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Resumen y Abstract IX

Resumen

La creciente demanda de combustibles fésiles ha generado un auge en la blUsqueda de
hidrocarburos en altamar, incluyendo zonas del Caribe colombiano. La perforacion de nuevos pozos
puede dejar hasta cien mil toneladas de desperdicios en el océano, compuestos principalmente por
recortes de roca y residuos de lodos de perforacién. Los lodos de perforacion petrolera son mezclas
coloidales complejas de arcillas, fosfatos, lignina, surfactantes y solventes, los cuales tienen como
funcion principal estabilizar el pozo perforado y lubricar la broca de perforacion. A pesar de que los
lodos de perforacién basados en agua son los més usados en la industria por su reducido impacto
ambiental, existen reportes sobre efectos adversos de estos lodos en organismos marinos.
Adicionalmente, los aspectos toxicodinamicos de los lodos basados en agua son aun desconocidos.
En este trabajo se evalué la expresibn génica global del cnidario modelo Hydractinia
symbiolongicarpus después de una exposicion a la fase liquida de los lodos basados en agua,
mediante la metodologia de RNA-seq para analisis de expresion diferencial. La exposicion a los
lodos resulté en cambios morfolégicos en los tejidos de H. symbiolongicarpus, que incluyeron una
disminucién de hasta un 50% de la biomasa, aumento en el diametro de los pélipos y retraccion de
los tentaculos. El andlisis de expresion diferencial por RNA-seq mostré que 1.871 transcritos
estaban diferencialmente expresados después de la exposicion a los lodos. Entre los transcritos
diferencialmente expresados, 84 codificaban proteinas involucradas en el proceso de detoxificacién
intracelular, como por ejemplo los transportadores ABC, tiorredoxinas, el citocromo P450 y
componentes de la via de sintesis del Glutation. También se encontraron 41 transcritos codificantes
para proteinas involucradas en el proceso de apoptosis como la p53, proteina kinasa C, JNK, Ciclina
F, el receptor de factor de necrosis tumoral y Apaf-1, cuya activacion podria explicar la disminucién
de la biomasa de H. symbiolongicarpus. El analisis de los distintos grupos funcionales de proteinas
diferencialmente expresadas indic6é que la exposicién aguda a lodos de perforacion genera estrés
oxidativo e induccion de apoptosis en el modelo, provocando dafios celulares y tisulares

potencialmente irreversibles.

Palabras clave: Expresién genética, WBM, H. symbiolongicarpus, Detoxificacién,

Exposicién aguda.



X Cambios tempranos en la expresion génica global ante la exposicién a lodos de
perforacion petrolera en el cnidario Hydractinia symbiolongicarpus

Abstract

The growing demand for fossil fuels has generated an increase in offshore exploration and
exploitation of hydrocarbons, including regions in the Colombian Caribbean. The drilling
process of new wells can leave up to a hundred thousand tons of waste discharges, mainly
composed of rock cuttings and residues of drilling muds. The drilling muds are complex
colloidal mixes of clays, phosphates, lignine, surfactancts, and solvents, that are used to
stabilize the drilled well and to lubricate the drill bit. Despite that the water-based drilling
muds are the most used in the industry due to their reduced environmental impact, there
are reports on adverse effects of these muds on marine organisms. Furthermore, the
toxicodynamics of water-based muds is unknown. This work evaluated the global gene
expression of the model cnidarian Hydractinia symbiolongicarpus after an exposure to the
liquid phase of water-based drilling muds, using the RNA-seq methodology for differential
expression analysis. Drilling muds exposition resulted in morphological changes in H.
symbiolongicarpus that included a decreased in up to 50% of the biomass, and increased
in polyp diameter, and a retraction of the tentacles. The differential expression analysis by
RNA-seq yielded 1,871 differentially expressed transcripts after mud exposition. Among
the differentially expressed transcripts, 84 were predicted to encode proteins involved in
cellular detoxification, like ABC transporters, thioredoxins, cytochrome P450, and
components of the glutathione synthesis pathway. There were also found 41 transcripts
predicted to encode proteins involved in the apoptosis process, including p53, protein
kinase C, JNK, cyclin F, the tumor necrosis factor receptor, and Apaf-1, whose activation
might explain the decrease in H. symbiolongicarpus biomass. The analysis of functional
protein groups differentially expressed indicated that the acute exposition to drilling muds
generates oxidative stress and induction of apoptosis, which provoke potentially

irreversible cellular and tissue damage.

Keywords:

Genetic expression, WBM, H. symbiolongicarpus, Detox, Acute exposition.
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1. Introduccion

El aumento en la demanda mundial por combustibles fésiles ha llevado a una continua
busqueda de nuevos yacimientos de hidrocarburos. En Colombia, las nuevas zonas de
exploracién corresponden principalmente al mar Caribe, especificamente al bloque
Tayrona y el archipiélago de San Andrés y Providencia. En 2.004, una zona de 1100 Km?
en el bloque Tayrona fue asignada para empezar operaciones de exploracion en
potenciales yacimientos gaseosos y liquidos en la regién (1). En 2.005 se dieron permisos
de exploracion con un plan de duracion de 1 a 1,5 afios por pozo en el bloque Tayrona. En
2.015, se report6 el hallazgo de un pozo en el bloque Tayrona con cerca de 264 millones
de barriles de gas y crudo listos para explotacién (2), lo que llevo a un interés mayor para
muestrear nuevos lugares de exploracion. Por otro lado, en el Archipiélago de San Andrés
y Providencia se report6d hallazgos de gas en dos pozos, con areas cercanas al millon de
hectareas cada uno. Desde entonces se han designado 14 nuevos bloques de exploracion
en la zona, lo cual ha despertado preocupacion por parte de la comunidad cientifica,
politica y social de la regién, debido a los diversos dafios que se podrian generar en los
ecosistemas marinos, sobre todo en la reserva de biosfera Seaflower y en areas marinas

protegidas (3).

Los residuos provenientes de la perforacion petrolera son una fuente importante de
contaminacion de los ecosistemas marinos. Entre los afios 2.010 y 2.016 se registré un
poco mas de 3.200 plataformas de perforacién petrolera en el mundo (4), dejando entre
640.000 y 320°000.000 de toneladas de residuos de perforacion en el mar, segun distintas
estimaciones (5—7). Los residuos de perforacion se encuentran compuestos en mayor
medida por escombros provenientes del corte de la roca y en menor proporcién por Lodos
de Perforacion Petrolera (LPPs) (8). La contaminacion y toxicidad asociada a la descarga
de residuos de perforacion, ha sido relacionada principalmente con el uso de LPPs (6),
mientras los escombros han sido considerados como materiales no contaminantes o

inertes para los ecosistemas marinos (9).
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Los LPPs son una mezcla compleja de sustancias incorporadas en una matriz liquida
usada principalmente para enfriar y lubricar la broca de perforacién (10), remover los
escombros del fondo del pozo de perforacion, contrarrestar las presiones opuestas y
laterales dentro del pozo para prevenir escapes de gas y petréleo, prevenir el colapso de
las paredes internas del pozo y permitir el proceso de instalacién del casco protector (5).
Los LPPs se encuentran clasificados en tres tipos de acuerdo con el solvente que se utiliza
como base de la formulacién (11): Los lodos a base agua (WBM, por su sigla en inglés
Water-based drilling muds) (11), lodos de base acietosa (OBM, Oil-based drilling muds)
(12) y lodos de base sintética (SBM, Synthetic-based drilling Muds) (13). Los LPPs de tipo
WBM son los mas usados por su menor costo de produccién, menor impacto ambiental,

mayor desarrollo, tecnificacién y variedades en la formulacién (11).

Los componentes principales de los WBM son una gran variedad de solventes, arcillas,
fosfatos, compuestos a base de lignina y surfactantes (6). Los WBM tienen un aspecto
fisico de sustancia liquida coloidal viscosa, de color variable entre grises a pardos. Los
primeros WBM que se usaban en las plataformas de perforacion petrolera tenian en su
formulacion mas de 60 compuestos, sustancias y materiales de derivacion biologica (6)
gue se clasificaban en cuatro fases: Liquida, coloidal, quimica e inerte (10). Inicialmente,
era muy comun el uso de sales de cromo y asbestos en los WBM (6,14). Sin embargo, los
asbestos y sales de cromo han dejado de ser usados en la formulacién de los WBM,
aungue sigue el empleo de compuestos ligninas ferrocromo-sulfatadas, las cuales pueden

dejar trazas de cromo al ambiente (15,16).

El estudio toxicolégico de los LPPs se ha enfocado en la medicion de dosis y
concentraciones subletales (LD50, LC50), el andlisis de impacto ambiental a nivel
ecosistémico y poblacional, la cuantificacion de cambios en la estructura de las
comunidades bacterianas, y la evaluacion de alteraciones fisioldégicas en algunos modelos
animales (8,9,17-19). Desafortunadamente, no han sido encontrados reportes sobre la

toxicocinética y toxicodinamia de los LPPs en la fisiologia de los organismos marinos.

Se ha demostrado que los LPPs tienen efectos adversos en los ecosistemas marinos
rapidamente después de su aplicacion (8,9,17-19). En primer lugar, los LPPs pueden

dispersarse en los ecosistemas marinos cerca de 10.000 metros alrededor de las
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plataformas de perforacion (9,18), segun la fuerza de las corrientes marinas.
Especificamente, uno de los componentes més abundantes de los LPPs, como las arcillas
de barita, se encontraron en los tejidos de coral ubicados a 10 Km de las plataformas de
perforacion, evidenciando una bioacumulacion de Bario en el exoesqueleto (20). En siete
especies de corales formadores de arrecife (M. annularis, A. agaricites, D. stokesii, A.
cervicornis, P. divaricata, P. furcata, P. asteroides) se reportaron efectos adversos a
concentraciones de 3,16% a 100% y tiempo de exposicién de hasta 96h, que incluyeron
retraccion e inflamacién de pdlipos, incremento en secrecidon de moco, desintegracion de
tejidos y muerte de la colonia (21). En otro caso, el coral de aguas profundas L. pertrusa
mostrd efectos adversos similares a los corales mencionados anteriormente (22), como lo
fueron retraccién de pélipos e incremento en la secrecién de moco. Adicionalmente, se
reporté muerte de poélipos en un 2,2% de los casos observados después de 84 dias de
exposicién a una concentracion de 2,5mg WBM por 100ml disolucion (22).

En este trabajo se investigo los efectos en la expresion genética global de la exposicion a
WBM en el modelo cnidario Hydractinia symbiologicarpus usando analisis de expresion
diferencial basados en RNA-seq. H. symbiolongicarpus es un cnidario colonial sésil
perteneciente a la Clase Hydrozoa, que vive sobre las conchas donde habitan los
cangrejos ermitafios de la especie Paugurus longicarpus (23). H. symbiolongicarpus
presenta un plan corporal simple compuesto de tres tejidos principales pélipos, mata
estolonal y cavidad gastrovascular (23). H. symbiolongicarpus ha sido utilizado como
modelo cnidario de investigacion en ecologia, biologia del desarrollo, inmunologia
comparativa y genética molecular (23). El grupo de Inmunologia Evolutiva del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia mantiene cultivos estables de este
organismo desde hace mas de 10 afios. Adicionalmente, H. symbiolongicarpus presenta
un gran potencial como modelo biolégico para evaluacion toxicolégica de agentes
contaminantes debido a su plan corporal simple, tipo de vida sésil y colonial, ademés de

su importancia como simbionte del cangrejo ermitafio.

Las metodologias basadas en técnicas de secuenciacion de nueva generacion (Next
Generation Sequencing, NGS) como el RNA-seq, han mostrado ser una herramienta muy
poderosa en el estudio de toxicidad de contaminantes y compuestos derivados de la

produccion petrolera (24). Un estudio mostré cambios de la expresion genética total en
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peces tipo carpa expuestos a petroleo en el Golfo de México (24). Alli se logré determinar
la sobre expresion de las vias del metabolismo involucradas en la biotransformaciéon de
xenobidticos, incluyendo Citocromo P450, Glutation S transferasa, Receptor del Aril-
hidrocarburo y Glucoronosil transferasa a diferentes concentraciones de exposicion (24).
Este reporte deja un precedente de éxito de las metodologias aplicadas al campo de la
toxicologia y permite que pueda ser aplicada con otros tipos de sustancias con potencial

toxico como los WBM.
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2.1.Lodos de perforacion Petrolera (LPP)
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hundreds to thousands
eters deep

Figura 2-1. Proceso de descarte de LPPs a aguas oceanicas. Inicialmente los LPPs son bombeados a través
de la tuberia interconectada a la broca de perforacion. Posteriormente el LPP realiza sus funciones en la broca
y es eyectado por la tuberia de revestimiento junto con los escombros o “cuttings” de perforacion. Una vez de
regreso en la plataforma el LPP se recupera entre el 60% y 90% para finalmente se vertido en el agua oceéanica

junto con los escombros de perforacion (6).
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El proceso de perforacion de pozos de hidrocarburos costa afuera es utilizado durante la
fase de exploracion. En esta fase, se utiliza una maquinaria especializada a manera de un
taladro vertical que tritura la roca de plataformas ocedénicas a grandes profundidades segun
donde se encuentre el reservorio de hidrocarburos (Figura 2-1) (19). Para facilitar el
proceso de perforado se emplean los lodos de perforacién (LPP), los cuales son fluidos
viscosos utilizados para remover los escombros producidos durante el proceso de
perforacion petrolera (25) y adicionalmente, contribuyen a la refrigeracion y limpieza de los
cabezales de la broca, reduccion de la friccion entre la broca y los estratos rocosos de
perforacion, estabilizacion del pozo, muestreo del perfil estratigrafico de los sedimentos
depositados, soporte durante el proceso de instalacion del casco protector y ayuda a la
retencién de la filtraciéon de fluidos al pozo de perforacion a través de rocas permeables
(19,25,26).

Los LPP son una mezcla compleja de sustancias que varia en composicién y concentracion
de sustancias de acuerdo con el perfil estratigrafico del lugar y tipo de yacimiento al que
se pretende llegar (26). Los componentes principales son agua, solventes organicos,
material espesante (Ej, barita o sulfato de bario, poliacrilatos u otros polimeros organicos),
aditivos, emulsificantes (Ej, Alquilacrilatos, sulfonatos y éxidos de polietileno), sustancias
tampdn, limos, arcillas, defloculantes, éteres, ésteres, olefinas, hidrocarburos aromaticos
(18). Los LPPs se clasifican tradicionalmente en dos tipos principales de acuerdo con su

solvente base: agua o aceite (Anexo A) (11,25).

Ademas de las caracteristicas fisicoquimicas, las nuevas técnicas de produccion de LPPs
contemplan que haya una minimizacion en la liberacion de agentes contaminantes al medio
ambiente a través de los residuos de perforacion y bajos costos de produccion (25). Debido
a esto, los lodos que cumplen con estas dos caracteristicas son de tipo WBM, haciéndolos
los mas ampliamente usados en la industria y de los cuales se han descrito al menos 30
diferentes tipos de lodos de la clase WBM (Tabla 2-1) (25).

La formulacién quimica de los LPPs categoriza sus componentes en cuatro fases: liquida,
coloidal, inerte y quimica (26). Cada una de las fases otorga propiedades fisicoquimicas

especificas de viscosidad, propiedades anticorrosivas, valor de rendimiento, baja capaci-
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Tabla 2-1. Tipos de lodos de perforacion base agua (WBM). Propiedades de perforacién y reportes toxicolégicos o contaminantes. Tomado de (11).

Componentes

Nombre Propiedades de perforacion S Reporte téxico 6 Contaminantet Ref
principales
F!mdos no Alta V|5005|qao_| y mayor proporcion No especificado N/A N/A
disperses de punto-pléstico.
Bentonita Altera _eI paisaje de los lechos marinos y modifica el equilibrio en las @7
. poblaciones de invertebrados.
Fluidos . . . - - - o - - -
) Buenas propiedades anticorrosivas ) Puede inducir estrés oxidativo en organismos por vias de metabolismo
Dispersos Tiner - . (28)
respiratorio.
Carboxi metil celulosa Sin efecto tdxico o contaminante reportado. N/A
Fluidos Minimiza el imoacto ambiental Glicerol Sin efecto téxico o contaminante reportado. N/A
Inhibidos P Silicatos Na o K Biocompatibilidad con organismos vivos (29)
NaCl Sal encontrada en los ambientes marinos, sin riesgo toxico y contaminante. N/A
Lodos abase de No especificado Fosfatos er)'baja Sin efecto téxico o contaminante reportado. N/A
fosfatos concentracion
NaOH Téxico en contacto directo sobre tejidos, de manera aguda o crénica. (30)
Resistencia a altas temperaturas
Lodos abasede (alrededor de 205°C), buen control Lignita Puede tener reservorios de metales pesados, per se no tiene efectos tdxicos. 31)
lignina de viscosidad, fuerza gelificante y 9 Riesgo potencial como agente contaminante.
poca perdida de fluidez.
Lodos de . . bQuebrach;o (Aﬁent,el_de Sin efecto toxico o contaminante reportado. N/A
uebrancho Propiedades dispersantes ronceado polifend ico) _ _ ‘
q Polifosfatos Sin efecto tdxico o contaminante reportado. N/A
. . Cromo o compuestos derivados del cromo tienen alto riesgo de ser
Lodos Resistente a la contaminacion, alta . . o - . ’ .
. . Ferrocromo lignosulfonato  contaminante y toxico para la vida silvestre. En humanos tiene propiedades (32)
Lignosulfonados dureza en presencia de sales . P !
carcinogénicos, especialmente el Cr(lV).
Baia viscosidad. poca fuera Limos Sin efecto tdxico o contaminante reportado. N/A
Lodos a base de |J'f' P i NaOH Téxico en contacto directo sobre tejidos, de manera aguda o crénica. (30)
Limos gelificante y buena suspension de Puede inducir estrés oxidativo en organismos por vias de metabolismo
agentes espesantes. Tiner - . (28)
respiratorio.
Lodos de agua Alta tasa de penetraciéon y promueve N . . .
dulce bajos en la sedimentacion de solidos Varios tipos de floculantes Muchc_)s agentes floculantes son a_mlgablgs_con ellmedlo ambiente, (16)
h L y alto nivel de agua especialmente los floculantes de tipo organico o biofloculantes.
solidos perforados por floculacion.
i § lones salinos encontrados en los ambientes marinos, sin riesgo toxico y
4 3
Na, K, Mg, Ca, CI', SO contaminante. N/A
Lodos de agua No especificado Bentonita Altera _eI paisaje de los lechos marinos y modifica el equilibrio en las @7)
salada poblaciones de invertebrados.
Lignina lignosulfonada Rugde ser blode_gradada por algunas especies de hongos e invertebrados. No (15)
toxico o contaminante..
. Agente Carcinogénico en invertebrados. Puede formar compuestos epoxicos
Estireno X (33)
Lodos de Variacion de la densidad en funcién por metabolismo de CypaS0.

: ot : Divinilbenceno Sin efecto téxico o contaminante reportado. N/A
densidad de la presion en formaciones Tiene efecto agudo con sintomas colinérgicos y reacciones de hiperventilacion
variable subterraneas. Acrilonitrilo 9 9 y P (34)

en ratones.
Cloruro de vinilideno Sin efecto téxico o contaminante reportado. N/A
Fluidos Drill-in No especificado No especificado N/A N/A
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dad reoldgica y capacidad gelificante (25). Adicionalmente, la formulacion quimica de los
LPPs debe ser modificable segun el lugar y la estratigrafia de la perforacion.

= La fase liquida (Tabla 2-2) es el solvente de los LPPs, la cual puede estar
compuesta por agua (dulce o salada) o emulsiébn (agua-petréleo o derivado).
Dependiendo del LPP y su uso final, la cantidad de fase liquida puede variar entre
un 30% y 75% 24. En ambientes marinos suele usarse con mayor frecuencia agua

salada saturada o parcialmente saturada (11).

= La fase coloidal o reactiva (Tabla 2-2) esta constituida principalmente por arcilla,
limos o coloides organicos, los cuales le dan viscosidad variable al LPP (11). Esta
fase puede variar de acuerdo con la salinidad del agua. Si el agua es dulce se
utilizan arcillas tipo montmorillonita y si el agua es salada se utilizan arcillas con

atapulguita (10).

