoted oxidative damage,
such as that due to the exposure to transition metals or electrophilic
compounds (Lopez-Barea, 1995) detected at different levels in DNP
(Vioque-Fernandez et al., 2007b). Thus, the total density of proteins
with reversibly oxidized thiols (Fig. 3) was much higher in animals
from the Matochal area and the Rocina stream, while no difference was
found in crayfish from the Partido stream compared to those from the
DNP core at Lucio del Palacio, in agreement with the conventional bio-
markers and 2-DE approaches previously analyzed (Vioque-Fernandez
et al., 2007a, 2007b, 2009), and with the SSH results and transcriptomic
analyses subsequently carried out in this species. The alterations in oxi-
dized thiol levels of the 35 selected spots (Fig. 4, right) also confirm the
presence of different pollution levels in the three problem sites. Thus,
31 thiol oxidized protein spots were particularly intense in animals cap-
tured at the Matochal area, including the fourteen spots (22-35)
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Table 2
AF signal intensity of the identified proteins at the different sites around Dofiana National Park.

Spot o Protein symbol” Sampling site® Cluster
e MAT PAR ROC

2 FER 7181 + 517¢ 5186 + 1541 4169 + 1269 24,480 + 2760 1
(° (0.7) 07) (34)™

3 1219 + 78 574 + 26 763 + 285 3714 + 296 1
(1) (05)* (06)" (30)*

4 761 + 177 622 + 76 650 + 175 2695 + 394 1
(1) (0.8) 09) (35)"

6 SOD 508 + 92 1368 + 256 484 + 139 1030 + 78 2
(1) (2™ (1.0) (20)™

7 966 + 734 3951 + 1362 1071 + 169 2660 + 1612 2
(1) (4.1)* (1) (28)

8 520 + 311 1616 + 360 455 + 144 1244 + 197 2
m (3.0 09) (24)"

9 901 + 190 3171 £ 417 973 + 116 1424 + 98 2
(U] (3.5)* (11) (16)

18 PDI 388 + 167 1054 + 308 280 + 175 1015 + 186 2
(1) 27" (07) (26)™

19 ACT 472 4+ 108 1707 + 419 336 + 128 1877 + 441 2
(1) (36)" (07) (40)™

20 825 + 265 3636 + 719 648 + 54 2089 + 211 2
(1) (44)** (08) (25)*

21 1846 + 570 6161 + 982 2034 + 294 3929 + 349 2
(1) (33)** (1.1) (21)

22 664 + 236 3354 + 400 1665 + 211 841 + 135 3
(1) (5.1)** (25)™ (13)

24 NDK 1045 + 618 3620 + 478 510 + 44 1599 + 102 3
(1) (3.5)"" (05) (15)

25 1807 + 440 3827 + 132 866 + 160 1729 + 421 3
%)) (21" (05)° (1.0)

26 FBA 2808 + 731 9245 4+ 849 3729 + 729 4437 + 674 3
(1) (33)" (13) (16)

29 FABP 0+0 2822 + 208 208 + 50 0+0 3

(nd)*** (nd) (nd)
30 0+0 3262 + 305 259 + 56 0£0 3
(nd)™** (nd) (nd)

34 PPH 1092 + 156 3285 + 768 1685 + 414 984 + 82 3
1) (3.0)"* (15) (09)

35 979 + 849 4703 + 539 1186 + 222 2286 + 768 3
(1) (4.8)" (12) (23)

# The numbering of the spots is arbitrary and corresponds to that of Figs. 4 and 5.

® For protein name, see the legend of Fig. 4.

© For sampling sites, see the legend of Fig. 1.

4 Arbitrary units of fluorescence. Data are means + SD (n = 3 replicate).

© The numbers in parenthesis represent the AF signal intensity fold increase at the sites relative to LP; nd, not possible to calculate because the signal intensity in LP is zero. The statistical
ignil of the dif is with LP, used as reference. Statistical significances: *p < 005, **p < 0.01, ***p < 0.001.