= La fase inerte (Tabla 2-2) se encuentra el material densificante (Barita), que tiene
como principal componente sulfato de bario y sales derivadas, con una gravedad
especifica de 4,2, el cual ayuda a disminuir o aumentar la viscosidad de acuerdo
con la temperatura de la broca (10). A la fase inerte se le pueden afadir aditivos
para modificar sus caracteristicas fisicoquimicas como arenas, silices negros,
arcillas no hidratables, calcita, aragonita, carbonato de hierro, carbonato de zinc,
ilmenita, tetradxido de magnesio, 6xido ferroso, éxido de zinc, 6xido de zirconio y
carbonato de plomo (11,35). Ademas, los aditivos tienen la caracteristica de ser

facilmente extraibles del sistema

= La fase quimica (Tabla 2-2) estd compuesta por iones, sustancias solubles,
emulsificantes, metales pesados (19), reductores de filtrado y otras sustancias que
le dan al lodo sus propiedades fisicas especificas (10), como de dispersante de
arcillas. Principalmente suelen usarse fosfatos, tanatos de sodio (Hidroxido de
sodio mas taninos), lignosulfanatos (Pulpa de madera de varios tipos), lignitos,

fluconotantes y surfactantes (11).
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Tabla 2-2. Componentes y compuestos quimicos de cada una de las fases de los LPPs, Adaptada de (6)

Fase Categoria Componente
Barita
Carbonato de Calcio
Bentonita

| A t d . ificad Sub-Bentonita

nerte gentes de carga y viscosiiicadores Atapulguita

Bentonita beneficiada

Fibra de Asbesto

Polimeros organicos largos producidos por por bacterias

Cromato de sodio

Hidréxido de sodio

Bicarbonato de sodio

Carbonato de bario

Quimicos comerciales Sulfato de calcio

Hidréxido de calcio

Cloruro de sodio

Hidréxido de potasio

Cloruro crémico

Tetrafosfato de sodio

Pirofosfato acido de sodio

Quebrancho

Quebrancho caustificado

Quimica Extracto de cicuta

Dispersantes Taninos

Lignita minada

Lignita caustificada

Lignosulfonato de calcio

Lignosulfonato modificado

Compuestos lignosulfonatos mezclados

Almidon pregelatinizado

Sodio carboximetil celulosa

Reductores de la perdida de liquido Polimero celulosico polianiénico

Poliacrilato de sodio

Lubricantes, Detergentes, Lubricantes para presion extrema

Hidrocarburos procesados

Emulsificadores Asfaltos solubles en aceite
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Fase Categoria

Componente

Surfactantes solubles en aceite

Detergente

Emulsificadores no i6nicos

Mezcla de surfactantes aniénicos

Especies organicas neutralizadas con aminas

Mezclas de acidos grasos sulfonados con materiales asféalticos

Antiespumantes, flucolulantes y
bactericidas

Estearato de Aluminio

Sodio alquil aril sulfonato

Agente floculante

Paraformaldehido

Pentaclorofenato de sodio

Materiales de baja circulacion

Coloidal

Material Fibroso

Lana mineral fibrosa

Conchas de nueces finas y medianas

Mica de tierra

Celéfano

Combinacién de granulos, escamas y materiales fibrosos de varios tamafios en un saco

Mezcla de fluidos pesados con tamponamiento de materiales suaves

Productos especiales

Reactivo de control de esquisto

Bentonita extender

Surfactantes no i6nicos

Amina de filmacién

Base aceitosa y lodos de emulsion
invertida

Emulcién invertida, Agua en diesel aceitoso

Lodo de base aceitosa

Fluido de base de gelatina aceitosa

Liquida — :
Emulsificantes para emulsiones
invertidas

Emulsificante primario

Gel de construccion y espesante

Estabilizador de alta temperatura
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2.2.Toxicidad por Lodos de Perforacion
Petrolera (LPP)

El impacto ambiental de la perforacion resulta principalmente del vertimiento de cerca de
180.000 galones de residuos provenientes de LPP por cada taladro utilizado (36), de
acuerdo con el esquema de ciclado y reutilizacion usado en las distintas plataformas
(Figura 2-1). La cantidad de desechos que puede dejar la perforacion de un pozo puede
variar desde 13.000. hasta 210.000 toneladas (18); y en los escenarios mas extremos
oscila entre las 50.000 y 100.000 toneladas. por pozo al afio (7). Los impactos ambientales
pueden verse a varios cientos de metros alrededor de los pozos de exploracién ya que se
ha registrado que los sedimentos tienen un radio de dispersién entre 25m hasta 10.000m
maximo sobre el lecho marino y columna de agua del lugar de exploracién, de acuerdo a
la fluencia de las corrientes oceanicas (18,27,37). Inclusive se ha demostrado que la barita
puede ser transportada por las corrientes ocednicas y depositarse en lugares distantes,
como por ejemplo en el mar de Noruega se ha encontrado sedimentos de Barita en
concentraciones de 5% P/P en exoesqueletos calcareos del coral Lophelia petrusa que se

hallaban a 4 Km del lugar de perforacion (20).

Una de las primeras alteraciones ecosistémicas observadas son los cambios en las
dinamicas poblacionales de las distintas comunidades marinas (19,38). Se ha visto que un
aumento en las deposiciones de sedimentos con contenidos de LPPs llevan a alteraciones
en el establecimiento y desarrollo de algas pelagicas y benténicas (38). Asi mismo, se ha
observado una reduccién en el intercambio de gases y aumento en la anaerobiosis
generando un cambio en la composicion de comunidades microbianas de los bentos
marinos (19). En otras poblaciones bentdnicas se ha registrado pérdida de biodiversidad y
abundancia de especies en un radio de 50 m del sitio de deposicion de escombros de una
zona de perforacion (los escombros contienen del 10% al 20% de LPP), dejando ver que
sus efectos son locales (39). Otros analisis in vitro comparando los perfiles de agregacion
del fitoplancton mostraron alteraciones en el tamafio, tasa de asentamiento y

comportamiento de agregacion después de su exposicion a LPPs (8).
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También la macrofauna de invertebrados sésiles (Poriferos y cnidarios) mostraron una
perturbacion sobre la densidad de asentamientos, los cuales habitan a una profundidad
cercana a los 100m (40). Especificamente, la cobertura de la macrofauna de una zona de
100m a la redonda era de 0.23 individuos/m2 antes de la perforacién, mientras que
después de 76 dias de iniciada la perforacion se observé una reduccion de un poco mas
del 50% de la cobertura (0.08-0.1 Individuos/m2) (40). En otro caso de invertebrados
bentbnicos como los cangrejos Paralomis sp., Shinkaia crosnieri galatheid y el camarén
Alvinocaris longirostris, se determiné que las abundancias de poblaciones se alteraban
dramaticamente favoreciendo el incremento de la poblacién de S. crosneri alrededor de un
90%, seguido entre un 10% de S. crosnieri galatheid y 8% a A. logirostris. Ademas, los
avistamientos de los individuos de la especie Paralomis sp. fueron escasos, en areas de
hasta 30 metros a la redonda del lugar de perforacion, luego de 16 meses de iniciados los

procesos de exploracion (27).

La exposiciéon a LPP tipo WBM, pueden generar efectos adversos en 6rganos y tejidos de
invertebrados bentdnicos. En vieiras se observo que las particulas disueltas en la columna
de agua provenientes de los WBM generan una disminucién en la tasa de crecimiento de
los individuos, estrés oxidativo, dafio histolégico en branquias y glandulas digestivas,
disminucion de la estabilidad de membranas lisosomales y dafios en el DNA (7). En
bivalvos como Placopecten magellanicus, la exposicién a LPP en concentraciones de 10
mg/L (Equivalente a 10 ppm) o superiores mostraron una reduccién en el crecimiento de
tejidos asociados a o6rganos reproductivos debido principalmente a la Barita (41),

fendmeno reportado también en las vieiras.

Incluso en casos mas dramaticos, donde se emplearon especies coralinas como
Montastrea annularis y Agaricia agaricites, los cuales son altamente sensibles a cambios
ambientales, se demostré que pueden morir luego de 75 horas de exposicion a LPP si las
concentraciones superan los 150 pl/L 0 0.15 ppm de LPP, mientras que el coral Acropora
cervicornis lo hace a las 65 horas de exposicion a una concentracion superior a 1000 pl/L
de LPP (21), siendo estas las méas sensibles a la exposicion por LPP. Ademas, los LPPs
también mostraron un efecto en la morfologia de los corales mencionados anteriormente,
observandose una retraccién de los tentaculos. Dicho fenotipo también se observé en otras

especies de corales usadas en el mismo estudio como Porites astreoides, P. divaricata, P.
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furcata y Dichocoenia stokesii. La retraccion total de los tentaculos luego en estas especies
de corales se observo luego de 24 horas de exposicion a una concentracion de 1000 ppm,
gue en la mayoria de casos duro hasta las 48h y 72h, mientras que en otros se observé
una relajacion de los tentaculos hacia las 72h y 96h (21).

Tabla 2-3. Valores de toxicidad aguda de mezclas preparadas a partir de LPPs y aditivos

usados. Concentraciones subletales CL50 a 96h. Adaptada de (6).

CLs0-96h (ppm por Vol o

Especie Organismo Mezcla de Prueba
mg/L)
Skeletonema costatum Diatomea >100-<1000*3 (EC50)-652*4 (EC50)
Acartia tonsa Copepodo Lodo en gel-Agua salada 100*3- 385*4

Menidia menidia

Pez teleosteo

>100,000

Skeletonema costatum Diatomea 3700 (EC50)
Agua marina ligeramente

Acartia tonsa Copepodo tratada con ferrocromo- 10,000
lignosulfonato en agua dulce

Menidia menidia Pez teleosteo 48,500

Skeletonema costatum

Acartia tonsa

Menidia menidia

Diatomea

Copepodo

Pez teleosteo

Ferrocromo-lignosulfonato en
lodo base agua dulce

<18,000-<32,000 (EC50) >10,000-
<18,000*4 (EC50)

100*3-300*4
>100,000

Oncorhychus kisutch Salmon coho 15,000-190,000
Nereis sp. Poliqueto 23,000->560,000
Mya sp. Bivalvo Siete diferentes LPPs 10,000- >60,000
Hemigrapsus nudus Cangrejo 53,000- >560,000
Orchestia sp. Amphiopodo 14,000- >560,000

Oncorhychus gorbusha

Salmon rosado

LPPs (10 3 mg/l), ~228 barita,
~88 bentonita

3,000-29,000

10,000-50,000; 100,000-125,000;

Neomysis integer Camaron 74,000 (48h); >100,000 (48h)*5
Pandalus hypsinotus Camaron 44,000; 32,000-150,000

. * - %5 -
Amiog'amlmarus Amphiopodo ~55 Ferrocromo >47£§)H000 5; >200,000*5; 10,000-50,000
contevicolus lignosulfonato, ~3 Soda (48h)

: tica, ~79% Agua

Gnorimospheroma caustica,
oregonensis Isopodo >70,000
Modiolus modiolus Bivalvo >30,000

Leptocottus armatus

Pez teleosteo

100,000-200,000 (48h)

*3 Rango hallado, *4 Definitivo, *5 Unicamente sobrenandante.
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Por otro lado, los estudios de toxicidad por LPP se han realizado en diferentes organismos
invertebrados y vertebrados, utilizando diferentes mezclas de prueba derivadas de LPPs o
con aditivos en soluciones con fase liquida acuosa (Tabla 2-3). Solo en los casos donde
los organismos eran microscopicos, los valores de concentracion letal 50 (CLso) eran bajos
cuando se usaban los aditivos de LPP, como en el caso de la diatomea Skeletonema
costatum (6). Cuando se empleaban los LPPs completos se observé que los valores de
concentracion en general eran representativamente menores que los vistos en las mezclas
de aditivos de LPPs, con rangos que varian entre los 10,000 y 560,000 ppm con respecto

a rangos de 100 a 200,000 ppm respectivamente (6).

Un aspecto central para el estudio de la toxicidad por LPP es que sus componentes
aislados no necesariamente son equivalentes a la toxicidad del LPP completo (Tabla 2-3)
(42). Por ejemplo, el uso de una base aceitosa en la fase liquida genera multiples
contaminantes como hidrocarburos aromaticos, algunos detergentes, acido sulfonico,
aminas y amidas. Estos pueden permanecer en el medio hasta 180 dias después de su
uso y en algunos casos pueden actuar como biocidas (19). En la fase quimica se
encuentran metales pesados como el cadmio, plomo y mercurio, que son tdxicos y
bioacumulables (36). Otras sustancias como la Barita, cuyo componente activo es el sulfato
de bario y estd presente en gran proporcién en los LPP en base agua (19,26), puede
disolverse en pequefas cantidades en el agua circundante, a pesar de su baja solubilidad
en agua (43). Cada uno de los componentes anteriormente mencionado puede actuar de
manera complementaria y mayor cuando se encuentran mezclados y se absorben de
manera simultanea en el organismo. Este fendmeno podria estar explicando porque motivo

los valores de LC50 disminuyen cuando se utiliza como sustancia de prueba LPP completo.

En general, lo impactos ambientales por LPP son amplios y variados, y su potencial para
biorremediacién depende de la biota y ecosistema asociados al lugar. Un estudio realizado
en Noruega muestra que después de las operaciones de perforacion al ecosistema le toma
cerca de 6 meses en empezar a recuperarse (44). Esta recuperacion no es sucesional, ya
gue las especies que recolonizan son diferentes a las iniciales, incluso cuando se aumenta

la ventana temporal. Una de las razones importantes que explican esta transicion, es que
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las condiciones de las zonas cercanas a los pozos de perforacién varian en cuanto a la
concentracion de elementos traza, nutrientes y oxigeno disuelto, por lo cual las especies

gue colonizan estas zonas deben tener un rango de adaptabilidad amplio (44).

Los estudios toxicolégicos con LPP se pueden resumir basicamente en estudios de
impacto ambiental, los cuales evallan fases agudas y crénicas, dejando de lado el estudio
de la toxicocinética y toxicodinamia de los LPP (19-21,39,41,45,46). En general estos
estudios incluyen también planes de mitigacion de impacto ambiental, como protocolos de
manejo para la descarga y reubicacion de desechos provenientes de residuos de
perforacion (47). Este trabajo llevo el andlisis toxicolégico de los LPP a otro nivel, ya que
a partir de datos de expresion diferencial es posible hacer andlisis que permitan ver
algunos de los efectos toxicocinéticos de los LPP en organismos coloniales sésiles marinos
como H. symbiolongicarpus (Cnidario). Igualmente, este trabajo es pionero en el pais, ya
que permiti6 abrir el campo aplicativo de tecnologias de secuenciamiento de ultima

generacion a la toxicologia ambiental.

2.3.Mecanismos generales de

detoxificacion celular

Los procesos que determinan la toxicidad celular de una sustancia son diversos y a su vez
cada una de las etapas tiene distintos niveles de complejidad durante el transito del
xenobiético en la célula. Todo xenobidtico con potencial toxico cuando entra en un sistema
biol6gico debe pasar por cuatro etapas para poder ejercer un efecto adverso en la célula

diana: absorcion, distribucion, biotransformacion y eliminacion (Figura 2-2) (48,49).

2.3.1. Absorcion

A nivel celular los mecanismos de absorcion de xenobiéticos involucran todos los procesos

de transporte pasivo (difusion simple y filtracion) y transporte especial (Transporte activo,
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transporte facilitado y pinocitosis) que presentan las membranas biolégicas (Figura 2-2)
(48,49). Cada mecanismo de absorcién celular de xenobibticos dependera de sus
caracteristicas fisico-quimicas como polaridad, formas ionizadas (pH del medio),
coeficiente de particion y tamafo de la molécula (49). Por ejemplo, la urea (sustancia
enddgena) es una sustancia apolar soluble en sustancias hidréfobas que puede atravesar
membranas biolégicas por difusion simple, mientras que el acido férmico, el cual es una
sustancia polar que presenta un coeficiente de particién octanol/agua de -0.41, no puede
atravesar libremente las membranas biolégicas y requiere un proceso de transporte a

través de canales proteicos como las acuaporinas (49).

2.3.2. Distribucion

La distribucion de los xenobidticos en la célula es un proceso dindmico que involucra el
flujo y tasa de absorcion y eliminacion (48). En organismos multicelulares, el proceso de
distribucién de un xenobidtico en las células, al igual que la absorcion, depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del xenobiético, la cantidad y caracteristicas de las barreras
biolégicas y la afinidad por sustancias enddgenas que pueda presentar el xenobidtico (49).
El proceso de distribucién dependera de la cantidad de compartimentos (Ej, Sistemas
gastrovasculares, organos, tejidos, espacios intersticiales y células) que presente el
organismo o de su complejidad de plan corporal antes de llegar a la célula. Los factores
gue pueden afectar la distribucibn de xenobibticos en las células son los fluidos
plasmaticos y extracelulares, cantidad y caracteristicas de las membranas bioldgicas;
caracteristica ligada a los factores fisicoquimicos del xenobidtico, y afinidad de los

xenobiéticos por los distintos tipos de biomoléculas, células, tejidos y 6rganos (49).

En la distribucién de los xenobiéticos es necesario también distinguir el lugar en donde se
puede concentrar y el lugar en donde ejerce el efecto adverso (49). Algunas células de
acuerdo con su papel dentro del organismo pueden funcionar como acumulado res (Ej,
adipocitos), mientras que otras células con funciones metabdlicas especializadas (Ej,
hepatocitos) pueden tener un papel como célula diana de un xenobidtico (49). Ademas, la
distribucion depende también la afinidad de los xenobidticos por proteinas plasmaticas e
intersticiales, ya que en muchos casos las proteinas plasmaticas tienen doble funcion,

acumuladora y transportadora.
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En el caso de la funcién acumuladora, normalmente el xenobidtico tiende a desplazar a
otra sustancia de caracteristicas quimicas similares endégena o xenobidtica, alterando la
funcion esencial de la proteina (49). Para la funcién transportadora, la proteina puede
facilitar el flujo del xenobiético hacia la célula diana, potencializando el efecto adverso del
xenobidtico en dicha célula (49). Finalmente, los tejidos con alta concentracion de lipidos
pueden funcionar como acumuladores genéricos de xenobibticos, especialmente con
aquellos que tengan valores de coeficientes de particion octanol/agua iguales o mayores
a cero. Este fendmeno puede aumentar el tiempo de exposicion de la célula al xenobidtico
y cambiar la dinamica de distribucién en el tiempo, generando efectos adversos cronicos

a nivel celular (49).

2.3.3. Biotransformacion

La biotransformacién es el proceso metabdlico por el cual los xenobibticos son
transformados quimicamente en la célula (49). El objetivo final de la biotransformacion es
aumentar la polaridad de los xenobidticos y hacerlos mas solubles para que sean
facilmente excretables por la célula (49,50). Los procesos de biotransformacion ocurren en
células con alta actividad enzimética como los hepatocitos. La biotransformacion consta
de dos etapas denominadas reacciones de fase | o primera fase y reacciones de fase Il o
de segunda fase (49). Las reacciones de fase | consta de procesos de oxidacién,
reduccion, hidrélisis, isomerizacion, etc; mientras que las reacciones de fase Il involucra
procesos de glucoronidacion, glucosidacioén, sulfacion, metilacion, acetilacion, conjugacion

(aminoacidos, glutation y acidos grasos) (49).

Las reacciones de primera fase se dividen en dos subprocesos: Funciones microsomales
de oxidacion y reacciones de oxidorreduccion mediado por citocromo P450 (CYP450). Las
funciones microsomales de oxidacion son realizadas en el reticulo endoplasmico liso de la
mayoria de las células e involucra un complejo enzimatico caracterizado por
Monooxigenasas que contienen flavina, Alcohol deshidrogenasa, aldehido
deshidrogenasa, sistemas peroxidasas-catalasas-superoxidodismutasa, xantina oxidasa,

amino oxidasas, aromatasas y alquilhidrazina oxidasa (49). Estecomplejo enzimético
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requiere cofactores al oxigeno y NADPH para catalizar las reacciones de oxidacion en
substratos que contengan atomos de nitrégeno, azufre y fésforo. Ademas, puede oxidar
radicales o grupos funcionales amino, hidracinas, sulfatos y fosfatos (49).