! Cluster number given by Genesis analysis as shown in Fig. 4 (right).

pertaining to Cluster 3, up-regulated only at MAT, and the seventeen only 4 thiol oxidized protein spots (1-4) pertaining to Cluster 1 that
spots (5-21) pertaining to Cluster 2, with very high fluorescence in were exclusively up-regulated in crayfish from the Rocina stream.

MAT crayfish, and with high (but lower) fluorescence also at ROC ani- Noticeably, while some reversibly thiol oxidized proteins identified
mals. The moderate contamination detected at the Rocina stream in the present work had been previously related with the response to
(Vioque-Ferndndez et al., 2007b) was consistent with the detection of ~ environmental pollution, such as superoxide dismutase (L6pez-Barea,

Table 3
Cysteine residues in proteins prone to reversible oxidation detected by MALDI-TOF/TOF analysis.
Protein symbol Protein name, organism® No. Cys" Spotnof  AF-Cys!  AA-Cys'  Mrion Peptide®
(position)
FER Ferritin, Procambarus clarkii 1 2 13 192273 QNYHEDC'EAAINK
(13) 36 13 1591.67 QNYHEDC"EAAINK
NDK Nucleoside diphosphate kinase, Eriocheir sinensis 3 24 108 1383.54 GDFC'IEVGR
(64,76, 108) 64 189491 HYADLADKPFYPGLCK
25 76 242117 YMOSSGPVWAMPC'WEGTGWK
108 1052.48 GDFCMEVGR
64 189491 HYADLADKPFYPGLCAK

* Protein name, organism as UniProtKB/Swiss-Prot database.

 Number of cysteine residues present in the protein (position of the Cys residues in the sequence of the protein).

© The numbering of the spots corresponds to that of Figs. 3 and 4, and Table 1.

4 Cysteine residue modified by IAF (i.e. a residue prone to reversible oxidation) or by IAA (i.e. a reduced status).

© Modified residues in the peptide are as follows: C*, Cys modified by IAF; C", Cys modified by IAA; M°, oxidized Met.
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1995; Vioque-Fernandez et al., 2009) or actin (McDonagh et al,, 2005),
other proteins had never been related to pollution, including ferritin,
protein disulfide isomerase, nucleoside diphosphate kinase, fructose-
bisphosphate aldolase, fatty acid binding protein, or phosphopyruvate
hydratase (enolase). The biological functions of these proteins will
be subsequently reviewed to understand their relationship to the bio-
logical effects of environmental pollutants.

4.2. Biological functions of the identified reversibly thiol oxidized proteins

Sophisticated cellular machinery ensures proper disulfide bond
formation and prevents the formation of illegitimate disulfides,
including protein disulfide isomerase, PDI, a 55 kDa protein with two
thioredoxin-like domains. PDI exhibits two activities, functioning as an
oxidase to introduce disulfide bonds in proteins and an isomerase to
rearrange incorrect disulfides, in addition to serving as a chaperone
that inhibits aggregation (Wilkinson and Gilbert, 2004). Cd-exposed
crabs show a strong induction of PDI to protect and/or repair target pro-
teins and to decrease Cd toxicity (Silvestre et al., 2006). S-nitrosylation
and S-glutathionylation inhibit PDI, leading to protein misfolding, ER
stress and cell death (Nakamura and Lipton, 2011; Tew et al., 2011).
PDI is highly abundant in the endoplasmic reticulum and is also present
in the cytosol, where it is cleaved by apoptotic caspases (Na et al., 2007).
In Hepa 1-6 cells subjected to oxidative stress, two spots were identified
as PDIAT and PDIA3 and were shown to be fragments containing redox-
sensitive thiols (Fuentes-Almagro et al., 2012). In the present work,
we identified a 23.2 kDa thiol-oxidized fragment of PDI in the cytosolic
fraction from MAT and ROC crayfish.