Las reacciones de oxidorreduccién mediadas por la familia de CYP450 se componen de
cuatro enzimas (Figura 2-3), dos flavoproteinas deshidrogenasa (NADH-Citocromo Bs
reductasa y NADPH-CYP450 reductasa) y dos hemoproteinas (Citocromo Bs y CYP450)
(49). Los Citocromos Bs se encuentran embebidas en la bicapa fosfolipidica de la
membrana del reticulo endoplasmético liso facilitando la interaccion con los CYP450
(Figura 2-3). Las
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Figura 2-3. Esquema de componentes enzimaticos de CYP450. Adaptado de (49).

flavoproteinas funcionan como agentes reductores al transferir un electron del NADPH al
CYP450 y otro electron del NADH al Citocromo Bs (Figura 2-3) (49). Finalmente, el
CYP450 recibe un segundo electron del Citocromo Bs para poder realizar varias reacciones
de oxidacion, peroxidacioén, reduccion, y metabolismo hidrolitico de substratos enddégenos

y xenobioticos (49).
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Tabla 2-4. Substratos, productos, reacciones, enzimas y grupo funcional polar de
transferencia en los conjugados. Adaptado de (49)

Quimico Grupo
conjugado Producto Reaccion Transferasa Funcional
OH
Acido ) o UDP- COOH
. Glucorinoato Glucoronidacion )
glucurénico Glucoroniltransferasa ~ NH2
SH
OH
Conjugacion ) o UDP-
) Glucosido Glicosidacion . COOH
de glucosido Glucosiltransferasa
SH
i OH
Acido i
- Etereal sulfato Sulfacion Sulfotransferasa NH2
sulfurico
SO2NH:2
Glutatién Acido mercaptlrico Conjugacion de glutation Epoxido
o o L Conjugacion de 5
Glicina Acido hiparico O Glutatién S
aminoacidos Haluros
Transferasa .
. Conjugado de Conjugacion de organicos
Glutamina ] O
glutamina aminoacidos
Radicales o L ] OH
] Metil éter Metilacion Metil Transferasa
metil NH2
- . . . . . . OH
Acido acético  Acetil éter Acetilacion Acetil transferasa NH
2
Tioles Tiocianato Sulfhidracion Tioredoxinas SH

Las reacciones de fase Il o reacciones de conjugacién son reacciones que ocurren
simultdneamente o subsecuentemente a las reacciones de fase | (49). Las reacciones de
fase Il involucran la transferencia, conjugacion o adicién de moléculas enddgenas polares
de gran disponibilidad hacia los xenobiéticos para facilitar su eliminacién (Tabla 2-4). Estas
moléculas tienen la caracteristica de ser altamente polares para aumentar la solubilidad en
agua y facilitar el trnsito por la célula y su eliminacion (51). Los conjugados (Xenobiotico
+ conjugado enddgeno) que se forman en las reacciones de fase Il tienen la caracteristica
de ser menos toxicos que el compuesto inicial, por lo cual se considera a las reacciones

de fase Il como un mecanismo de detoxificacion celular (49).
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La conjugacion requiere de tres componentes basicos: (1) Energia en forma de ATP, (2)
coenzimas y (3) enzimas con actividad transferasa (49), las cuales tiene baja afinidad y
especificidad por sustrato para poder aceptar una mayor cantidad de moléculas y transferir
una amplia diversidad de grupos funcionales quimicos (51). Las reacciones mas
importantes dentro de la conjugacion (Tabla 2-4) son la glucuronidacion (principal enzima
encargada: UDP-glucoronosil transferasa), sulfacion y sulfhidracion (Sulfatasas vy
tioredoxinas), conjugacién con glutation (Glutation transferasas), acetilacion (Acil y acetil

transferasa), y aminoacion (aminoacil transferasas) (51).

A pesar de considerarse a las reacciones de fase || como mecanismos de detoxificacion,
los conjugados o intermediarios que se forman durante las reacciones pueden presentar
efectos adversos en las células, debido principalmente a la cinética de reaccion de las

enzimas involucradas, dosis de xenobi6tico y saturabilidad del sistema (51).

2.3.4. Eliminacion

La eliminacion de xenobidticos biotransformados en la célula se puede realizar a través de
tres mecanismos: por filtracion, con proteinas transportadoras o cargo y por vias de trafico
vesicular (Excrecién y secrecion) (49). Cada uno de los mecanismos de eliminacion
dependen de las marcas moleculares que generan las reacciones de conjugacion (49). La
complejidad molecular y el tamafio del xenobiotico transformado determinara la via de
eliminacion. Por ejemplo, los hidrocarburos alifaticos de cadena corta son
biotransformados por vias de conjugacién con glutation o glucuronidacion y su eliminacién

se realiza a través de proteinas transportadoras (48).

Aunque las células presentan mecanismos de detoxificacion, estos se encuentran sujetos
a cinéticas enzimaticas que llegan a ser saturables ocasionando estrés celular. Las
respuestas a estrés celular pueden estar dadas por desequilibrios propios del
metabolismo, por efecto de una infeccién, respuesta inmune o intoxicacién por
xenobiéticos (52). Bajo condiciones de estrés por exposicion a xenobiéticos, las células
pueden presentar dafios en el DNA, errores de plegamiento proteico, formacién de

agregados moleculares, activacion de muerte celular programada, desbalance en especies
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reactivas de oxigeno (ROS) y desequilibrio metabdlico (52). Para cada efecto la célula
cuenta con proteinas que ayudan a contrarrestar los efectos téxicos. Es el caso que para
los dafios en el DNA existen una serie de endo/exonucleasa capaz de reparar los dafios y
alertar a otras proteinas para inhibir la duplicacién del DNA. Los errores de plegamiento
proteico son enmendados por proteinas de choque térmico (HSP) y para equilibrar los ROS

existen oxidorreductasas que neutralizan esas especies altamente reactivas (52).

Actualmente, los analisis derivados de metodologias de “omicas”, como los analisis de
expresion diferencial in silico, a partir de datos de secuenciamiento total de RNA (53,54)
han abierto la puerta para mejorar la informacién de los efectos toxicos de xenobidticos
(55-57). Por ejemplo, fue posible caracterizar de genes diferencialmente expresados en
insectos de la especie Chironomus kiinensis después de la exposicion a fenol (56). Dentro
de los resultados obtenidos importantes se encontrd que genes involucrados en reacciones
de fase | y fase Il tenian valores de expresién diferencial significativos como las enzimas
Citocromo P450 349A1 (Fase |) y la Glutation S Transferasa (Fase Il), las cuales juegan
un papel muy importante en la biotransformacion y eliminacion del fenol. Estas dos
enzimas tenian niveles de expresion con respecto al control de 8,9 y 13,0 mayores,
respectivamente (56). Otro caso exitoso realizado en humanos mostr6 también una
diferencia en la expresion de la Glutation S Transferasa y Citocromo P450, cuando se
analizaban los transcriptomas de personas fumadoras crénicas sanas y no fumadoras
sanas en células del epitelio alveolar (55). Los valores mostraban que la Glutation S-
Transferasa y Citocromo P450 1B1 estaba 2,3 y 43,3 veces mas expresado en los
fumadores que en los no fumadores (55). Por lo tanto, la aplicacion de metodologias y
analisis derivados de datos transcriptomicos podrian ayudar a determinar los mecanismos

de toxicidad que se pueden estar activando en la célula a causa de la exposicion a LPPs.
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2.4.Modelo Biologico: Hydractinia symbio-

longicarpus (Cnidaria: Hydrozoa)

Anatémicamente, los cnidarios presentan un plan corporal basico comprendido por una
capa de tejido endodérmica recubierta por una capa de tejido ectodérmico, separados por
una matriz extracelular llamada mesoglea (58), que conforman todas las estructuras
morfolégicas (Ej, Pélipos, Medusas, mata estolonal) (59,60). La cavidad gastrovascular es
el espacio entre cada juego de capas dérmicas (Ectodermo, endodermo y mesoglea)
conformando una cavidad ciega (Boca/ano) (59,60). Esta caracteristica de los cnidarios de
presentar pocas barreras bioldgicas y estructura corporal unicompartimental, facilita que la
exposicion de los xenobioticos ser absorbidos y distribuidos a través de todo el organismo,
haciéndolos mas susceptibles a cambios ambientales, especialmente aquellos con forma
de vida sésil (21).

Entre los distintos organismos pertenecientes al Phylum Cnidaria, los hidrozoarios y
especificamente H. symbiolongicarpus han demostrado ser un modelo biol6gico de interés
en varias ramas de las ciencias naturales, como la fisiologia (61), desarrollo embrionario
(58,62), biologia celular(63,64), sistematica animal (59), ecologia (65), inmunologia (66—
68), farmacologia (60,69), toxicologia (70,71), debido a ser un metazoario basal, su
facilidad de cultivo, simplicidad organismica, método de reproduccion asexual y sexual y
ciclo de vida. Estas caracteristicas de los hydrozoarios permite reducir el tiempo de
experimentacion considerablemente (72), en comparacién a otros organismos cnidarios
gue son de dificil cultivo y crecimiento lento como los corales. De los diferentes géneros
de hidrozoarios se destacan como modelo biol6gico en el empleo de estudios toxicolégicos
a Hydra sp. (69—71) e Hydractinia sp. (72,73).

2.4.1.Morfologia y anatomia

H. symbiolongicarpus es un organismo diblastico, compuesto por tres tejidos: pélipos, mata
estolonal y estolones (Figura 2-4 A). Existen cuatro clases de pdélipos (Figura 2-4 B)

(74,75). gastrozoides (Figura 2-4 B-A), gonozoides (Figura 2-4 B-B), dactilozoides (Figura
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2-4 B-C) y tentaculozoides (Figura 2-4 B-D). Todos los pdlipos presentan tres regiones
bésicas, una region aboral en donde se encuentra la unién del pélipo con la mata estolonal,
una region elongada que conforma la columna corporal del p6lipo y una region oral donde
se encuentra el hipostomo (74).

sSM__

Figura 2-4. Esquema morfol6gico y anatdomico de Hydractinia symbiolongicarpus. (A) Morfologia de la colonia;
(B) Pdlipos polimdérficos (A) Gastrozoide, (B) Gonozoide, (C) Dactilozoide, (D) Tentaculozoide; (C) Corte
transversal de mata estolonal, (D) Corte transversal de Unico pdlipo. (P) Pdlipo, (SM) Mata estolonal, (FS)
estoloon, (Ec) Ectodermo, (En) Endodermo, (M) Mesoglea, (Pd) Peridermo. (A, C y D) Adaptado de (76) y (B)
adaptado de (74).

Cada uno de los pdlipos presenta diferencias en la columna del cuerpo y la region oral o
hipostomica (74). Los poélipos mas abundantes en una colonia son los gastrozoides, los

cuales se encargan la alimentacién y proteccidon contra pequefios depredadores. Los
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gastrozoides (Figura 2-4 B-A) se caracterizan por tener un anillo de tentaculos de nimero
variable y boca/ano en el hipostomo; y una columna corporal erecta alargada (74). Los
gonozoides (Figura 2-4 B-B) tienen la funcion de generar los gametos masculinos y
femeninos para la reproduccion sexual, se caracterizan por tener los gonoforos sobre la
columna corporal y carecen de hipostomo desarrollado sin tentaculos y sin boca/ano (74).
Los gonoforos femeninos se diferencian de los masculinos por presentar segmentacién en
los sacos con ovocitos claramente diferenciados, mientras que los gonéforos masculinos
no presentan segmentaciones y los espermatozoides no se diferencian dentro del saco
(77). Los dactilozoides (Figura 2-4 B-C) y tentaculozoides (Figura 2-4 B-D) carecen de
hipostomo y en el caso de los dactilozoides la columna corporal presenta una longitud
mayor a los gastrozoides, mientras los tentaculozoides son de tamafio similar a los
gastrozoides (74). Los dactilozoides tienden a desarrollarse hacia la apertura de la concha
del gastropodo y se especializa en capturar los huevos del cangrejo ermitafio hospedero
(74), mientras los tentaculozoides son estructuras defensivas y se desarrollan Gnicamente

por induccion de un organismo extrafio (74).

Por otra parte, la mata estolonal estd formada por la cavidad gastrovascular, la cual
empieza en la boca/ano de los polipos y se extiende hasta las puntas de los estolones
(Figura 2-4 A). Los pdlipos (Figura 2-4 C) al igual que la cavidad gastrovascular (Figura
2-4 D) presentan una primera capa de tejido de origen endodermal hacia el lumen de cada
una de las estructuras tisulares, las cuales estan recubiertas por una capa de tejido de
origen ectodermal separadas por mesoglea (74,76,78). En las regiones de la mata
estolonal donde se carece de un canal gastro vascular Gnicamente se puede apreciar dos
capas de tejido de origen ectodérmico (Figura 2-4 D), lo cual restringe el crecimiento de

los canales gastro vasculares (76).

A nivel celular, H. symbiolongicarpus presenta dos tejidos de origen embrionario el
ectodermo y el endodermo (Figura 2-4 C-D), que se originan durante las etapas iniciales
de la gastrulacion (77) al igual que todos los demas organismos cnidarios (58). Sin
embargo, la pequefia capa de mesoglea (Figura 2-4 C-D) que separa al tejido
endodérmico del ectodérmico tiene una controversial historia ontogenética debido a que
algunos autores la describen como una tercera capa embrionaria de origen mesodérmico

(58), aunque no se describen células que estén presentes en la mesoglea.
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Figura 2-5. Lineas celulares derivadas a partir de las células embrionarias iniciales de la gastrulacion.

Adaptado de (63,64,77).

A partir de los estadios iniciales de la gastrulacion (77), las células madres embrionarias

se dividen para dar origen a las células del endodermo y ectodermo (Figura 2-5). Las

células endodérmicas daran origen a todas las

células epiteliales de recubrimiento

gastrovascular y células intersticiales pluripotentes (i-cells o Células i) (64), mientras las

células ectodérmicas daran origen a las células

epidérmicas (63,64,77). Las células

intersticiales pluripotentes (Células i) son la precursoras de los demas tipos de células

presentes en H. symbiolongicarpus, que son: Células nerviosas (Sensorial y ganglionares),

nematocistos, células glandulares y gametos (6vulos y espermatozoides) (63,64,77).

Adicionalmente las células i tienen la capacidad de migrar entre los epitelios, donde su

diferenciacion celular se lleva a cabo de acuerdo a las necesidades de la colonia (64).



3. Marco Teobrico 27

2.4.1.Ciclo de vida

H. symbiolongicarpus (Cnidaria: Hydrozoa) es un organismo colonial que vive adherido
sobre las conchas de gastropodos ocupadas por cangrejos ermitafios de la especie
Paugurus longicarpus (65). La especie se distribuye en la costa nororiental de Estados
Unidos (23,79), en el Océano Atlantico Norte (74). Las colonias son dioicas, diferenciadas
Unicamente por la morfologia de los gonozoides o pélipos reproductivos (74). Presentan
reproduccion sexual de fertilizacion externa mediante liberacibn de gametos; y
reproduccién asexual por generacién de fragmentos clonales de las colonias (23). El ciclo
de vida (Figura 2-6) tiene una duracion cercana a los 4 meses desde el momento de la
liberacién de los gametos hasta la maduracién de los gonozoides en la colonia adulta (23).
La fertilizacion (Figura 2-6 A) de ovulo da origen a un cigoto, el cual se desarrolla luego
de 3 dias en una larva planula que no se alimenta (Figura 2-6 C) (74). Durante las 24 horas
siguientes, la larva se asienta sobre una nueva concha y realiza metamorfosis en un pélipo
primario tipo gastrozoide o polipo alimentario (Figura 2-6 D) que formara una nueva colonia
(Figura 2-6 F-E) (23,74).
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Figura 2-6. Ciclo de vida de Hydractinia symbiolongicarpus. (A) Fertilizacion, (B) Primeras divisiones celulares,
(C) Desarrollo de larva planula, (D) Asentacion y formacion de polipo alimenticio primario y desarrollo de
estolones (st), (E) Estadio posterior mostrando el crecimiento de nuevo pélipos y desarrollo de los estolones y
mata estolonal (m), (F) Colonia madura con desarrollo de gonozoides (gn) y mata estolonal establecida.
Adaptada de (74).






3. Materiales y Métodos

3.1.Cultivo de Hydractinia

symbiolongicarpus

El cultivo de H. symbiolongicarpus del Instituto de genética de la Universidad Nacional se
origind de una colecta en Woods Hole, Massachusetts (USA), entre los afios 2009 y 2010.
Los fragmentos de 0.5 cm? a 2 cm? de colonias que crecian en las conchas ocupadas por
los cangrejos ermitafios se explantaron a laminas de vidrios numeradas y se mantuvieron
en su lugar con bandas elasticas para facilitar su adhesion natural a las laminas. Las
bandas elasticas fueron posteriormente retiradas después de que las colonias se
adhirieron a la lamina. Las laminas con el tejido se mantuvieron en cajas portalaminas de
acrilico inmersas en acuarios de 10 a 35 litros con agua marina artificial (Agua Marina
Artificial: AMA; Salinidad: ~1.023 g/L, pH: ~8.30, Temperatura: 18-22 °C, Sal: Instant
Ocean Sea Salt http://www.instantocean.com). EI AMA en los tanques se mantuvo
recirculando con bombas de 150-300 Lt/h de poder. Los animales fueron alimentados ad
libitum con nauplios de Artemia salina de 48h post-eclosion tres veces por semana. Para
los experimentos de exposicion inicial se wusaron animales silvestres de H.
symbiolongicarpus con los cédigos de identificacion HWB87 (2 réplicas), HWB35 (4
réplicas), HWB39 (4 réplicas) y HWB29 (28 réplicas).


http://www.instantocean.com/
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3.2.Preparacion de disoluciones de prueba

para exposicion de WBM

Se realizaron mezclas de AMA y LPP tipo WBM (Tabla 3-1) 9:1 de acuerdo con Sil et al.,
, 2012 (80). La mezcla se deja reposar por una hora hasta que se formen la fase liquida
(FL), la fase de suspension particulada (FSP) y la fase solida (FS). Tanto la FL y FSP son
decantadas y usadas como solucion de prueba. A partir de la FL y FSP se realizaron
ensayos de exposicién en H. symbiolongicarpus al 100% de concentracion v/iv y 50% de
concentracion de v/iv con AMA. El pH fue equilibrado con soluciones de NaOH y HCI a
concentraciones de 1M, 0.1M y 0.01M hasta llegar al pH de los acuarios (8.15 — 8.40).

Tabla 3-1. Formulacién de lodos tipo WBM usados en pozos de exploracion en la costa
del bloque Tayrona, mar Caribe, Santa Marta, Departamento de Magdalena, Colombia.

Producto Nombre generico %v/v -350ml Formulacién total
Duovis Goma de Xanthan 0,22% 0,67ml
POLYPAC UL Celulosa poli-aniénica 0,63% 1,88mi
IDCAP Copolimero de acido acrilico 0,83% 2,50ml
Kla-Stop Inhibidor de poliaminas 1,75% 5,25ml
DRILLZONE 2,33% 7,00ml
SALT Cloruro de sodio 9,79% 29,37ml
BBAR Barite 12,63% 37,90ml
Agua Marina 89,28% 267,85ml

3.3.Experimentos de estandarizacion a

exposicion de WBM

Hasta el momento no se encontraron reportes toxicologicos agudos, ni efectos adversos
de LPPs tipo WBM en H. symbiolongicarpus en la literatura. Por lo tanto, fue necesario
evaluar los efectos morfolégicos en colonias de H. symbiolongicarpus para identificar
efectos adversos a nivel macroscopicos frente a la exposicion a LPP. Para esto se

plantearon dos experimentos con tiempos de exposicibn y concentracion de LPP
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diferentes. En el primer experimento se evalud los cambios morfologicos y morfométricos
gue genera la exposicion a LPP a una concentracion del 100% y 2 horas de exposicion.
En el segundo experimento se evalud las variaciones morfolégicas y morfométricas
después de la exposicion al 50% de concentracién de WBM y un tiempo de exposicion de
1.5h. Para el primer experimento fueron empleadas dos réplicas de la colonia HWB87
(Tratamiento y Control). En el segundo experimento se decidid ampliar la cantidad de
individuos y replicas para garantizar la estabilidad del fenotipo descrito. En total se
utilizaron 12 réplicas de 3 individuos diferentes HWB29, HWB35 y HWB39, cuatro por cada
uno. Dos réplicas de cada individuo se utilizaron en el tratamiento y las otras dos réplicas

de cada individuo fueron utilizadas para el control.

En ambos ensayos se determinaron cambios morfolégicos y morfométricos a partir de
imagenes tomadas antes del inicio del experimento, durante el tiempo de exposicion cada
10 a 15 min y después de la exposicion Unicamente en el segundo experimento a las 24h,
48h y 72h con un estereomicroscopio Carl Zeiss® Stemi 2000C acoplado a una camara
AxioCam® Erc 5s. En de la caracterizacion morfolégica fueron seleccionados tres
pardmetros de salud de las colonias al finalizar los tiempos post-exposicion: (1) Retraccion
de los tentaculos, (2) Movimientos sincronicos y (3) cambios en la textura del tejido. La
caracterizacion morfométrica fue realizada con el programa Adobe® PhotoShop™ CS3,
midiendo el area de la colonia, diametro de los pélipos (Figura 3-1), longitud de los
tentaculos (Figura 3-1) y nimero de polipos por colonia. El diametro de los p6lipos se midié
sobre 5 polipos por imagen seleccionados
aleatoriamente, mientras que la longitud de los
tentaculos se midié sobre 10 tentaculos de 5 podlipos
diferentes por colonia, con la condicibn de que los
tentaculos se encontraran en posicion perpendicular al
eje del polipo o posicion paralela a la mata estolonal
para poderlo medir desde la base hasta el punto mas
distal (Figura 3-1). Es decir, si una misma colonia tenia
10 registros fotograficos durante todo el experimento,

en total aparecian 50 mediciones de pdlipos y 100

mediciones de tentaculos. Cada fotografia fue escalada

Figura 3-1. Mediciones realizadas a

longitud de los tentaculos (Lineablanca) de pixeles (Pixeles por pulgada, ppi) a distancias
y didmetro de pdlipos (Linea negra). Las o .

imagenes fueron escaladas a mm. métricas (mm) mediante el empleo de un papel
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milimetrado en el fondo, para prevenir errores en el calculo y mejorar la normalizacion de
las comparaciones estadisticas. A los conjuntos de datos se les realiz6 pruebas de
normalidad y homocedasticidad para poder hacer uso de pruebas estadisticas
paramétricas. Finalmente se realizaron comparaciones pareadas de medias entre el
control y tratamiento mediante pruebas T-Student y pruebas de Fisher en los casos donde
se cumplia con normalidad y homocedasticidad (Pruebas Lillie Fors y Bartlett), de lo
contrario se aplicaban pruebas de U-Mann Whitney y rangos de Wilcoxon cuando los
grupos no presentaban normalidad, todo con el fin de determinar la significancia estadistica
entre los grupos de comparacion. Los datos morfométricos fueron graficados en el
programa R versiéon 3.0.1 (81) con el paquete grafico Beanplot (82), el cual gréfica la
distribucién de los datos con suavizado Gaussiano y SJ-dpi con su respectivos promedios

generales y por grupos.

3.4.Exposicién a LPP tipo WBM

La colonia HWB29 de H. symbiolongicarpus fue clonada en 12 fragmentos a partir de
explantes de 5-8 pdlipos. Estos fueron crecidos sobre laminas portaobjetos individuales
durante 8 meses hasta alcanzar un area de recubrimiento de la lamina promedio 11.7 cm?.
El ensayo de exposicion se hizo por triplicado, en donde cuatro clones de la colonial original
constituyeron una unidad experimental, con tres de ellos expuestos al LPP y su RNA
extraido alas 6, 12 y 24 hrs post exposicién, respectivamente, y la restante sirvio de control
sin tratamiento (Figura 3-2). La exposicién se hizo por 1.5 hrs con las colonias sumergidas
en una solucion preparada con FSP de un LPP tipo WBS a una dilucién 1:1 en AMA (pH:
8.18, salinidad: 1.035 g/L y temperatura: 20°C). Después de la exposicion, las colonias se
lavaron dos veces con AMA estéril por un minuto y se dejaron en un tanque con AMA y
aeracion constante para la posterior extraccion del RNA (Figura 3-2). Las colonias
expuestas en cada una de las unidades experimentales se colectaron a las 6h, 24h y 48h
post-exposicién, mientras que el control sin tratar y se colectdé a las 48 h para que
acumulara todos los cambios transcripcionales que no son debidos a la exposicion y
optimizar la eliminacion de ruido que depende de las condiciones normales. Los tejidos

colectados de las colonias fueron transferidas a tubos eppendorf de 1.5 ml con 0.5 ml de
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TRIzol® Reagent (Invitrogen) y almacenados a -80°C para la posterior extraccion de RNA
total.

Control Lavado x2 Post-Exposicién  cqleccién
de tejidos
\\j/ \\\‘\'// \\\'\‘/ \\Y/ \\‘:/ \\‘:‘/ \\Q“J/ \J‘M/ \\f"“\//
o o ' 77?_ l’ j_ | | L | v > 48h

/ 1 W W W 3 L. 4 L & I S S

3 muestras
por tratamiento

. e or ~ P a2 2] 6h
Pre-Exp05|C|on\£§ﬁﬂ L L ) ; =7
= i a . + .—>24h
. . 48h
Exposicion Lavado x2 Post-Exposicion
90 min 1 min en AMA
50% V/V FSP/AMA

Figura 3-2. Esquema del disefio experimental usado para la exposicion de H. symbiolongicarpus a los LPP
tipo WBS. (FSP) Fase de suspension particulada del LPP tipo WBS. (AMA) Agua marina artificial.

3.5.Extraccion de RNA, construccion de
librerias de cDNA y secuenciacion por

Hlumina

El RNA total de las 12 muestras (tres tiempos y control por triplicado) se extrajo con el
Reactivo Trizol (Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante. Adicionalmente, se
aplicaron dos cambios en el protocolo de extraccion sugerido en la guia de problemas y
soluciones para muestras con alto contenido de lipopolisacaridos. El primer cambio
consistié en una precipitacién con una mezcla de alcohol isopropilico y una disolucién de
sales de NaCl a 1,2 M y Citrato de Sodio a 0,8 M. El segundo cambio fue realizar doble
lavado con etanol absoluto para mejorar la limpieza del RNA total. Se realizé cuantificacion
de la concentracion de RNA y una verificacion de integridad en geles de agarosa al 1%.
Las muestras de RNA total se enviaron a la compafiia Eurofins MWG Operon (Lousville,
KY, USA), para la construccion de librerias de cDNA y su secuenciacion por lllumina,
partiendo todas de la misma concetracion de RNA. Cada una de las 12 muestras de RNA
total se us6 para construir una libreria de cDNA pareada usando el sistema Ovation® RNA-

Seq System v2 (NuGen) con insertos de tamafio promedio de 300 pb. Cada una de las tres
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réplicas experimentales (tres tiempos y control) se secuenciaron en una linea del equipo
lllumina HiSeq 2000.

3.6. Andlisis y procesamiento

bioinformatico.

El trabajo bioinformatico se realizé utilizando la infraestructura computacional del Centro
de Computo de Alto Desempefio (CECAD) de la Universidad Distrital Francisco José de
Caldas, en el marco de la Alianza Estratégica existente entre el Grupo de Inmunologia
Evolutiva e Inmunogenética (IEI) de la Universidad Nacional de Colombia y el Grupo
Internacional de Investigacion en Informéatica y Comunicaciones y gestion del
Conocimiento (GICOGE) de la Universiad Distrital Francisco José de Caldas. Las lecturas
fueron sujetas a control de calidad por puntaje Phred (http://www.phrap.com/phred/) y se
conservaron las secuencias cuyas bases tenian un puntaje superior a 20 evaluado con el
software FastQC. El corte de las secuencias terminales de baja calidad y de los
adaptadores de lllumina remanentes se realiz6 con el programa FASTX-toolkit. Sélo se
retuvieron las secuencias de longitud mayor a 31 pb después de la edicion. Posteriormente,
se hizo una remocién de secuencias ribosomales mediante el software RiboPicker
(http://ribopicker.sourceforge.net/) que genera alineamientos globales usando
transformaciones de Burrows Wheeler para indexar las secuencias de las bases de datos
de referencia. En este caso se usaron las bases de datos: Silva (83), GreenGenes (84),
RDP (85), Rfam (86) y secuencias ribosomales de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

El transcriptoma se ensamblé a partir de datos crudos de las 12 librerias, ya que todas las
muestras contenian la misma entidad genémica por haber empleado el mismo individuo
para el experimento y generar un uUnico transcriptoma muy robusto. Se realiz6 un
ensamblaje de novo con las librerias pre-tratadas con el paquete bioinformético Trinity
version trinityrnaseq_r20131110 (87), con las opciones —normalize_reads para la
normalizacion de lecturas repetidas y eliminacion de redundancia de lecturas idénticas.
Con el fin de reducir la redundancia de transcritos se utiliz el programa CD-Hit-EST v.

4.6.1 (88), utilizando como parédmetro de identidad 0.95. Adicionalmente se verificaron las
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métricas de ensamblaje generales y se realiz6 un analisis de fragmentacién con el
programa BUSCO (version v.3) (89), utilizando como libreria de comparacion de ortélogos
eucariotas, con 429 genes ort6logos.

El analisis de expresion diferencial (DE) se llevé a cabo con los scripts run_DE_analyisis.pl
incluidos en el paquete Trinity, el cual involucra la instalacién de los programas Bowtie (90)
v1.0.0 para el mapeo, RSEM v1.2.3 (91) para la cuantificacion de las lecturas por métodos
bayesianos y edgeR v3.4.2 (paquete estadistico con lenguaje de programacién para el
programa R (81) (Versién 3.0.1) desarrollado por Bioconductor (92)) El analisis de
expresion diferencial (DE) solo incluyé transcritos con al menos dos lecturas por millén de
pares de bases secuenciadas. Los transcritos considerados para el analisis fueron
normalizados por el método de TMM (Trimmed mean of M values) implementado en el
paquete estadistico edgeR. Se realizaron comparaciones pareadas entre el control y las
muestras tratadas de la siguiente forma: 6h vs Control, 24h vs Control y 48h vs Control.
Unicamente fueron aceptados como transcritos diferencialmente expresados aquellos que
tenian un p-valor menor a 0.01. El p-valor fue ajustado de acuerdo con la tasa de
descubrimiento de falsos positivos (FDR, False Discovery Rate).

Unicamente fueron anotados los transcritos diferencialmente expresados para mejorar el
rendimiento y gasto de méaquina. El proceso de anotacion se realiz6 con el programa
Trinotate versién Trinotate_r20131110 (87). El programa Trinotate incorpora funciones de
base de datos tipo XML y SQL para lo cual es necesario incorporar las salidas de anotacion
de las bases de datos de UniProt/SwissProt (93) realizadas mediante BlastP y BlastX (94)
y Pfam (95), usando HMMER versién 3.1 (96). Ademas, se incorporaron las predicciones
de péptido sefal con SignalP versién 4.0 (97) y region transmembrana con Tmhmm versién
2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/). Finalmente, el programa Trinotate hace
cruce de anotaciones entre los cddigos de las bases de datos de UniProt/SwissProt-Pfam
con Gene Ontology (GO terms) y Eggnog (http://geneontology.org/; http://eggnog.embl.de/)
para aumentar la informacién de la anotacion. Adicional al cruce de informacion entre las
bases de datos GO y Eggnog, se hizo una busqueda de informacién cruzada entre los
codigos pfam de las arquitectura de dominios predichos con las vias del KEGG mediante

el buscador DAVID (98) integrado en https://david.ncifcrf.gov/



http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://geneontology.org/
https://david.ncifcrf.gov/

36 Cambios tempranos en la expresion génica global ante la exposicién a lodos de

perforacion petrolera en el cnidario Hydractinia symbiolongicarpus

3.7.Andlisis de agrupacion

Se realizaron dos procesos para los andlisis de agrupamiento, uno utilizando el paquete
Pheatmap (99) y el segundo proceso con el paquete Corrplot (100). El paquete pheatmap
se utilizé para verificar niveles de expresion a partir de datos crudos de conteos FPKM en
cada una de las librerias pre-procesadas, como también para observar los perfiles de
expresion después del andlisis de expresion diferencial. Para casos especificos se realizé
un agrupamiento por el método de unidbn completa por jerarquias y correccion de distancias
Euclidianas. El paquete Corrplot se empled para determinar la independencia muestral
utiizando el estadistico de Spearman en una matriz de correlacién. Los andlisis

Unicamente se realizaron con los transcritos DE.
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4.1.Alteraciones morfologicas y

morfomeétricas

Diferencias altamente significativas y efectos adversos fueron evidenciadas en la
exposicion aguda a WBM en colonias de H. symbiolongicarpus (Figura 4-1). El registro
fotogréfico evidencié un aumento en la circunferencia y rigidez de los polipos, retraccién
de los tentaculos con respecto al estado inicial, inmediatamente después del contacto
de las colonias a WBM, como se observa en la imagen (Figura 4-1, A). Esa condicion
se mantuvo durante todo el tiempo de exposicion que fue de 2 horas y en ningun
momento los pélipos de las colonias expuestas cambiaron de posicion o forma a la que
se vio antes de la exposicién. Una vez identificado este efecto de hinchazén de los
polipos y retraccion de los tentaculos, se midié el diametro de los pélipos y la longitud
de los tentaculos antes y durante el tiempo de exposicidén para determinar si los cambios

eran estadisticamente significativos (Figura 4-1, B).

Los resultados de comparacion de medias para ambas mediciones morfométricas
fueron altamente significativos y se puede constatar con el posicionamiento de la media
del grupo tratamiento con respecto al control y la media de mismo grupo antes de iniciar
la exposicion (Figura 4-1, B). En el tiempo O (pre-exposicion), los valores de medias
para el control y tratamiento en la longitud de los tentaculos y diametro de pdlipos estuvo
cercana a los 0.2 mm (200 pum). En contraste durante el tiempo de exposicion, las
colonias expuestas mostraron un incremento hasta los 0.3 mm (300 um, 1,5 veces
mayor al estado inicial) para el didmetro del pdlipo y una disminucién cercana a los 0,05

mm (50 pum, una reduccién del 75% con respecto al estado inicial) en la longitud de los
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tentaculos para las medias respectivamente. Por su parte, el control mantuvo los valores
de medias muy cercano en ambas mediciones durante el tiempo de exposicion. Este
primer conjunto de datos refleja que los lodos de perforacion tipo WBM pueden generar
efectos adversos inmediatos en altas concentraciones en tres aspectos fundamentales
de las colonias de H. symbiolongicarpus que son hinchazén e inmovilidad de poélipos y

retraccion de tentaculos.
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Figura 4-1. Resultados morfolégicos y morfométricos a la exposicion aguda de WBM en colonias de H.
symbiolongicarpus. (A) Imagenes de colonia expuesta (Imagen superior, flechas de color gris) y colonia
control (Imagen inferior, flechas de color negro) a los 30 min de exposicion a 100% de FSP de WBM. Las
flechas permiten enfocar los cambios en los polipos seleccionados, notando una clara diferencia morfologica
entre las condiciones de tratamiento. (B) Comparacion de valores morfométricos para longitud de tentaculos
(Gréfica superior, n=160) y didametro de polipos (Gréfica inferior, n=80) antes de la exposicion (Pre-
Exposition) y durante la exposicion (Exposition). Las distribuciones de datos de color negro corresponden
al control, mientras que las distribuciones de color gris corresponden al tratamiento. Las lineas punteadas
muestran la media general de todos los datos; mientras la linea solida en cada grafica de distribucion
corresponde a la media grupal. Para ambas mediciones fue posible determinar diferencias altamente
significativas cuando las colonias estaban expuestas a WBM, utilizando pruebas de significancia T-Student,
Fisher, U-Mann Whitney y rangos de Wilcoxon (Significante * p-valor <0,05, muy significante ** p-valor <0,01
y altamente significante *** p-valor <0,001).
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Se planteo un segundo experimento de exposicién con colonias mas pequefias, menor
tiempo de exposicion y la mitad de la concentracion usada al primer experimento para
observar si existen efectos adversos post-exposicion en las colonias hasta las 72h
después del contacto con WBMs. Los resultados mostraron diferencias significativas
después de la exposicién a las 72h post-exposicion en las medidas relacionadas a la
biomasa de las colonias (Figura 4-2). El primer efecto adverso apreciable en las
colonias fue una reduccion en el &rea total de la mata estolonal cuando se comparaba
las colonias control con las colonias expuestas (Figura 4-2, A). La colonia control llego
a perder un 12% de éarea (de 28mm? a 25,1 mm?) durante la duracién total del
experimento (73,5h), mientras en la colonia tratada la reduccion fue de 40% (de 24,9
mm? a 14,8mm?) al término del experimento (Figura 4-2, A). Por otro lado, se pudo
apreciar una reduccién considerable del nimero de pélipos en las colonias expuestas.
En las imagenes mostradas (Figura 4-2, A), la colonia control tiene inicialmente (0 min)
22 polipos, los cuales aun eran visibles y viables 19 al finalizar el experimento, teniendo
s6lo una de pérdida 3 pdlipos (14%). Por el lado de la colonia expuesta, la reduccién de
polipos fue del 50% (18 pdlipos iniciales a los 0min, 9 pdlipos sobrevivientes a las 72h

post-exposicion), siendo mucho mayor con respecto al control la pérdida de pdlipos.

Al comparar las medias para los valores morfométricos de todas las colonias empleadas
(n=6 control, n=6 tratamiento), el area de la colonia y cantidad de pélipos por colonia
mostraron diferencias muy significativas a las 72h post-exposicién para area de colonia
y diferencias significativas a las 72h para cantidad de pdlipos (Figura 4-2, B). Las areas
de las colonias tenian una media inicial cercana a los 20 mm?, la cual se mantuvo hasta
el final del tiempo de exposicién sin mayores cambios (90 min). Al comparar con los
valores de media al final del tiempo de recuperacién 72h (post-exposicion), la media de
las colonias tratadas llego a estar cerca de los 10 mm?, mostrando cerca de un 50% de
reducciéon media de la mata estolonal, muy parecido a lo constatado en las imagenes
(Figura 4-2, A). De igual manera ocurrié con la cantidad de pdélipos por colonia (Figura
4-2, B), donde el valor de media inicial y al término del tiempo de exposicion (0'y 90 min)
estuvo alrededor de los 16 pdlipos por colonia, mientras que al finalizar el tiempo de
recuperacion la cantidad media restante de pélipos por colonia estuvo cercana a los 8
polipos, siendo una reduccion también cercana al 50% en la cantidad de polipos por
colonia. Estos analisis en el tiempo de recuperacion (post-exposicion) permiten

generalizar que existe un efecto adverso a la exposicién a WBM en las colonias de H.
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symbiolongicarpus, evidenciado en una pérdida de tejidos a nivel de pdélipos y mata
estolonal.
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Figura 4-2. Resultados morfolégicos y morfométricos a después de la exposicion aguda de WBM en
colonias de H. symbiolongicarpus. (A) Imégenes de colonia expuesta (Imégenes inferiores, flechas y
circulos de color gris) y colonia control (Imagenes superiores, flechas y circulos de color negro) a los 0 min,
90min (tiempo max. exposicion a WBM) y 72h (Tiempo max. de recuperacion después de los 90 min de
exposicion a WBM) a 50% de FSP de WBM. Las flechas permiten ubicar el posicionamiento de la colonia
en el campo fotografico, mientras los circulos punteados indican el seguimiento de los pélipos a lo largo del
tiempo. La exposicién a WBM genera una disrupcion en los tejidos (mata estolonal y disminucién en la
cantidad de pdlipos), haciendo que se pierda las condiciones iniciales de salud en la colonia. (B)
Comparacion de valores morfométricos para area de la colonia (Gréfica izquierda) y cantidad de pélipos por
colonia (Grafica derecha) antes de la exposicion (0 min), durante la exposicién (90 min) y después de la
exposicion (72h). Se emplearon pruebas de significancia T-Student, Fisher, U-Mann Whitney y Rangos de
Willcoxon, con un n=12. Significante * p-valor <0,05, muy significante ** p-valor <0,01 y altamente
significante *** p-valor <0,001.

Adicionalmente fue posible observar en el tiempo post-exposicién dos fenémenos, la

presencia de pequefias manchas rojas localizadas en el lugar donde anteriormente se
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encontraba un pélipo debido probablemente al proceso de degradacion de este, y una

deformacion en los tentaculos en forma de “Z” y ligeramente retraidos (Figura 4-3).

En conjunto, los resultados morfolégicos y morfométricos establecen un patrén de
efectos adversos “hiperagudos” durante el tiempo de exposicion y agudos durante el
tiempo de recuperacion (72h post-exposicion). Los efectos adversos hiperagudos se
resumen en retraccion de los tentaculos, hinchazén de los pdlipos y disminucion de la
movilidad sincronica de la colonia evidenciada en la rigidez de los pélipos. Por su parte,
los efectos adversos agudos en la fase de recuperacidén estan generalizados hacia la
pérdida de tejidos (pdlipos y mata estolonal), deformacién de los tentaculos y aparicion
de manchas rojas en los lugares donde se encontraban pélipos. Finalmente, los cambios
morfométricos y morfolégicos debidos a la exposicion a WBM en las colonias de H.
symbiolongicarpus nos genera una expectativa de encontrar cambios en la expresion
genética, especialmente en aquellos relacionados con los procesos de detoxificacion y
posiblemente vias de sefializacion que estén relacionadas con la perdida de tejido.