Cells remove ROS via specific defense mechanisms, including the use
of superoxide dismutase, SOD, a homodimeric metalloprotein that
disproportionates superoxide anions to 0, and H,0,. Three oxidized
forms of SOD (spots 6-8) showed higher levels at MAT and ROC.
The potential modifications of SOD include nitration, phosphorylation,
glutathionylation, cysteinylation and glycation, most of which decrease
SOD activity (Yamakura and Kawasaki, 2010). Oxidative SOD damage,
including S-glutathionylation and inappropriate disulfide formation,
dissociates SOD into low-activity monomers (Wilcox et al., 2009) relat-
ed to the pathogenesis of neurodegenerative diseases (Nakamura and
Lipton, 2011). PDI plays a key role in ameliorating SOD aggregation,
and inhibition of PDI via S-nitrosylation may contribute to protein
misfolding and neurotoxicity (Nakamura and Lipton, 2011; Walker
etal, 2010).

Many lines of evidence support the idea that oxidant-induced cell
damage is mainly mediated by the cytoskeleton, where the actin system
represents an early and sensitive target (Dalle-Donne et al., 2001;
Fuentes-Almagro et al., 2012; Rodriguez-Ortega et al., 2003). Actin,
ACT, is a ubiqui bundant and ial protein. G-actin monomers
(42 kDa) polymerize to form F-actin filaments, whose assembly/
disassembly and organization in higher-order networks depends on
external/internal stimuli (Papakonstanti and Stournaras, 2008). Actin is
prone to redox-mediated modifications, such as oxidation, nitrosylation,
nitration, carbonylation, and glutathionylation (Terman and Kashina,
2013). Processing and post-translational ACT modifications regulate
important events, directing physiological and pathological processes
(Sakai et al., 2012; Terman and Kashina, 2013). Redox modification of
critical ACT Cys residues alters the soluble:polymerized ratio of the pro-
tein, which may influence cell architecture and membrane function
(Sakai et al., 2012; Terman and Kashina, 2013; Tew et al., 2011). Under
mild nonlethal oxidative stress, S-thiolation protects against inter-/
intramolecular disulfide formation and prevents excessive ACT polymer-
ization and cross-linking, preserving microfilament dynamics (Dalle-
Donne et al., 2001). ACT glutathionylation is an early mechanism allowing
animals to survive oxidative stress at polluted sites (McDonagh et al.,
2005). Low Cd** concentrations increase ACT glut leading

glutathionylation levels (Choong et al., 2013). In the present study,
only spot 21 presented an experimental Mr (37.7 kDa) close to that pre-
dicted for G-actin (42 kDa), while the other three spots (19, 20 and 22)
corresponding to ACT could be lower Mr oxidized-truncated forms
(29.5, 24.0 and 34.5 kDa), similar to forms previously identified under
oxidative stress (Fuentes-Almagro et al., 2012; Rodriguez-Ortega
et al., 2003; Salas-Leiton et al., 2009), which were recognized as Cys-
reversible oxidation targets (Fuentes-Almagro et al., 2012).