Original view

Figura 4-3. Observaciones adicionales morfolégicas en pdlipos individuales de colonia expuesta a WBM.
(1) Polipo que se va desintegrando pasadas las horas 48h después de la exposicién, donde se evidencia la
presencia de una mancha roja (Izquierda superior del punto rojo). (2) Pélipo individual que refleja el cambio
de la visualizacién elastica y suave de los tentaculos a las 24h, hasta llegar a una retracciéon con formas
rugosas similares a “Z” después de las 48h y en 72h. (Izq) Vista total de la colonia a 0 min antes de la

exposicion a WBM.
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4.2.Ensamblaje de novo de transcriptoma

a partir de colonias expuestas a WBM

La secuenciacion de las 12 librerias construidas (3 Controles y 9 de tratamiento) en tres
lineas de la placa del secuenciador illumina® HiSeq 2000, produjo 1.152 millones de
lecturas en ambos sentidos (5’ y 3’) con una longitud de 100pb, superando en un 28%
el rendimiento para la maquina (300 millones de lecturas por linea de secuenciacién).
El preprocesamiento de las librerias eliminé un 13% de lecturas, 10% por similitud con
las bases de datos de secuencias de rRNA y un 3% por bajo puntaje Phred a partir del
proceso de “trimming”. El ensamblaje del transcriptoma se realizdé con el 87% de las
lecturas totales de todas las librerias después del procesamiento con el programa Trinity
(87). El proceso de ensamble generd un total de 464.217 transcritos (Gnicos e isoformas)
derivados de 271.433 trinity “genes” para una longitud total de bases secuenciadas
unicas de 401°625.296 (Tabla 4-1).

Las métricas mostraron un valor alto de reconstruccion de transcriptoma con un contig
N50 de 1.756 y un tamafio de contig N50 de 60.532 para el acumulado (Tabla 4-1). La
longitud media de contig se situ6é en 865pb, mientras la mediana fue para un tamafio de
contig de 397pb mostrando una acumulacion del 50% hacia contigs pequefios (Tabla
4-1). Por otro lado, la tasa de fragmentacion del transcriptoma se situé en un 6,7% y una
pérdida del 7,4% de grupos ortdlogos, y grupos ortélogos completos y duplicados del
85% segun los puntos de referencia del analisis con el programa BUSCO (89). En
general, las métricas de ensamblaje, estadisticas de tendencia central y puntos de
referencia BUSCO permiten establecer una buena calidad en la reconstruccion de
transcritos de tamafio apreciable, alta presencia de grupos ortélogos generales y baja

fragmentacion del transcriptoma.
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Tabla 4-1. Métricas, estadisticas de ensamblaje y puntos de referencia del programa
BUSCO (89) para el transcriptoma de H. symbiolongicarpus.

Category Stats Value
Total trinity "genes" 271.433
Total trinity transcripts 464.217
Total length of Sequence 401°625.296
Contig Size N25 19.647
N25 lenght (bp) 3.491
Contig Size N50 60.532
N50 lenght (bp) 1.756
Contig Size N75 156.700
N75 lenght (bp) 629
Contig Size N90 298.496
N9O lenght (bp) 302
Average contig length 865
Min contig length 201
Median contig length 397
Max contig length 36.477
Total GC Amount (bp) 140°592.210
GC% 35,01%
Summarized benchmarks in BUSCO notation
Complete (Duplicate) 85% (52%)
Fragmented 6,7%
Missing 7,4%
Total BUSCO groups searched 429

4.3.Andlisis de Expresion Diferencial
(AED)

Diferencias muy significativas fueron encontradas en la expresion de 5.180 transcritos
de las 897.446 comparaciones pareadas realizadas entre los diferentes tiempos de

exposicion con respecto al control (Tabla 4-2). De las 897.446 comparaciones, se
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encontraron que Unicamente 370.510 transcritos (79,8% del transcriptoma) de los
cumplieron con los pardmetros del programa edgeR (92) para ser evaluados. De igual
manera, de los 5.180 transcritos que presentaron valores altamente significativos en la
diferencia de expresion, solo 4.255 correspondieron a transcritos Unicos, representando
asi el 1.1% del global comparado (Tabla 4-2).

Entre las comparaciones pareadas, el grupo de comparaciones que mas transcritos
diferencialmente expresados encontr6 fue 6h vs. Control con un total de 2.298
transcritos expresados diferencialmente, seguido de 24h vs control (1.741 transcritos
expresados diferencialmente) y finalmente 48h vs. Control con 1.141 transcritos
expresados diferencialmente. La relacion indica un comportamiento inverso entre el
tiempo post-exposicion y los transcritos expresados diferencialmente, siendo que a
menor tiempo mayor cantidad de transcritos expresados diferencialmente (Tabla 4-2).

Tabla 4-2. Estadisticas descriptivas globales de resultados AED.

Total
Paired ) Differentially ) Over- %Up- Down %Down-
) Transcripts %DE | Filtered  %F
Comparisons Expressed Expressed R Expressed R
Compared

6h Vs Control 313.366 2.298 0,7% | 1.028 44,7% 799 77,7% 229 22,3%
24h Vs Control 276.766 1.741 0,6% 946 54,3% 851 90,0% 95 10,0%
48h Vs Control 307.314 1.141 0,4% 637 55,8% 527 82,7% 110 17,3%

Total 897.446 5.180 0,6% | 2.611 50,4% 2.177 83,4% 434 16,6%
Total without

. 370.510 4.255 1,1% | 1.871 44,0% 1.558 83,2% 313 16,8%
duplicates

Los valores correspondientes a expresados diferencialmente (Differentially expressed) son los resultados
brutos con una significancia en el p-valor de 0,01. Los valores de transcritos filtrados hacen relacion a
criterios aplicados después del proceso de anotacion.

Para facilitar el rendimiento de maquina y procesamiento de datos, se utilizaron los
4.255 transcritos como informacion de entrada para alimentar la base de datos de
anotacion y caracterizacion funcional usada en la suite del programa Trinotate (101).
Con base en los resultados de la anotacion, se aplicaron tres criterios para la seleccion
y filtrado de transcritos: (1) Presentar valor de expresion en todos los tiempos de
comparacion y que en al menos uno de los tiempos el valor de expresion fuera muy

significativo con respecto al control (P-valor < 0,01); (2) presentar anotacion de dominios
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Figura 4-4. Mapa de calor de conteos FPKM para los 1871 transcritos DE. A partir del mapeo de lecturas

de cada una de las librerias secuenciadas, se tomaron los conteos brutos en valores de FPKM transcriptoma
global por libreria se secuenciacion y se corrigié con una funcion Log. Los mapas de calor se dispusieron
acorde a la linea de secuenciacion de la placa en la plataforma lllumina® HiSeq 2500. Cada franja
corresponde a un valor de conteo para un transcrito en especifico, el cual se encuentra en la misma posicion
en todas las gréficas. Los mapas de calor fueron generados utilizando el paquete estadistico pheatmap
(99).

proteicos funcionales por pfam (95) y (3) el dominio pfam (95) encontrado no fuera
Unicamente un dominio de funcion desconocida (DUF, por sus siglas en inglés Domain
Unknown Function). El resultado de la seleccién vy filtrado dejo solo 1.871 (44% de los
4.255 incluidos en el proceso de anotacion) transcritos expresados diferencialmente con

informacion de anotacién y caracterizacion funcional (Tabla 4-2). Curiosamente, se
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pudo observar que el 83,2% (1.558 transcritos) se encontraban sobre expresados en
alguno de los tiempos, mientras solo 16,8% (313 transcritos) se encontraban sub-
expresados en alguno de los tiempos. Estos valores permiten ver que habia una alta
actividad genética en cuanto a la expresion de genes luego de la exposicion a WBM.

Por ultimo, se realizaron dos procedimientos con los 1.871 transcritos DE, el primero de
verificacién de la expresion de los transcritos DE (Figura 4-4) y el segundo validacién
de la independencia muestral en los conjuntos de datos (Figura 4-5). En ambos
procedimientos se emplearon los conteos de lecturas por libreria sobre los transcritos
secuenciados en valores de FPKM con correccion de una funcién Log. Para la
verificacién de la expresion, el mapa de calor mostré una amplia variedad de tonalidades
acorde a la escala de coloracion para todas las librerias, con poca presencia de valores
cercanos a cero excepto en la libreria 24h-1 (Figura 4-4). La libreria 24-1particularmente
tiene bajos conteos, lo que se puede apreciar con mayor presencia de tonos oscuros.
Por el contrario, los controles en general presentaron un mayor patron de coloracion. El
resto de las librerias se comportaron de manera similar, pero no se observé en ningun
caso una predominancia en el color por alguna zona de la gréfica, denotando

variabilidad entre los conjuntos de datos.

En segundo y ultimo caso, los resultados de la correlacién de Spearman permiten de
manera general identificar que hay independencia entre las muestras debido un mayor
valor cuando se comparan entre réplicas del mismo tratamiento (Figura 4-5). Los
valores de correlacién negativos solo se observaron en casos de comparacién entre las
réplicas de Control versus tratamiento, oscilando entre los rangos -0,2 a 0 y algunos
pocos con valores de correlacion muy débiles de 0,1 a 0,2 (Figura 4-5). Entre las
réplicas de tratamiento (6h vs 24 vs 48h), la correlaciéon se mantuvo siempre en rangos
de 0 a 0.2, es decir, sin correlacién o correlacion débil, mientras que al interior de cada
grupo (6h vs 6h, 24h vs 24h y 48h vs 48h) los valores de correlacion fueron directos

medianamente fuerte con rangos de 0,2 a 0,4 (Figura 4-5).
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Figura 4-5. Matriz de correlacion de Spearman entre los conjuntos de datos de conteos para cada libreria
de los 1871 transcritos DE. Con el paquete estadistico Corrplot (100) para R Project (81), se ultilizé el
estadistico de Spearman para determinar los valores de correlacion entre los distintos grupos de datos.
Valores negativos cercanos a -1 indican una correlacién inversa fuerte, cero ninguna correlacion y valores
positivos cercanos a 1 correlacion directa fuerte.

4.4. Anotacion funcional

La anotacién funcional de los 1.871 transcritos diferencialmente expresados mostré
como resultado general una coleccion de proteinas hipotéticas pertenecientes a todas
las actividades fundamentales para la supervivencia de la célula (Anexo B). En la

categorizacion manual de dominios proteicos pfam, se logré distribuir las proteinas
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hipotéticas en 9 categorias utilizando la informacion de descripcion centralizada en el
repositorio de la base de datos de pfam (Figura 4-6). Las 9 categorias correspondieron
a procesos de sefalizacién, metabolismo, expresion genética, proteinas de membrana,
estructura celular, respuesta de estrés celular, funcionamiento celular, trafico vesicular
y proteinas de matriz extracelular. Sefalizacién represento la mayor cantidad de
transcritos diferencialmente expresados con el 32% (602 transcritos), seguido de
Metabolismo con 16% (306 transcritos); mientras las dos categorias con menor cantidad
de transcritos fueron proteinas de matriz extracelular con un 3% (45 transcritos) y

proteinas relacionadas al trafico vesicular 5% (97 transcritos).

En la categoria sefalizacion destacan transcritos codificante para diversas vias de
sefializaciéon (150 transcritos), donde predominan los dominios tipo proteina quinasa,
WDA40 y Tetratricopéptido, presentes en una amplia variedad de proteinas de muchas
vias de sefializacion (Figura 4-6). En la categoria Metabolismo destaca con mayor
ndamero de transcritos codificantes para dominios involucrados en procesos del
metabolismo de proteinas (80 transcritos), como peptidasas y ubiquitinasas (Figura
4-6). Para la categoria de expresion génica la mayor cantidad de transcritos presentaron
dominios involucrados con el procesamiento del splicing (85 transcritos), como dominios
de helicasa, reconocimiento de motivos del RNA y factores de splicing. En la categoria
de Proteinas de membrana, se encontr6 una predominancia de proteinas
transportadoras (68 transcritos) donde se destacan dominios de transporte de azucares,
transportadores de aminodacidos, Transportadores ABC, transportadores de colina y
transportadores de cationes (Figura 4-6). En la categoria de Estructura celular se
observaron transcritos codificantes mayoritariamente para dominios involucrados en
procesos del citoesqueleto (136 transcritos), donde destacan dominios de Kinesina,
Tubulina, Miotubulina, Dineina y Actina (Figura 4-6). Los transcritos con dominios
involucrados en procesos respuesta a estrés celular, mostraron una mayor presencia
hacia procesos inmunes (49 transcritos) con dominios de reconocimiento de
peptidoglicanos, Inmunoglobulinas, reconocimiento de patrones moleculares y
trombospondina (Figura 4-6). En la categoria de Funcién celular, la mayor cantidad de
transcritos (64 transcritos) codificaban para proteinas con dominios involucrados en
funciones de replicacion del DNA, como DNA girasas, DNasas tipo Il, Topoisomerasas,
factores de replicacion, DNA polimerasas, DNA ligasas y Telomerasas (Figura 4-6). La
categoria de tréfico vesicular, la mayor parte de los transcritos codificantes (29
transcritos) para dominios con funcién principal en el procesamiento tardio del trafico

vesicular. Destacaron los dominios de trafico vesicular tardio BAR-Bin, dominio de
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ordenamiento vesicular y dominios de secrecion (Figura 4-6). Finalmente, se
encontraron 16 transcritos codificantes para proteinas involucradas en procesos de
sinapsis nerviosa en la categoria de proteinas de matriz extracelular, como guanilato

guinasa, neurotransmisor de sodio y neuroreceptor de tacto (Figura 4-6).

Functional Clasification of Pfam Protein Domains
~ Signalng  Total

Diverse pathway signaling 150 Cell migration 6 Early vesicular traffic 10
G-proteins pathway 84 Extracellular matrix component 15 Endocytosis processes 9
G-proteins PIP3 pathway 2 Nervous sinapsis Golgi apparatus-RER traffic 9

G-proteins Rho pathway 18 Secretory proteins Golgi structure maintenance 14
Lipid signaling pathway 6 Late vesicular traffic 29
Neuroreceptor 13 Vesicle coat complex 17
NfkB pathway 5 Vesicular traffic mediator 5
Notch pathway 3 Others 4
PhospatssepanY: - . Celfunction  Toml
PIP Pathway 17
. Cell cycle 36
Protein Kinase C activating pathway 1 L
DNA replication 64
Protein kinase pathway 8
Others 17
Protein-protein interaction 147
TollfTir pathway 2 | Responsecellularstress  Total
Transcription factor 113 Apoptosis 20
Others 25 Autophagy 7
Cell protection 3
Chaperone protein 8
Defense toxin 3
Detoxification 3
DNA Damage SOS 15
© Mewmbolism  Total Immune processes a

Inflamatory processes 24

Biosyntheticprocesses 79

i = . cCelstucwe  Totl
Glycogenesis

Glycogenogenesis

1
5 Cytoskeleton 136
. DNA Repair 14
Glycogenolysis 1
5 DNA structure 10
Nucleolar proteins 2
Krebs cycle 5 | Geneticexpression  TotT | i

Glycolysis l

Lipid metabolism 16 Enzymes in action on nucleic acids 29 _-
Metabolism control 2 Gene regulation 33 Cell Adhesion 56
Protein metabolism 80 Post-translational processes 19 lon channels 34
Pentose-phosphate pathway 1 Ribosomal protein coupled 12 lon pumps 10
Redox enzymes 51 Splicing processes 85 Membrane receptors 12
Respiratory chain proteins 28 Transcription processes 28 Transporter proteins 68
B-Oxydation 7 Translation processes 13 Others 11

Figura 4-6. Clasificacion funcional de dominios proteicos Pfam de transcritos diferencialmente expresados.
La clasificacion tuvo en cuenta la informacion cruzada con los términos GO y vias de sefializacion y
metabolismo del KEGG.
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4.5.Respuesta molecular a la exposicion
de WBMs

La anotacion funcional permitié detectar 84 transcritos que codificaban para proteinas
hipotéticas implicadas en el proceso de respuesta a estrés toxico, categorizadas en las
siguientes fases: 22 transcritos asociados a procesos de Absorcion-Eliminacion, 21
transcritos involucrados en el proceso de biotransformacion, y 41 transcritos
relacionadas con efectos adversos y estrés celular debido a dafios celulares que podrian
estar relacionados con aspectos vistos en los resultados morfolégicos y morfométrico
(Tabla 4-3). En el proceso de Absorcion-eliminacién hubo coincidencia entre los
términos GO y vias KEGG asociadas a los transcritos (Tabla 4-3), lo cual es importante
porque las vias metodolégicas de anotacion son diferentes. En los términos GO se utilizé
referencias cruzadas contra la base de datos de UniProt/SwissProt determinadas por el
algoritmo Blastx y Blastp, mientras las referencias cruzadas del KEGG derivan de la
anotacion de pfam. En ambos casos, la anotacion funcional permitio determinar una
serie de proteinas de membrana llamadas Transportadores ABC que estan relacionadas
con procesos de transporte de xenobioticos. En procesos de biotransformacion se
observo un patron similar entre los términos GO y vias KEGG con la categoria asignada.
En los términos GO se pueden diferenciar dos tipos de funciones enziméticas:
transferasa y oxidorreductasas, las cuales se ven reflejadas en las vias KEGG en los
distintos procesos metabodlicos (Tabla 4-3). Especialmente, se encontr6 la via
metabdlica del glutation y metabolismo de medicamentos, ambas muy relacionadas con
procesos de detoxificacién ya que en ellas intervienen enzimas con actividad transferasa
y actividad redox. Finalmente, se encontr6 una serie de vias KEGG interconectadas,
que podrian estar relacionadas con apoptosis derivados de la alta concentracion a WBM
que fueron expuestas las colonias de H. symbiolongicarpus (Tabla 4-3). Esas vias
KEGG, también estan relacionadas a los términos GO reporta dos, ya que muchas de
esas funciones se encuentran dentro de las vias de sefializacion mencionadas (Tabla
4-3). A continuacion, se trataran en detalle los aspectos centrales de los tres bloques

relacionados al proceso de detoxificacién por WBM.
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Tabla 4-3. Resumen de anotacion funcional (Vias KEGG, Términos GO, Categoria Funcional), a partir de transcritos diferencialmente expresados relacionados con el proceso

de toxicidad por WBM. Columna GO term CC: Componente celular, MF: Funciéon Molecular, BP: Proceso Bioldgico.

Toxic process KEGG Pathway GO term Functional Category Total transcripts related
Absorption/Elimination Transportadores ABC G0:0043190-CC-ATP-binding cassette (ABC) transporter complex Transporter proteins, lon pumps 22
Alanine, aspartate and glutamate metabolism G0:0003980-MF-UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase activity Redox Enzyme 21
Aldosterone-regulated sodium reabsorption G0:0004069-MF-L-aspartate:2-oxoglutarate aminotransferase activity Biosynthetic process
Arachidonic acid metabolism G0:0004357-MF-glutamate-cysteine ligase activity Carbohydrate metabolism
Arginine and proline metabolism G0:0004363-MF-glutathione synthase activity Glycogenolisis
Chemokine signaling pathway G0:0004497-MF-monooxygenase activity
Glutathione metabolism G0:0004601-MF-peroxidase activity
Biotransformation
Glycosaminoglycan degradation G0:0004648-MF-O-phospho-L-serine:2-oxoglutarate aminotransferase activity
Propanoate metabolism G0:0005507-MF-copper ion binding
Drug metabolism G0:0008168-MF-methyltransferase activity
G0:0008484-MF-sulfuric ester hydrolase activity
G0:0016620-MF-oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors, NAD or NADP as acceptor
G0:0045454-BP-cell redox homeostasis
Apoptosis G0:0000079-BP-regulation of cyclin-dependent protein kinase activity Apoptosis 41
MAPK signaling pathway G0:0000080-BP-G1 phase of mitotic cell cycle Cell cycle
Jak-STAT signaling pathway G0:0000165-BP-MAPK cascade Signaling

Adverse Effect

p53 Signaling pathway
PIP Signaling System
Cell cycle

G0:0000186-BP-activation of MAPKK activity
G0:0004629-MF-phospholipase C activity

G0:0004672-MF-protein kinase activity

G0:0004674-MF-protein serine/threonine kinase activity
G0:0006309-BP-apoptotic DNA fragmentation

G0:0006950-BP-response to stress

G0:0007050-BP-cell cycle arrest

G0:0007095-BP-mitotic cell cycle G2/M transition DNA damage checkpoint
G0:0031571-BP-mitotic cell cycle G1/S transition DNA damage checkpoint
G0:0035690-BP-cellular response to drug

G0:0042771-BP-intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage by p53 class mediator
G0:0042981-BP-regulation of apoptotic process
G0:0046328-BP-regulation of JNK cascade

G0:0070374-BP-positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade

G0:0071456-BP-cellular response to hypoxia

Protein-protein interaction
Protein metabolism
Cytoskeleton

Lipid metabolism

Immune processes
Diverse cellular development signaling
Diverse pathway signaling
G-proteins pathway
Transcription factor
Ribosomal protein coupled
PIP Pathway

DNA Damage SOS

Lipid signaling pathway

Protein Kinase C activating pathway
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45.1. Absorcion — Eliminacion

Se encontraron 22 transcritos diferencialmente expresados que codificaban para
proteinas de membrana distribuidas en los siguientes tipos: 13 Transportadores ABC, 7
bombas de cationes y 2 bombas Hidrolasas Na-K con funcién ATPasa. El juego de
proteinas Transportadores ABC, importantes en procesos de importe y exporte de
sustancias propias como xenobiéticos (102), consistié en 13 transcritos que codifican
para 13 diferentes proteinas hipotéticas, 12 de ellas perteneces a cuatro subfamilias
tipicas y una sin similitud a alguna proteina canonica debido a la falta del dominio casette
de unién a ATP (ATP-Binding Cassette, ABC) (Figura 4-7, A-Der). De acuerdo con la
diversidad estructural de los Transportadores ABC (103), estos se clasifican segun la
posicion y repeticiones del dominio ABC y el dominio Region Transmembrana ABC
(ABC-Tranmembrane Regién ABC-TM) en el ORF. Tradicionalmente se ha visto que el
dominio ABC-TM debe tener entre 5-12 regiones transmembrana para garantizar la
translocacion y/o apertura de la membrana para el paso del sustrato (102), aunque eso
puede variar entre los organismos. Se encontraron cuatro proteinas putativas para la
familia A-B-C, las cuales se caracterizanpor tener dos repeticiones en tandem de un
dominio ABC-TM y un dominio ABC; cinco Transportadores ABC de la familia B-D-H
que presentan solamente un dominio ABC-TM y un dominio ABC; tres Transportadores
ABC de la familia G-H caracterizado por presentar en primera posicion el dominio ABC
y en segunda posicién el dominio ABC-TM. Finalmente un Transportador ABC no
candnico, debido a la carencia del dominio ABC (Figura 4-7, A-Der). Particularmente el
dominio ABC es el encargado del transporte activo por su acople con ATP generando
un cambio conformacional en el dominio ABC-TM para dar espacio al transporte de
diferentes tipos de sustancias propias o xenobioticas del organismo (102), aunque esto
no excluye su funcién como transportador, ya que se sabe que las regiones expuestas
de los dominios ABC pueden interactuar con diferentes tipos de proteinas para
garantizar su funcion transportadora (102). En vertebrados, Las subfamilias B-C-G de
las proteinas Transportadores ABC presentan funciones principales como exportadores

de xenobiodticos (104).

Los perfiles de expresion de los Transportadores ABC muestran tres proteinas sub

expresadas a lo largo del tiempo y 11 sobre expresadas. Particularmente, las tres protei-
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del transporte de xenobidticos y el color si esta sobre expresado (Verde) o sub expresado (Rojo)
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nas con niveles de transcripcion negativos presentan Unicamente los dominios ABC en la
cara extracelular, mas la no candnica (Figura 4-7, B). Esas proteinas pertenecen una de
la familia A-B-C y la otra a la familia G-H, con niveles de expresion bastante bajos de -5.02
a -9.97 Log(FC) (Figura 4-7, A-1z). De los 10 transcritos sobre expresados, cinco
pertenecen a la familia B-D-H, los cuales tienen la particularidad de presentar un pico de
expresion a las 24h con un valor de Log(FC) entre 8.38 y 10.18. Tres de esos diez
transcritos pertenecen a la familia A-B-C uno con un perfil de expresion predominante en
todos los tiempos (9.75 Log(FC) a las 6h, 2.95 Log(FC) a las 24h y 9.61 Log(FC) a las
48h), el segundo con mayor nivel de expresion alas 6h (2.67 Log(FC)) y 24h (5.79 Log(FC))
y el ultimo Unicamente sobre expresado a las 48h (6.85 Log(FC)). Los dos transcritos
restantes de este conjunto de transportadores ABC codifican a proteinas pertenecientes a
la familia G-H, uno de los cuales tiene sus picos de expresion a las 24h (8.21 Log(FC)) y
48h (8.67 Log(FC)), mientras el otro Unicamente a las 24h (7.88 Log(FC)) (Figura 4-7, A).
La organizaciéon de dominios de las proteinas predichas de los Transportadores ABC
mencionados, tienen como caracteristica presentar en la cara intracelular al menos un
dominio ABC, lo cual podria conferirle un papel principal de proteina de membrana
exportadora (Figura 4-7, B).

El conjunto de resultados de los Transportadores-ABC sugiere dos eventos que estan
ocurriendo en las membranas celulares de H. symbiolongicarpus cuando se expone a
WBMs. En primer lugar, que hay activacion e inhibicion de proteinas transportadoras
relacionadas con la eliminacion de xenobitticos. En segundo lugar, la posicion de los
dominios ABC en la cara intracelular sugiere que la expresion de genes favorece a aquellos

gue tienen una probable funcién exportadora a lo largo del tiempo post-exposicion.

Adicionalmente a los Transportadores ABC, se encontraron nueve transcritos con un
potencial papel en eliminacion de xenobidticos, ya que codifican para proteinas de
membrana con funcion transportadora para cationes y metales pesados como cobalto,
zinc, cadmio y cobre (Figura 4-7). El primer conjunto consta de transcritos cuatro
transcritos que codifican para proteinas con un Unico dominio de Bomba de Cationes
Co/Zn/Cd (Co/Zn/Cd Cation Bump) y entre 1-6 dominios transmembrana (Figura 4-7, A-
Der). Los dominios Bomba de Cationes Co/Zn/Cd presentan un papel importante en el
balance celular de las concentraciones de Co/Zn/Cd (105). Los cuatro transcritos se

caracterizan también por codificar dos proteinas pequefias (alrededor de 100 aa) y dos
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proteinas de mayor tamafio (entre 200 y 500 aa). Particularmente a nivel del perfil de
expresion, se observa que el transcrito que codifica para la proteina de 500 aa y uno de
los transcritos que codifica para una de las proteinas pequefas de 100 aa tienen valor de
expresion negativo muy cercanos (Figura 4-7, A-1z) y se agrupan en la misma rama del
arbol (-7.89 Log(FC) 6h, -9.08 Log(FC) 24h y -9.18 Log(FC) 48h para la proteina de 500
aay-8.32 Log(FC) 6h, -8.28 Log(FC) 24h y -8.02 Log(FC) 48h para la proteina de 100 aa).
Por otro lado, las dos proteinas restantes, 200 aa y 100 aa, estan sobre expresadas en
todos los tiempos, aunque no comparten clado de agrupacion. Para el transcrito que
codifica la proteina de 200 aa presenta un perfil de expresion de 1.50 Log(FC) a las 6h,
8.23 Log(FC) alas 24hy 8.69 Log(FC) a las 48h; mientras que la proteina pequefia restante
presenta un perfil de expresiéon de 8.10 Log(FC) a las 6h, 7.50 Log(FC) a las 24h y 3.56
Log(FC) a las 48h (Figura 4-7, A). Si bien en este caso los valores de expresion no se
observan correlacionados como ocurre en los transcritos sub expresados, los resultados
sugieren que estas bombas de cationes en H. symbiologicarpus se expresan de manera
coordinada y forman heterodimeros. Los resultados podrian estar dejando claves sobre la
funcion importadora y la funcion exportadora de las bombas de cationes (Figura 4-7, B),
siendo los transcritos sub expresados los encargados de la importacién y los sobre
expresados los encargados de la exportacion.

Finalmente, se encontraron cinco transcritos que codifican para proteinas de membrana
con similar arquitectura, todos con la presencia de dominios E1-E2 ATPasa (Figura 4-7,
A-Der), la cual tiene funcién de hidrolisis del ATP con intercambio de protones Na/K (106).
De los cinco, se encuentran dos con un perfil de expresion similar y arquitectura de
dominios parecida. Ambos reciben el nombre Hidrolasa Na-K ATPasa (hydrolase sodium
potassium ATPase) (Figura 4-7, A-lzq), por presentar el dominio E1-E2 ATPasa vy el
dominio Hydrolase K-Na ATPase Alpha subunit. Uno presenta adicionalmente dos
dominios, uno hidrolasa y un dominio HAD (Haloacid Dehalogenase-like hydrolase). Este
tltimo presenta una funcion enzimatica en la dehalogenacion de grupos haloacidos e
hidroxidacién de grupos epoéxido (107), todas substancias quimicas con potencial toxico.
Ambos transcritos presentan valores de expresion altos en los tres tiempos de muestre
entre 7.76 y 10.83 Log(FC) (Figura 4-7, A-Der). De manera general las proteinas con
dominios E1-E2 ATPase suelen hacer parte de bombas de transporte de cationes que son
heteroméricas (106), lo que podria estar explicando los valores de expresion y arquitectura

similar de estas dos proteinas. Los tres transcritos restantes, codifican para proteinas que
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tienen en comuan dominios HMA, los cuales son importantes en el equilibrio y procesos de
detoxificacion del cobre (108) (Figura 4-7, A-Der). Los perfiles de expresiéon de los tres
transcritos mostraron un patron de expresion escalonado, es decir, un transcrito tuvo su
pico de expresion a las 6h (4.84 Log(FC)), otro a las 6h y 24h (8.39 y 5.32 Log(FC)
respectivamente) y el Gltimo Gnicamente a las 48h con un valor de 8.65 Log(FC) (Figura
4-7, A-1zq). Estos resultados dejan ver que los transcritos encontrados con el dominio HMA
presentan un papel importante en el transporte del cobre y su balance al interior celular, el

cual se activé después de la exposicién a WBMs.

En conjunto, los resultados encontrados en las proteinas transportadoras muestran que
hay procesos de transporte activo para la absorcién y eliminacion de sustancias con
potencial toxico. Con los transcritos encontrados se podria corroborar la presencia de
trazas de metales pesados en los WBMs empleados para el experimento, ya que se ha
evidenciado los niveles de concentracion en las arcillas derivadas de barita en otros
estudios (7).

4.5.2. Procesos de bhiotransformacion

Se identific6 un total de 21 transcritos que codifican para proteinas relacionadas
directamente con procesos de biotransformacion de xenobiéticos, involucrados en
reacciones de fase | y fase Il (Figura 4-8). En las reacciones de fase | se detectaron 12
transcritos que codifican para dos Citocromo P450 (CYP450), cuatro tiorredoxinas, dos
aldehido deshidrogenasas, una Peroxidasa, una Arilsulfatasa A, una Cu-ll ascorbato
dependiente de monooxigenasa, and una oxidorreductasa de unién a NADH(P)- (Figura
4-8). El perfil de expresion de los transcritos pertenecientes a las reacciones de fase |
muestra un pico de expresion entre los 2.57 Log(FC) y los 9.61 Log(FC) a las 6h en la
mayoria de casos (Figura 4-8, 1zg). A medida que el tiempo pasa, los niveles de expresion
disminuyen cercanos a cero Log(FC), indicando un retorno de expresion similar al control.
Sin embargo, el CYP450 mas pequefio y el sistema enzimético de tiorredoxinas presenta

un patron de expresion diferente al resto de enzimas de la fase | (Figura 4-8, 1zq). El
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CYP450 se mantuvo sobre expresado en todos los tiempos con un valor medio de 7.3
Log(FC), similar al caso de NADPH oxidorreductasa que presento un valor medio de 4.71
Log(FC) (Figura 4-8, 1zq). Por su parte el sistema enzimético de tiorredoxinas también
estuvieron sobre expresadas en todos los tiempos con un valor medio de 6,72 Log(FC)
(Figura 4-8, 1zq).

Biotransformation Process
Expression Profile Domains Architecture
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Figura 4-8. Transcritos codificantes para enzimas involucradas en procesos de biotransformacion de
xenobidticos. (1zq) Gréfica de agrupacién y mapa de calor segun el perfil de expresion génica a las 6h, 24h y
48h. post-exposicion (valores de Log de veces de cambio con respecto al control). (Der) Arquitectura de

dominios proteicos predicha para los transcritos codificantes.

En las reacciones de fase Il se encontraron nueve transcritos que codifican para cinco
enzimas con actividad transferasa, tres enzimas relacionadas al metabolismo del glutatién
y una enzima tiol-disulfito isomerasa (Figura 4-8). El perfil de expresion muestra una
predominancia hacia las 24h y 48h entre los 7.47 y 9.30 Log(FC) con algunas pocas
excepciones. Las enzimas relacionadas con el metabolismo del glutation como la unidad
grande de la Glu-Cys Ligasa y la Glutation Sintasa estuvieron también sobre expresadas
a las 6h con un valor medio de 9.35 Log(FC), de igual manera que la metiltransferasa se

sobre expresé desde las 6h con un valor de 8.08 Log(FC) (Figura 4-8).
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La finalidad de los procesos de biotransformacion es eliminar un xenobiético mediante
procesos quimicos que ayuden a su solubilizacion. En el caso de las enzimas de
reacciones de fase I, el papel principal que ellas juegas en condiciones naturales es
prevenir el dafio celular generado por las especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o iones
sulfato derivado del metabolismo propio de lipidos (109,110). Por su parte, las reacciones
de fase Il se encuentran involucradas en procesos biosintéticos de la célula, como la via
metabodlica de la glicogenogenesis (111) o el metabolismo del glutation (112). Los
resultados mostraron dos casos sistemas enzimaticos casi completos sobre expresados
para ambas partes de los procesos de biotransformacion, el sistema de Tiorredoxinas
(Figura 4-9, 1, 1.1, 1.2 y 1.3) en las reacciones de fase |, y la via metabdlica de sintesis

de glutation (Figura 4-9, 3, 3.1y 3.2) en las reacciones de fase Il.

De manera global, los perfiles de expresion permitieron observar un efecto escalonado
entre las enzimas de cada fase, con predominancia en la expresion a las 6h por las
reacciones de fase |, una activaciébn general por todas las enzimas a las 24h y
posteriormente una predominancia en la expresion por las enzimas de las reacciones de
fase Il (Figura 4-8, 1zq). Esta observacion es importante cuando miramos el detalle de la
funcionalidad de cada una de las enzimas. Las enzimas que actdan en las reacciones de
fase | (Figura 4-9, 1) se encuentran en todos los casos sobre expresadas a las 6h, con
excepcion de la Tiorredoxina hiperreductasa (Figura 4-8), la cual solo tiene un Gnico pico
de expresién a las 24h. Las enzimas con actividad oxidorreductasa como la Peroxidasa,
Sulfatasa, y CYP450 grande, solo estuvieron sobre expresados a las 6h. El resto del tiempo
sus niveles de expresion fueron cercanos a 0 Log(FC) indicando un nivel de expresién
basal (Figura 4-8). Por otra parte, el CYP450 pequefio se encuentra sobre expresado en
todos los tiempos, al igual que Cu?* monooxigenasa (Figura 4-9, 1). Finalmente, el sistema
enzimatico de tiorredoxinas se encontr6 completo (113), el cual se caracteriza por una
enzima con un dominio NADPH méas un dominio Tiorredoxina que recupera el poder
reductor del sistema con ayuda del NADP(H)-H* (Figura 4-9, 1 y 1.1). Una vez las
tiorredoxinas se encuentran reducidas pueden usar ROS como donador de oxigeno y
electrones para oxidar los xenobioticos (Figura 4-9, 1.2) y que estos queden preparados
pa ra las reacciones de fase Il. Por ultimo, la enzima NADP(H) Oxidorreductasa aparte de

ayudar a recuperar el poder reductor a las tiorredoxinas, puede oxidar radicales hidroxilos
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Figura 4-9. Vias metabdlicas de procesos biotransformacion de xenobi6ticos. En la parte izquierda y superior
se encuentran todas las enzimas que actian en las reacciones de fase | en colores frios. En la parte derecha
e inferior se encuentran las enzimas que se encuentran involucradas en las reacciones de fase Il en colores
rojos. Por distincion, las reacciones de fase | son las primeras en ocurrir y generan una primera reaccion de
oxidacion en los xenobiéticos, mientras las reacciones de fase Il se encargan de agregar una sustancia quimica
conjugada que genere una mayor polaridad en el xenobidtico o marque de manera que una proteina

transportadora y/o de membrana pueda eliminarla de la célula.

(-ROH) a aldehidos (-CHO) por la presencia del dominio adh (Figura 4-9, 1.1). Per se, los
aldehidos son sustancias toxicas a nivel celular, razén por la cual encontramos dos
transcritos codificantes para enzimas de aldehido deshidrogenasa, el cual se encarga de
oxidar los radicales -CHO a &cidos carboxilicos (Figura 4-9, 1.3) y facilitar la eliminacion
del xenobidtico en su forma acida. Todas las enzimas que participan de este sistema de
tiorredoxinas se encontraban sobre expresadas a lo largo del tiempo, lo que fortalece la

hipétesis de su funcionamiento.

Las enzimas involucradas en las reacciones de fase Il, Aminotransferasas, UDP-
Glucosiltransferasa, Metiltransferasa and Acetil-Coa transferasa, presentaron un

incremento en la expresion hacia las 24h y 48h con un rango de valores de 2.26 Log(FC)
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a 9.12 Log(FC) (Figura 4-8). Todas estas enzimas requieren una primera oxidacién de los
xenobidticos (Figura 4-9, XROH o XRS) para poder agregarle el marcador para su
eliminacion (Figura 4-9, 2). Por ultimo, dentro de las reacciones de fase Il se encontro la
via metabdlica de sintesis casi completa del glutation (GSH). La biosintesis del glutation
depende de tres enzimas, dos Glu-Cys ligasas (GSC) una con actividad sintetasa y otra
con actividad modificadora, y una enzima glutation sintasa (GSH-S) (114). Las primeras
dos se encargan de la formacién del dipéptido y-GluCys, mientras la GSH-S de la
incorporacion de Gly para la biosintesis final del glutatiéon (114) (Figura 4-9, 3, 3.1). Las
enzimas encargadas de la biosintesis de GSH mostraron un incremento en la expresion a
las 6h (9.24 Log(FC)) y 24h (8.38 Log(FC)), para el caso de la GCS larga y un pico de
expresion a las 24h (9,12 Log FC) para la GCS corta (Figura 4-8). Adicionalmente, GSH-
S estuvo sobre expresada durante todos los tiempo con picos a las 6h y 48h (9.45 Log(FC)
y 9.30 Log(FC) respectivamente), mientras a las 24h la expresion disminuyo hasta 2.26
Log(FC) (Figura 4-8). En la parte final de la via metabdlica, encontramos una enzima Tiol-
dilsufito isomerasa la cual tiene el papel de oxidar el GSH al interior de la mitocondria para
prevenir el estrés oxidativo por ROS libres (115) (Figura 4-9, 3.2). El perfil de expresion
deja ver un pico de expresion a las 24h con 8.24 Log(FC), aunque también se encuentra
sobre expresada a las 6h y 48h con 2.07 y 1.96 Log(FC) respectivamente (Figura 4-8).
Ese perfil de expresion mencionado es muy similar al observado en las enzimas GCS
(Figura 4-8), Permitiendo la relacién en la via del GSH. Finalmente, la enzima que se
encarga de la conjugacion del GSH con el xenobidtico, la Glutation S-Transferasa (GST),
no fue encontrada en el analisis y puede ser debido a los criterios de seleccién altos de los

transcritos diferencialmente expresados (Figura 4-9, 2).