Fructose-1,6-biphosphate aldolase, FBA, and phosphopyruvate
hydratase, PPH, are glycolytic enzymes. During glycolysis, FBA cleaves
fructose 1,6-biphosphate to dihydroacetone phosphate and glyceralde-
hyde 3-phosphate, wh in gluconec FBA catalyzes the re-
verse reaction. PPH interconverts 2-phosphoglycerate to phosphoenol
pyruvate, which is the second high-energy intermediary yielding
ATP during glycolysis. Oxidative modification of FBA, PPH and other
glycolytic enzymes may result in a decreased activity and enhanced
proteolytic susceptibility, leading to reduced glycolysis and glucose
metabolism and, ultimately, ATP depletion, which has been related to
pathological conditions (Offermann et al., 1984; Sultana et al,, 2010).
Changes in the redox state also regulates the expression of glycolytic
enzymes, as the oxidation of the Sp1 transcription factor decreases its
DNA-binding efficiency at the promoters of the genes encoding these
enzymes (Hamm-Kunzelmann et al., 1997). Inhibition of the glycolytic
flux shifts glucose into the pentose phosphate pathway to generate
NADPH, which protects against oxidative stress by providing the reduc-
ing power for antioxidant enzymes (Shenton and Grant, 2003). In
addition to its primary function, FBA plays “moonlighting” roles by
binding to other proteins (Ritterson Lew and Tolan, 2013). Aldolase
and other glycolytic enzymes interact with actin microfilaments in a
redox-dependent manner to form microcompartments of glycolytic
metabolons, thus allowing the cytoskeleton to sense and integrate the
general bolic activity in resp envirt | or physical changes
(Norris et al,, 2013; Ritterson Lew and Tolan, 2013; Wojtera-Kwiczor
etal, 2013).

Iron is required for cell growth and proliferation, but excess Fe is
potentially harmful, as it can catalyze the formation of toxic ROS/RNS
via Fenton chemistry (Welch et al,, 2002). Ferritin, FER, is the major in-
tracellular protein responsible for the sequestration, storage and release
of Fe. FER can accumulate up to 4500 Fe atoms and release them upon
an increased cellular need for bioavailable Fe (Koorts and Viljoen,
2007; Welch et al., 2002). FER is ubiquitous and is tightly regulated in
a complex manner by Fe and the cellular oxidative status (Arosio and
Levi, 2002). In contrast to studies suggesting that FER induction protects
against oxidative stress, oxidative damage to FER increases the cellular
Fe content and exacerbates oxidant injury (Welch et al., 2002; Yoon
etal., 2011). A 10-fold increase in malondialdehyde levels was observed
at ROC compared to LP (results not shown), in parallel with the increase
in oxidized ferritins. In crabs, secreted ferritin is as an evolutionarily
conserved molecule involved in the Fe-withholding strategy of the
innate immune defense (Kong et al., 2010).

Fatty acid-binding proteins, FABPs, are small (14 kDa), multifunc-
tional, multigenic and cytosolic lipid-binding proteins
(Esteves and Ehrlich, 2006; Zimmerman and Veerkamp, 2002) that
have been well studied in vertebrates, but less well investigated in
invertebrates (Cheng et al., 2013). Although their primary biological
function appears to be the intracellular binding and transport of long-
chain fatty acids and other hydrophobic ligands, such as prostaglandins,
bile acids, eicosanoids and some drugs, other significant roles in cell
growth and differentiation, cellular signaling and gene transcription
have been proposed (Esteves and Ehrlich, 2006; Zimmerman and
Veerkamp, 2002). In the vertebrate immune system, FABPs play a role
in fatty acid-regulated inflammation via interaction with peroxisome
proliferator activated receptors, and a similar function in the crab innate
i system has recently been reported (Cheng et al., 2013). FABPs

to protective effects in vivo, whereas cystoskeleton disruption occurs at
higher Cd®* concentrations that increase ROS levels but maintain basal

are also effective as an endogenous cytoprotectant against oxidative
stress (Yamauchi et al., 2011). Thus, FABPs function as antioxidant
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proteins by scavenging reactive lipids through the covalent modifica-
tion of Cys120 (Bennaars-Eiden et al., 2002). Additionally, the presence
of Cys pairs in FABPs contributes to protein stability and may also relieve
oxidative stress via thiol disulfide interchange (Zimmerman and
Veerkamp, 2002). For this reason, FABPs have been proposed as
biochemical markers of tissue injury under pathological conditions
(Zimmerman and Veerkamp, 2002).