Este bloque de resultados permite ver varios procesos que se estan activando por la
exposicién a lodos de perforacion. En primer lugar, esta encontrar enzimas claves en
procesos de detoxificacion presentes en todos los organismos vivos como lo son CYP450,
GSH-S, Tiorredoxinas y Sulfatasa. Segundo aspecto clave es ver que hay un
comportamiento escalonado entre los picos de expresion de las enzimas pertenecientes a
reacciones de fase | y enzimas de reacciones de fase Il. Tercero y ultimo, detectar a partir
de los andlisis funcionales vias o sistemas enzimaticos relacionados como el caso de las

tiorredoxinas y el metabolismo del GSH.
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4.5.3. Efectos adversos a la exposicion por WBMs en

H. symbiolongicarpus

Los resultados morfoldgicos y morfométricos dejaron en evidencia alteraciones en las
colonias de H. symbiolongicarpus a la exposicibn a WBMs, permitiendo focalizar la
basqueda de transcritos codificantes hacia cierto tipo de vias y mecanismos moleculares
como la apoptosis, procesos de activacion y reparacion de DNA, procesos de alerta a
estrés celular entre otros (49). Para ello, se tuvo como principal fuente de informacién la
referencia cruzada entre los cédigos pfam, las vias de sefializacion de KEGG vy la
informacion complementaria de arquitectura de dominios candnicos de la base de datos
ensembl (116). Con toda la informacién colectada, se detectaron un total de 41 transcritos
gue codifican para proteinas canoénicas pertenecientes a cinco vias de sefalizacion del
KEGG: Siete transcritos para Apoptosis, nueve para Ciclo celular, 15 para via de
sefializacion de MAPK, seis para sistema de sefializacion Fosfatidil-inositol (PIP) y cuatro
para via de sefializacion de p53 (Tabla 4-3). En conjunto, todas las vias de sefializacion
se encuentran relacionadas y dirigiendo gran parte del mecanismo hacia procesos de
apoptosis, que podria estar explicando el deterior de los tejidos vistos en los resultados

morfométricos y morfolégicos en H. symbiolongicarpus (Figura 4-10).

La via de las MAPK (Anexo C) se muestra como nodo central del resto de vias encontradas
ya que presenta rutas de interaccién con todas las vias hasta llegar a la activacion de la
apoptosis (Figura 4-10, Sup). Se encontraron proteinas de dos de las tres vias principales
de las MAPK (Vias Clasica y la via de las JNK y p38). Se encontraron cinco transcritos
codificantes que activan la via clasica de las MAPK como lo son: Fibroblast Growth Factor
(FGF), FGF receptor (FGFR), GRB2-Like, Ras GTPase and RAF1 (Figura 4-10, Sup;
Anexo C), siendo RAF1 el Unico transcrito con valores negativos de expresion en todos
los tiempos (Anexo C). La via clasica promueve o inhibe procesos de proliferacion,
diferenciacién y anti-apoptéticos, aunque todos ellos pueden estar bloqueados por la baja
expresion de RAF1 (Anexo C), siendo RAF1 la proteina con nodo central para esa sefial
(117). La via JINK-p38 presenta el siguiente conjunto de transcritos codificantes (MEKK1,
JNK/p38, Elk1, GADD153, MAX, HSP27, CREB-Like, PTP, ASK1l and AKT), todos
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activados por el receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) y TRAF2, ambas proteinas
activadoras de la apoptosis (Figura 4-10, Sup; Anexo C) (117). TRAF2 activa las proteinas
MAPKKK como MEKK1 y ASK1. La sefalizacion por MEKK1 involucra la activacion de
JNKy Elk1 para terminar en la activacion de la via de sefalizacion p53 (Figura 4-10, Sup;
Anexo C) (117). Por el lado de ASK1, la sefalizacion involucra a p38 y la activacién de los
factores de transcripcion GADD153, MAX y CREB-like, los cuales tienen como funcién final
la activacion de apoptosis y la sefial de estrés por medio de HSP27 (Figura 4-10, Sup;
Anexo C) (117). Adicionalmente, se encontrd una transcrito codificante para PTP que tiene
funcién inhibidora de la via de JNK-p38 (117). Los niveles de expresion para PTP fueron
bajos en todos los tiempos, indicando que no estaba inhibiendo la sefial de JNK-p38. Por
parte de AKT, presenta un papel similar a PTP, con la diferencia que inhibe la via de JNK-
p38 a nivel de ASK1. El nivel de expresién de AKT fue mayor a cero en todos los tiempos,
aungue su funcién de inhibidor también se encuentra relacionada con la via de PIP para
terminar en un blogueo del ciclo celular, presumiendo que es por ahi su principal funcion
(Figura 4-10, Sup; Anexo C). Finalmente, la via JNK-p38 presenta un papel relacionado
con el cambios ambientales e incremento de estrés como lo pueden ser exposicion a
drogas citotodxicas, irradiacion, incrementos de temperatura ambiental, acumulacion de
ROS (117). Todos estos factores pueden ser un efecto de la exposicion a WBMs y es la
razén de encontrar la via de MAPK activa y su papel como nodo principal de sefalizacion
(Figura 4-10, Sup; Anexo C).

En el sistema de sefalizacion del PIP (Fosfatidilinositol) (118) se encontraron seis
transcritos codificantes (Figura 4-10, Sup; Anexo D), tres codificaban para Pl-Fosfolipasa
C (PLC), dos codificaban para PTEN-like y un transcrito codificaba para PKC-Like
(Proteina Quinasa C) (Figura 4-10, Sup; Anexo D). Bajo las condiciones del experimento,
la via del PIP esta indicando procesos de estrés genotoxico (119) y formacion de segundos
mensajeros como el Diacilglicerol (DAG) hidrolizado por PLC a partir de fosfatidilinositol
(118). La funcién de PTEN esta corriente arriba del funcionamiento del PLC para liberar
DAG y activar PKC. A su vez, PKC sefializa por medio de RAS (proteina G) hacia la
comunicacion con AKT y finalizar en la inhibicién del ciclo celular (Figura 4-10, Sup; Anexo

D), segun se muestra los mapas de sefializacion de la base de datos del KEGG.
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Figura 4-10. Resumen de vias de sefializacion del KEGG y valores de expresién promedio por via. (Sup) Vias
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equivalencia de colores entre ambas gréficas.
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En la via del p53 (Anexo E) se encontré un Unico transcrito codificante para p53 que
controla todas las rutas de sefializaciéon. La presencia de p53 se relaciona directamente
con el dafio en el DNA. A parte se encontraron tres transcritos adicionales que codifican
para Gadd45, PAG608 y P48 (Figura 4-10, Sup; Anexo E). Gadd45 esta implicada en el
arresto del ciclo celular en la fase G2. PAG68 promueve la apoptosis mediante la activacion
de la sefial de permeabilizacion de la membrana mitocondrial y liberaciébn de CytC y
ensamble de Apafl (120). Finalmente, P48 junto con Gadd45 activan los mensajeros de
SOS y mecanismos de reparacion del DNA (120).

Los nueve transcritos codificantes encontrados en la via del Ciclo celular (Anexo F) fueron
Mizl, Skp2, Ink4c, RB-associated, Rad21, APC/C, Cyclin D, Cyclin F y una Ciclina no
definida, todos con capacidad de inhibir cada una de las fases del ciclo celular (Figura
4-10, Sup; Anexo F) (121). Acorde con los resultados, el punto se encuentra regulado por
p53 y Gadd45 como se menciond anteriormente. Ambas proteinas inhiben a las Ciclinas
Dy B, las cuales son el punto de referencia para el cambio de fase del ciclo celular en G1
y G2 respectivamente (Figura 4-10, Sup; Anexo F). Los transcritos codificantes para Miz1,
Ink4c and Skp2, Miz1 presentan un papel en la misma ruta junto con Ink4c que sefaliza
en la inhibicion de la Ciclina D (121), mientras que Skp2 puede inhibir las Ciclinas D, E y
A, todas las que hacen parte de la fase 1 (Figura 4-10, Sup; Anexo F). La tercera sefial
esta dada por APC/C, la cual es un inhibidor de la Ciclina B que a su vez inhibe a la proteina
Rad21, siendo esta Ultima esencial para la generacién del complejo molecular que permite
la cohesidn entre cromatides hermanas durante la fase M (121). Ademas, se encontré una
proteina asociada al Retinoblastoma (RB-associated), que esta codificada por un transcrito
con el dominio RB-B y un dominio DUF (Figura 4-10, Sup; Anexo F). La sobre expresion
de este transcrito permite establecer un arresto del ciclo celular en la fase S (121). Aparte,
fueron encontradas dos ciclinas (Ciclina F y una no definida) (Figura 4-10, Sup; Anexo F).
La Ciclina F se caracterizé con los dominios canoénicos de la base de datos de pfam, pero
esta no se encontro reportada en la via del Ciclo celular del KEGG. La ciclina no definida
presenta un unico dominio de Cyclin similar a muchos tipos de ciclinas, pero con la

diferencia que es necesario tener mas dominios para poderla asignar a un tipo de ciclinas
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como en el caso de la Ciclina F (presenta adicionalmente dominios F-box). Los transcritos
codificantes para las proteinas inhibidoras fueron encontrados sobre expresados en todos
los casos, mientras las dos ciclinas inhibidas en todos los tiempos (Figura 4-10, Sup;
Anexo F).

En la via de la Apoptosis (Anexo G), se encontraron siete transcritos codificanets para
Apaf-1, IAP, TNF receptor, TRAF2-Like, AIP, un transcrito con dominio CARD (Dominio de
reclutamiento de caspasas) y otra proteina con dominio Death, dominio presente en
muchas proteinas pro-apoptéticas (Figura 4-10, Sup; Anexo G). Los dultimos dos
transcritos no se lograron asignar directamente a alguna proteina de la via de Apoptosis,
ya que estos dominios estan presentes en muchas proteinas pro-apoptéticas como Fas,
FADD y Caspasas (122). Particularmente, los transcritos con los dominios CARD y Death
estan involucrados con proteinas pro-apoptéticas sefializadas via TNFR. La cascada de
sefalizacion TNFR-TRAF2 comunica con AIP mediante la via de MAPK ASK1. Por otro
lado, IAP se encuentra relacionada con la via de p53-Gadd45 como parte del mensaje de
reparacion de DNA (Figura 4-10, Sup; Anexo G). Finalmente, no fue posible recuperar la
via de sefializacion completa hasta la activacion de Apafl, pero el simple hecho de
encontrar Apafl no podria estar dando indicios de la formacion del apoptosoma y la

liberacion de CytC, ambos fundamentales para el proceso de apoptosis (Anexo G).

Los promedios de los perfiles de expresibn para cada conjunto de transcritos
pertenecientes a las distintas vias de safializacion, dejaron ver una relacién entre los
valores de expresién altos iniciales a las 6h y 24h para las MAPK, PIP y P53, seguido de
un incremento en el valor de expresién a las 48h para la apoptosis y una disminucién en
la expresion de los transcritos codificantes para proteinas del ciclo celular (Figura 4-10,
Inf). El perfil de expresion par MAPK, PIP y p53 presentaron el mismo comportamiento,
valores positivos a las 6h con un incremento hacia las 24h y una posterior disminucién a
las 48h (Figura 4-10, Inf). Por el lado de los transcritos codificantes del ciclo celular, el
perfil de expresion promedio presentd valores positivos Unicamente a las 24h, llegando un
poco por encima a 2 Log(FC), algo que se explica por la presencia de transcritos
inhibidores que deben estar sobre expresados en algin punto para poder arrestar el ciclo
celular. Por ultimo, el perfil de expresiéon de la Apoptosis inicia con un valor cercano a 4
Log(FC) a las 6h, estando en el casi en el promedio de las vias MAPK, PIP y p53.
Posteriormente, disminuye un poco con un valor cercano a 3 Log(FC) a las 24h para

terminar con un pico de 6 Log(FC) a las 48h, el cual es mayor a todas las demas vias.
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Los resultados vistos en los resultados morfolégicos y morfométricos (Figura 4-2)
mostraban una disminucién significativa en la salud de las colonias con pérdida de tejidos
(polipos y mata estolonal) hacia las 72h, la cual puede estar siendo explicada por procesos
de apoptosis que presentan su maxima expresion a las 48h, activada por proteinas que
censan los cambios ambientales como PKC y p53, algunos de ellos derivados

directamente de los procesos de biotransformacion.

En resumen, los analisis derivados de la interaccién entre los diferentes mapas de las vias
del KEGG nos permitieron generar una hipétesis funcional sobre el efecto adverso visto en
las colonias de H. simbiolongicarpus. En primer lugar, las vias de MAPK y PIP recogen las
sefiales de estrés orquestadas por una mezcla muy amplia de xenobi6ticos presentes en
los WBMs y sus metabolitos derivados durante los procesos de biotransformacion. En
segundo lugar, el efecto final de la exposicion a WBMs deja dos vias claramente afectadas
como lo son la apoptosis (ya mencionada) y el ciclo celular. El arresto del ciclo celular no
permite que las células entren en una dinamica de muerte y divisién celular que permita la
recuperacion de las colonias. Es decir, aparte de que se favorece la muerte de células
dafiadas, lo cual es de esperar ya que se observan la presencia de activacion de vias SOS
y dafio del DNA, generando la activacién irreversible de la apoptosis, también se ve
desfavorecida la divisién celular para poder mantener el equilibrio de perdida y reparacién

tisular, lo que esta evidenciado en los resultados morfol6gicos y morfométricos.
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Datos del portal web Statista han estimado que hasta enero de 2018 cerca de 640
plataformas de operacién petrolera siguen funcionando, de las cuales 390 se encuentran

ubicadas en mares y océanos de paises americanos. (https://www.statista.com/statistics

[279100/number-of-offshore-rigs-worldwide-by-region/). Esto crea la necesidad en la

comunidad académica y cientifica hacia el desarrollo de conocimientos en ecotoxicologia,
especialmente el impacto generado en la vida silvestre y ambientes marinos por la
presencia de agentes contaminantes como los lodos de perforacion petrolera relacionados
con los procesos de exploracién energética derivada de combustibles fésiles.

Los experimentos de exposicion a WBMs en H. symbiolongicarpus son la primera
evidencia de efectos adversos a altas concentraciones de una fase de particulas
suspendidas en condiciones agudas a nivel morfol6gico, morfométrico y molecular.
Especialmente, los resultados moleculares derivados de la expresion completa del genoma
nos dejan muchos insumos, herramientas e instrumentos para mejorar y precisar el
diagndstico sobre procesos toxicodinamicos en H. symbiolongicarpus frente a la

exposicién por WBMs.

5.1.Consideraciones sobre los cambios
morfologicos de la exposicion a LPP en

H. symbiolongicarpus

Los efectos adversos en la morfologia de las colonias de H. symbiolongicarpus se pueden

dividir en dos de acuerdo con la fase experimental: (1) Efecto adverso observable durante


https://www.statista.com/statistics%20/279100/number-of-offshore-rigs-worldwide-by-region/
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la fase de exposicion a WBMs y (2) Efecto adverso en la fase de recuperacion o tiempo
después de la exposicion (post-exposicion). En la fase de exposicion se observaron tres
fendbmenos de manera clara: (1) retraccién de los tentaculos, (2) Incremento en la
circunferencia y (3) carencia de movimientos sincronicos (rigidez) de los polipos (Figura
4-1). En la fase de recuperacién o post-exposicién se apreciaron tres alteraciones en las
colonias: (1) Un detrimento en la mata estolonal con pérdida de biomasa reflejado en la
disminucion del area ocupada por la colonia, (2) pérdida de polipos (Figura 4-2) y aparicién

de manchas rojas en los lugares donde se encontraban los pélipos (Figura 4-3).

Tabla 5-1. Cambios morfologicos reportados en siete especies de corales expuestas a
WBMs en fase aguda hasta 96h en concentraciones de 1%, 3,16% y 10% (21).

. . Incremento en Retraccion de Secrecion de )
Especie Clase / Familia N . - Letalidad
tamafio del p6lipo Pélipos moco
. . Anthozoa / Total, a 24h, 3,16- . . )
Porites divaricata " No Si No murieron pélipos
Poritidae 10%
. Anthozoa / Total, a 24 h, 3,16- . . »
Porites furcata . No Si No murieron pélipos
Poritidae 10%
. . Anthozoa / Total, a 24 h, 3,16- . . )
Porites astreoides " No Si No murieron pélipos
Poritidae 10%
Tejido empezé a
. Anthozoa / . Total, a42 h, 1- . .
Montastrea annularis o Sialas 24 h, 10% Si desintegrarse a last 65h
Merulinidae 3,16-10% .
10%, 70% colonia muerta
. . Anthozoa / Total, a1 h, 3,16- . . .
Acropora cervicornis . No Si No murieron pélipos
Acroporidae 10%
. Colonias empezaron a
= = Anthozoa / Si, . .
Agaricia agaricites L No No - morir a 41h, 100% colonia
Agariciidea muchisimo
muerta a 65h
. . . Anthozoa /
Dichocoenia stokesii o No No No No
Meandrinidea
Hidractinia Hydrozoa/ Si, Inmediatamente Retraccién total N Pélipos y mata estolonal
o
symbiolongicarpus Hydractiniidae al contacto de tentaculos muertaalas 72 h.

Experimentos realizados en siete especies de corales fueron reportados efectos adversos
similares a los vistos en H. symbiolongicarpus, como lo son incremento en la circunferencia
del polipo, pérdida de tejido y muerte de colonias completas (Tabla 5-1) (21).
Especificamente, las especies M. annularis y A. agaricites mostraron un patrén fenotipico
con muerte de tejido (en ambas especies) e incremento en la circunferencia del pdlipo (s6lo

en M. annularis), siendo este ultimo un efecto adverso muy similar al visto en H.
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symbiolongicarpus (Tabla 5-1). Por otro lado, seis de los siete corales (Excepto D. stokesii)
secretaban moco como parte de su respuesta fisiologica a la exposicion por WBM, aunque
este aspecto no fue observado en H. symbiolongicarpus. La retraccién de tejido parece ser
una condicion frecuente en las especies de cnidarios (Tabla 5-1). En cinco especies fue
posible ver una retraccion total a 3.16% de concentracion entre las 24h y 48h, mientras en
A. cervicornis la retraccion de los pélipos fue inmediata, similar a la retraccion de tentaculos

inmediata en H. symbiolongicarpus.

En otro caso de experimentos de exposicion de largo plazo (84 dias) con el coral de aguas
profundas Lophelia pertusa, se evidencio patrones similares fenotipicos ya reportados (22).
En una exposicién a 2.5% mg/ml de WBM, la retraccion de los pélipos fue del 80%, la tasa
de crecimiento disminuyo un 50%, la secrecion de moco increment6 en un 32% y solo el
2.2% de los polipos murieron a los 84 dias, causando efectos adversos crénicos parecidos
a los observados en exposiciones agudas.

En otros invertebrados como los bivalvos fueron reportados efectos adversos in varios
tejidos tales como goénadas, sistema digestivo y branquias en experimentos de larga
duracién con exposicién continua a WBM (41). En vieiras Placopecten magellanicus se
observaron un incremento del 20% al 60% de peso de tejido seco en las gbnadas y un
aumento exacerbado entre 200% y 250% del tejido seco del sistema digestivo después de
72 dias de exposicion (41), al igual en Pecten maximus donde se observaron diferencias
significativas y un incremento en el peso seco del sistema digestivo (No se reportaron
valores exactos de peso), después de 21 dias de exposicion a WBM al 2% de
concentracion (7). En los mejillones Mytilus edulis, el efecto adverso fue visualizado en las
branquias y células del sistema digestivo (7). Las células digestivas incrementaron su tasa
de formacién vacuolar, mientras en las branquias se observaron una mayor cantidad de
células mucosas (7). En organismos Vertebrados como los bacalaos Gadus morhua, los
resultados microscépicos de las branquias mostraron varias anormalidades en el tejido
epitelial de las larvas de los bacalaos, como lo son engrosamiento de filamentos
branquiales, malformaciones en los filamentos y presencia de aneurismas branquiales en

exposicion crénica a barita y WBMs (7). Como nota final, a los trabajadores de las
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plataformas petroleras se les ha caracterizado los riesgos ocupacionales si se exponen a
WBM, ya que incluyen irritacion e inflamacion en la piel, dermatitis, irritacion en las

mucosas entre otros sintomas (123).

Todos los efectos adversos reportados en varios organismos animales de muy variados
grupos muestran una generalidad en afecciones sobre tejidos y érganos de contacto como
lo son, inflamacion, irritacion y procesos de desintegracién tisular en los casos mas severos
tanto en fases crénicas como agudas de exposicién. En algunos casos se puede ver
niveles de letalidad, siempre y cuando la dosis de exposiciéon a WBM sea muy alta como
los reportados en este documento, donde se corrobord un efecto adverso critico en H.
symbiolongicarpus que fue reflejado en la perdida de biomasa.

5.2.Aspectos toxicodinamicos relacionados
a la expresion gendmica por exposicion

a WBM en H. symbiolongicarpus

Se realiz6 un experimento de exposicibn a WBM, con una concentracion del 50% para
generar el maximo estimulo posible sobre los mecanismos de expresion genética en H.
symbiolongicarpus, pero asegurando que fuesen dosis subletales. El procesamiento y
analisis bioinformatico permitieron recuperar 464,217 transcritos organizados en 271,433
genes con un promedio de tamafio de 865 pb (Tabla 4-1). Los analisis estadisticos y
procesos de anotacion permitieron determinar 1,871 transcritos diferencialmente
expresados involucrados en el proceso toxicodinamico producto de la exposicion a WBM
(Tabla 4-2), todos con arquitectura de dominios caracterizada por pfam, signal y Tmhmm
(Figura 4-6). Los transcritos con arquitectura de dominios predicha fueron categorizados
manualmente, realizando cruce de informacién con bases de datos del GO, KEGG y
ensembl, para tener la mayor cantidad de informacion funcional disponible y hacer una

buena descripcion de los procesos y funciones relacionados a los transcritos encontrados
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(Figura 4-6). Después de una revision detallada fue posible determinar un total de 84
transcritos codificantes para proteinas involucradas con distintos aspectos de la
toxicodinamica como lo son absorcién y eliminacion de xenobidticos, procesos de
biotransformacion y proteinas relacionadas con procesos que explicaran los fenotipos
observados en los efectos adversos morfolégicos en las colonias de H. symbiolongicarpus
(Tabla 4-3).

Los procesos de absorcion y eliminacion derivados de la mezcla compleja de WBM puede
estar siendo mediada por dos tipos de proteinas de membrana, todas con funcionamiento
activo de transporte, como lo son los Transportadores ABC y bombas de cationes (Figura
4-6). Los perfiles de expresion y la arquitectura de dominio en algunos casos permitieron
sugerir un conjunto de transportadores con una via de transporte hacia la parte interna de
la célula, otras con funcién exportadora y unas pocas con ambas funciones presentes
(Figura 4-7). Cuando se cruzan los resultados obtenidos de proteinas predichas con
funciones de exportacién e importacion de xenobioticos, el perfil de expresion de los
transcritos codificantes para esas proteinas y los resultados morfométricos y morfolégicos
de la exposicion a WBM, todo tiene un sentido claro del funcionamiento y porque se estan
viendo esos resultados. La exposicion a altas concentraciones de WBM generan una
presién por mantener la homeostasis al ingreso del cocktail xenobiético durante la fase de
exposicion. Una vez retiradas las colonias de la exposicién, los mecanismos de
compensacion homeostéatica deben disminuir la expresién de genes involucrados en el
transporte activo hacia el interior de las células y favorecer la expresion las proteinas
encargadas de la exportacion de xenobidticos y metabolitos derivados de la
biotransformacién de esos xenobiéticos, tanto a manera de equilibrio homeostéatico como

también probablemente de proteccién contra toxicidad.

En las arcillas de barita y bentonita se han reportado trazas de metales pesados como el
Cadmio, Cromo, Mercurio, Plomo, Hierro, Zinc y Cobre dentro las mezclas de WBMs (124—
126). Las trazas de Cadmio y Mercurio suelen estar en un rango de 0,35-0,77 y 0,44-6,7
ppm de peso seco respectivamente (126), en cambio el Cromo, Cobre, Hierro, Plomo y Zn

han mostrado una variabilidad en las concentraciones entre 15 y 29600 ppm de peso seco
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(126). La presencia de metales pesados en los LPP puede estar relacionada con la sobre
expresion de las bombas de cationes y los transportadores de la familia B-C-G de los
Transportadores ABC. Particularmente, Esas dos familias de Transportadores ABC, la B-
C al igual que las bombas de cationes con dominios HMA podrian estar confirmando la
presencia de cobre en altas concentraciones y de alguna de las especies toxicas como el
Metilmercurio (127). Las familias B-D-G-H son importantes para la eliminacion de Cadmio
y generacion de tolerancia a sobredosis de Cobre (128,129), probablemente al igual que
las bombas de cationes Co/zZn/Cd (105,130). Varias especies de Cnidarios son
susceptibles a procesos de bioacumulacion de Cobre y Cobalto, que también podrian estar

relacionados con las proteinas de membrana anteriormente mencionados (105,130).

En el proceso de biotransformacién relacionado con la exposicion a WBMs, fueron
encontradas un complejo enzimatico caracterizado por monooxigenasas, oxidoreductasas
y transferasas, teniendo una serie de vias metabdlicas casi completas en las reacciones
de fase | y fase Il (Figura 4-8, Figura 4-9). Los perfiles de expresiébn mostraron un
funcionamiento escalonado, siendo a las 6h mayor la expresion de enzimas de reacciones
de fase |, seguido de una superposicién de picos a las 24 horas entre las enzimas de fase
| y fase I, finalizando en una mayor expresion a las 48h las enzimas de fase Il (Figura
4-8). A pesar de la carencia de datos metabdlicos frente al experimento de exposicion a
WBM, existen en la literatura indicios que podrian explicar el patrén de expresion

observado en los transcritos codificantes para esas encimas.

En primer lugar, los principales componentes en la formulacion de muchos WBMs son la
barita y bentonita, que en el caso de este trabajo el WBM empleado tenia un 45% de
concentracion de barita entre todos los solutos empleados (Tabla 3-1). El principio quimico
de la barita y el bentonita es el sulfato de bario (BaS0O4), con cerca de 500,000 a 538,000
ppm de peso seco (126). Sin embargo, el Bario presente en BaSO4 ha sido reportado como
un metal no letal, incluso toxicolégicamente inerte cuando se encuentra formando sales de
azufre (126), pero algunos reportes concluyen dafios tisulares como irritacion, disminucién
de la tasa de crecimiento y perdida de tejidos (21,123,131). Adicionalmente a presentar

una alta concentracion de barita los WBM, los procesos de sedimentacion sobre
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organismos sésiles podrian estar generando un estrés oxidativo por disminucion en la
presion parcial de oxigeno (125). En la esponja Geodia barrette se demostré que la
bentonita generaba un estimulo sobre la estabilidad de la membrana lisosomal,
incrementando de un 20% a un 50% la desestabilizacion de la membrana y un aumento
en la biosintesis de GSH de 30 nmol/gww a 50 nmol/gww (125). En mejillones M. edulis,
vieiras P. maximus y bacalaos G. morhua se observaron cambios significativos en la tasa
de estrés oxidativo (7). Los mejillones y vieiras, la tasa de estrés oxidativo fue entre 0,5 a
2 veces mayor en organismos expuestos a barita y sedimentos de WBM, mientras que en
los bacalaos la tasa de estrés oxidativo disminuyo un 20% comparado con el control (7).
También fueron realizados ensayos cometa para verificar la integridad del DNA en
mejillones y vieiras. Unicamente a altas dosis de exposicion de barita y WBM se observé
un incremento del 20% comparado con el control en dafio al DNA (7). En corales, el Bario
tiende a fijarse entre el exoesqueleto calcareo haciendo reemplazo de Calcio y
disminuyendo la tasa de crecimiento, cuando la proporcién en la concentracion de Ca/Ba

en el ambiente es cercana a 1 (132).

Claramente, los procesos de sedimentacion que presentan los WBM por la alta
concentracion de espesantes como la barita y bentonita, genera un estrés oxidativo
disminuyendo la presién parcial de oxigeno disuelto en el agua. Esto produce dafio en el
DNA y disminucion en la tasa de crecimiento tisular en organismos sésiles. Adicionalmente
el estrés oxidativo podria ser una de las causas de activacion y expresién de genes como
los mencionados en los procesos de biotransformacion, cuya funcién final es la prevencién
y disminucidn de estrés oxidativo, efectos que se pueden evidenciar en nuestros hallazgos.
Ademas, si al estrés oxidativo le sumamos las trazas de metales pesados con potencial
téxico en muchos organismos presentes en las arcillas de barita y bentonita, se genera el
ambiente propicio para la afectacion de la estabilidad homeostatica y osmética en
organismos como H. symbiolongicarpus. Por ejemplo el Cadmio promueve el dafio por
estrés oxidativo incrementando los niveles de ROS (129), mostrando una sinergia entorno

al proceso de sedimentacion y disminucion de oxigeno disuelto.
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En las reacciones de fase I, fueron encontradas enzimas redox involucradas en procesos
de detoxificacion como CYP450, peroxidases Cu-ll monooxygenase, aldehyde
dehydrogenase, thioredoxins y enzimas relacionadas a thioredoxin (Figura 4-9). Se ha
reportado que todas esas enzimas pueden actuar en procesos de detoxificacion por
envenenamiento de Cadmimo, Cobre y Mercurio (129,130,133,134). Estas enzimas, tienen
una actividad catalitica de amplio espectro que les permite actuar directamente sobre esos
metales pesados, los cuales son oxidados usando como donadores de electrones y
oxigeno a ROS o electrones y azufre a especies reactivas de azufre (Figura 4-9). Por su
lado, las reacciones de fase Il se caracterizar por ser reacciones de conjugacién, siendo
uno de los sustratos mas importantes de esas reacciones el glutation (GSH) junto con la
enzima Glutation-S Transferasa (GST) (Figura 4-9). A pesar de no encontrar la enzima
GST, se reporté toda la via metabdlica de sintesis del GSH, incluyendo una enzima
involucrada en el proceso del reciclado del GSH en la mitocondria Evrl (Figura 4-9).
Probablemente, la enzima GST no aparecidé en los resultados por usar un p-valor muy
significativo (0,01) para la seleccion de transcritos DE. También se encontraron otras
enzimas con actividad transferasa como Metiltransferasa, Aminotransferasa,
Carboxiltransferasa y Glucosiltransferasa, que también ayudan a la eliminacién de
xenobidticos y previene a la célula de la formaciébn de aductos. Sin embargo, los
mecanismos de detoxificacion encontrados en H. symbiolongicarpus no son del todo
eficaces para prevenir dafios en el DNA. Como se menciond anteriormente, ensayos
cometa en G. barrette demostrar6n una alta fragmentacion del DNA (125). La razon de
este hecho podria deberse a un sinergismo actuando a tres bandas, (1) Incremento de
ROS, (2) Disminucién de oxigeno disuelto y desfavorecimiento de metabolismo aerébico y

(3) Rapida saturacion enzimatica debido a la alta concentracion de WBM (129,130).

De manera indirecta, los fenotipos patolégicos vistos (Figura 4-9) podrian tener una
relacion con el incremento de ROS adicional a intoxicacién por WBM. Se detectaron
transcritos relacionados con las vias de MAPK, PIP, Ciclo celular, p53 y Apoptosis, todos
soportando la idea de una activacion irreversible de la apoptosis por procesos citotoxicos
debidos a la exposicion a WBM. Especificamente, la via de sefializacion del PIP con
presencia de PKC y AKT (Proteina MAPK) estan directamente relacionadas en la

activacion de la apoptosis por dafio en el DNA debido a presencia de xenobi6ticos (119).



5. Discusion 75

Dafiios irreversibles en el DNA activan a p53, p38 y JNK, todas ellas encontradas en los
resultados (Figura 4-9), lo que desencadena la activacion de la muerte celular. Todos los
resultados moleculares apuntan a que la disminucién de tejidos (mata estolonal y polipos)
en H. symbiolongicarpus son producto de estrés oxidativo por incremento de ROS,
intoxicacion por presencia de WBM y favorecimiento de la apoptosis sobre el ciclo celular.






6. Conclusiones y recomendaciones

6.1.Conclusiones

Se logr6é determinar de manera amplia, temas relacionados al impacto toxicolégico y
toxicodinamico de los lodos de perforacién petrolera base agua (WBM) en experimentos
de exposicién aguda en H. symbiolongicarpus. Para el caso particular de los WBM, es la
primera vez que se tienen datos fenotipicos y moleculares provenientes de secuenciacion
de RNA total que tienen relacion a nivel del efecto adverso. (1) Es importante destacar el
potencial de H. symbiolongicarpus como modelo bioldgico para realizar pruebas de
agentes contaminantes con potencial téxico en ecosistemas marinos, debido a su
simplicidad de plan corporal y cultivo bajo condiciones de laboratorio. Estas caracteristicas
permitieron mejorar los parametros de exposicién completa de las mezclas de prueba con
WBM, ampliar el area total de exposicién en tejidos biolégicos simples a WBM permitiendo
una mejor absorcion de los xenobiéticos y mejorar las probabilidades de observaciéon de

efectos adversos.

A nivel de resultados morfolégicos y morfométricos fue posible establecer: (2)
observaciones consistentes con las reportadas en diversos organismos sobre los efectos
adversos después de la exposicién a WBM (7,21,125), como lo son la no letalidad de los
WBM, la irritacion y disminuciéon en el crecimiento tisular por efectos de estrés oxidativo
relacionados con el proceso de sedimentacion de las particulas suspendidas y procesos

de biotransformacion de WBM.

A nivel molecular, los resultados de la secuenciacion del RNA permitieron: (4) el
ensamblaje de 464,217 transcritos a partir de 271,433 genes probables. (5) Se logré
establecer un total de 1,871 transcritos diferencialmente expresados con informacion de
arquitectura de dominios, nivel de expresion en tres tiempos de muestreo, y andlisis

funcionales acorde con informacién obtenida de varias bases de datos. (6) A partir de los
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1,871 transcritos fue posible establecer 84 transcritos con funcion directa en alguno de los
tres ejes béasicos del proceso de detoxificacion (Absorcidn-Eliminacion, Biotransformacion,
Efecto adverso). (7) En los procesos de Absorcion-Eliminacion se observé que después de
la exposicion a WBM hubo una mayor expresion de genes codificantes para proteinas con
funcién exportadora con el fin de eliminar los xenobidticos absorbidos. (8) Los procesos de
biotransformacién mostraron expresion de una amplia variedad de transcritos codificantes
para enzimas de reacciones de fase | y reacciones de fase Il muchos de ellos descritos en
Handbook of Toxicology (49), los cuales presentaron un patrén general de incremento en
el perfil de expresién de manera secuencial entre las reacciones de fase | y reacciones de
fase Il. (9) Dentro de las enzimas pertenecientes al proceso de biotransformacion es
importante resaltar la presencia de transcritos codificante para proteinas CYP450 y
enzimas relacionadas a la via del GSH, las cuales son el objetivo de busqueda en todos
los procesos de detoxificacion de xenobidticos. (10) Los efectos adversos a nivel
morfoldgico en las colonias como la disminucion de la mata estolonal y perdida de pélipos,
lograron ser relacionados con un desbalance entre la activacion de la apoptosis e inhibicién
del ciclo celular probablemente debido a incremento en el dafio del DNA, lo que disminuye
la capacidad de recuperacion tisular y disminucion del crecimiento de tejidos. Finalmente,
(11) Se logré validar el empleo de una metodologia robusta como el secuenciamiento del

RNA en problemas toxico-ambientales, con un gran nivel de éxito.

6.2. Recomendaciones

Este documento mas alla de presentar un conjunto de datos que muestran los efectos de
la exposicién a lodos de perforacion petrolera base agua a niveles morfolégicos y
toxicodinamicos, sirve como ejemplo para el uso de herramientas de nueva generacion
para la evaluacién toxicolégica ambiental, las cuales permitan el desarrollo de nuevos
mecanismos en la identificacién de biomarcadores y mejoramiento en los protocolos de
biorremediacion que permitan un trabajo mas amigable con el medio ambiente. Para ese
fin, este trabajo puede establecer las rutas y procedimientos estandar para la creacién
nuevos biomarcadores altamente sensibles a partir de alteraciones en la expresion

genética. Si bien se logr6 identificar 84 transcritos involucrados en procesos de
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detoxificacion por exposicion a WBM en H. symbiolongicarpus, uno de los siguientes pasos
podria ser la busqueda de algunos de los mismos genes en organismos sésiles con
distribucion mundial en los ecosistemas marinos para la estandarizacién de esos genes

como potenciales biomarcadores.

6.3. Expectativas

Fuera de los resultados de la investigacion, las expectativas estan mas orientadas a hacia
la unién de esfuerzos entre los diferentes autores de la sociedad para fortalecer las
ciencias basicas, ya sea por proyectos de aplicacion cientifica o por el fomento de espacios
y recursos para el desarrollo de posgrados en nuestro pais. Esfuerzos como los del ICP y
Ecopetrol han ayudado a mejorar los vinculos entre industria y academia, siendo
necesarios y fundamentales para el crecimiento y desarrollo del pais.
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A. Anexo: Clasificacion y componentes principales de los LPPs (11)

Clase Principal

Subclase

Tipos comunes

Componentes principales

LPP-Base acuosa

LPPs de Agua
Dulce

pH 7-9.5

Agua dulce, arcilla, NaCl < 1%, CaCl, <120ppm

Lodos tipo spud

Spud, bentonita, agua dulce

Lodos de bentonita

Fluidos salinos, Na*, Ca?*, otras sales,

Lodos fosfatados

Sales fosfatadas, NaCl, Ca?*, NaOH

Ldoos de lignita

Lignita

Lodos lignosulfonatos

Ferrocromo lignosulfonato, gel de resistencia, sales

Lodos coloidales
organicos

Dextrina, quebrancho, lignina y sulfonatos

Lodos limosos

Fluidos salinos, Na*, Ca?, otras sales, NaOH,
disolventes orgéanicos, limos hidratados, sustancias
coloides

(WBMs) Lodos Gypsum Fluidos salinos, Na*, Ca*, otras sales
LPPs Inhibidos
. Bentonita, disolventes lignosulfonados, agentes
Lodos de agua marina organicos, Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cl, SO,*
Lodos en en agua . . . o4
salada saturada Fluidos salinos, Na*, Ca**, otras sales
LPPs Bajos en  Lodos con solidos Principalmente agua dulce y bajas concentraciones
solidos entre el 3% y 6% de floculantes
Lodos aceite en agua  Barita, aceite mineral, agua, hidroxidos.
LPPs Lodos agua en aceite CB)?erlees,agcelte animal, agua, arcillas organofilicas,
Emulsionados .
Lodos de fase Acidos grasos basados en ésteres, PA-Olefinas,
revertida aditivos basados en aminas
Esteres, poliolefinas, acetales, éteres, Alquil
o ) ) ) )
Iﬁo:noosscdo;: fj: bencenos lineares, agentes espesantes y agentes
LPP-Base 9 emulsificantes.

aceitosa (OBMs)

OBMs

Lodos con mezcla de
diesel y asfalto

Combustible diesel, asfalto




B. Anexo: Diagrama de pastel de proporciones de Términos GO asociados a transcritos DE
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C. Anexo C: Mapa de la via de sefializacion MAPK (117)
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D. Anexo D: Mapa del sistema de sefializacion PIP (118)
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E. Anexo E: Mapa de la via de seflalizacion del p53 (120)

I P53 SIGNALING PATHWAY

Target genes Response
_______ — Clamest _
Cyrlin] (eusteined) i
inradiation CDK2 e
! ~ lepk2] M _: Cell cyele arrest
N ;
uv ~ N |
~ ~ |
Gemm;m___\__‘ :\ :P +, e . CwlnBl ,(?é&nnecﬂ) ______ o Cellcycle
] DNA darage ——W= +p / [ Caca |
Nutrition ____ CHK1 (%0 |
demmn N T — HYFDXia
N
Heaticold — -
thock T l—d—_p  Nicoxde -— CASPE -
~ -
Siress sk O tivation, \
|(s§£§w;n§r¥c E2F, Bax | | Noza |[PUMA | [P53AIP —_,_q__h
ROS
M ——
. P
pl4 ARF | § Seotin | [ PERP |(PAGE0S)[ Sish |- A
N DNAY Mitochondrion —» fipoptosis
' IGF-BF3 [eF —————————— /
MDM-X
___________________ _p Inhibition of angiogenesis
| [BaL1 | [ kAL |[oD-AiF| [ TSPL | [Maspin] bition of 4
ceu“de Crae ) [osar2 |(Geaats)[sestins] —————————————————————————— s B
______________________________ Inkibition of
PTEN | [ T5C2 | [1GFBPF - e ey
Py - ————————————————————— »- Exosome mediated
[vDvz] [ Copt | [PIRH2] [Cyeling] [ Siaket | [ Wipt | [aNp1z - ——————————————— 53 negative feedback
7 —-—_—  — ————————————————————— # Cellular senescence
04115 12024115

(c) Kanehisa Laboratories




F. Anexo F: Mapa de via del Ciclo Celular (121)
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G. Anexo G: Mapa de sefializacion de la Apoptosis (122)
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