Nucleoside diphosphate kinase, NDK, belongs to a family of
highly conserved proteins that show nucleoside diphosphate kinase
activity to transfer y-phosphate from nucleoside triphosphates to the
P-phosphate of nucleoside diphosphates. While NDK was originally
identified as tumor metastasis suppressor, it is now considered a
multifunctional protein regulating major cellular events, such as prolif-
eration, differentiation and development, adhesion, migration, and
vesicular trafficking. These proteins also exhibit protein kinase and
DNA transcription, repair and cleavage activities (Postel, 2003). NDK-
induced modifications are essential in many cell functions and regulatory
processes (Lee et al., 2009). Cys109 (108 in Eriocheir sinensis NDK) of the
peptide '"°GDFCIQVGR' ' shows particular importance, as it is oxidized
to various oxidation states, including intra- and inter-disulfide crosslinks,
glutathionylation, and sulfonic acid formation (Lee et al, 2009).
Although Cys109 is not situated at the NDK active site, it is involved in
subunit contacts in hexameric structures, and interdisulfide Cys109-
Cys109 formation affects the activity and oligomeric structure of NDK
(Kim et al., 2013; Lee et al., 2009). Glutathionylation of Cys109 also
inactivates NDK by damaging nucleoside binding to the active site, sug-
gesting that Cys109 plays a key role in the response to oxidative stress
(Lee et al., 2009). In the present study, in addition to Cys108, which
was found to be oxidized in spot 24, we provide the first evidence of
reversible oxidation of Cys76 in NDK (spot 25).

5. Conclusions

In environmental studies, proteomics can be a valuable tool in risk
assessments with the potential to identify novel biomarkers and pro-
vide insight into toxicity mechanisms. In this study, analysis of redox
proteomics was used to assess the environmental quality of the aquatic
ecosystems of DNP, which are potentially threatened by agrochemicals
from nearby areas. The use of more classical ecological parameters, such
as differences in P. clarkii density between points flagged as impacted, or
effects on P. clarkii reproduction, is out of the scope of the present work.
The DNP managers have followed the densities of P. clarkii and many
other species, although no data are available about the three problem
sites of our study, MAT, PAR and ROC. Nevertheless, they informed®
that after P. clarkii introduction at the seventies, its density reached a
maximum around 1990, and has decreased since then, reaching now
only 10% of its maximum density. This can be due to: a) Intense drought
periods have hindered its reproductive cycles. b) Higher visibility ren-
dered P. clarkii a favorite prey of birds, significantly diminishing its num-
bers. c) Finally, pollutants could have effects on P. clarkii reproduction.

Cys residues in proteins are particularly sensitive to oxidative insults
generated by pollutants. This study provides key information about the
mechanisms and biological significance of oxidative damages to pro-
teins. MAT and ROC were the two areas showing the highest levels of
protein oxidation. Oxidant-sensitive thiol proteins were detected and
identified, revealing metabolic pathways and/or physiological processes
affected by pollutant-elicited oxidative stress. Based on the observed
changes, several hypotheses can be put forth: 1) Reversible thiol
oxidation of some proteins may be an early protective mechanism to
allow animal to survive under high oxidative stress in polluted sites.
2) Oxidation of some proteins may play a regulatory role by sensing
and integrating the general metabolic activity of the cell in response
to environmental changes. These two hypotheses represent normal

* Bravo Utrera MA, Research Coordination Office, Dofiana Biological Station, CSIC,
Personal communication.

homeostatic responses. If these changes can be directly linked to expo-
sure to a particular group of chemicals (such as transition metals), they
could be used as markers of exposure, being of great use in biomonitor-
ing programs, since they can be quicker and cheaper than full analytical
panels of water samples. A third hypothesis is that some of the observed
changes could affect the activity of the proteins and their function.
However, until such a detrimental effect is observed, and linked to the
exposure, hazard cannot be described. Further studies are needed to
understand the exact significance of all of the differential responses
observed in this work.
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