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RESUMEN

En las dltimas décadas esta proliferando la creacién de nuevos Bancos de Especimenes
Ambientales. Es fundamental en ellos disponer de métodos de congelacion que garanticen la éptima
conservacion de las muestras, de forma que sean fiables los resultados obtenidos en las diversas
investigaciones realizadas con ellas, para ser utilizadas por futuros investigadores. Este trabajo se ha
realizado para conseguir dicho objetivo en relacion a el BBEBB (Biscay Bay Environmental
Bioespecimen Bank) de la Estacion Marina de Plentzia (PIE-UPV/EHU). Como muestra se han
utilizado mejillones (Mytilus galloprovincialis) y mediante andlisis bioquimico e histoquimico se ha
estudiado la variabilidad producida por diferentes métodos de congelacion en una serie de
biomarcadores previamente seleccionados. La conclusién ha sido que los biomarcadores varian
dependiendo del método de congelacion. Pero, en general, de forma poco significativa. Por lo tanto
cualquiera de los procedimientos de congelacion puede ser utilizado en los diferentes biobancos con
garantias. No obstante y para una mayor fiabilidad es conveniente reincidir en este trabajo utilizando
otras variables como animales de localidades y/o épocas diferentes.

In the last decades it is proliferating the creation of new Environmental Specimens Banks
(ESB). It is essential to arrange freezing methods to ensure optimal preservation of the samples so that
reliable results are obtained in different investigations carried out with them so they can be used by
future researchers. This work was performed to achieve this objective in relation to the BBEBB
(Biscay Bay Environmental Bioespecimen Bank) of the Marine Station of Plentzia (PIE-UV/EHU).
Mussels (Mytilus galloprovincialis) were used as sample and the variability caused by different
methods of freezing was studied by biochemical and histochemical analysis in a number of biomarkers
previously selected. The conclusion was that biomarkers vary depending on the method of freezing.
But, in general, not significantly. Therefore, any freezing procedures can be used in different ESBs
with guarantees. However, and for a better reliability, it is convenient to persevere in this work using

other factors such as different localities or seasons.

INTRODUCCION

En las Gltimas décadas, el crecimiento de la poblacion, intensas actividades agricolas, la
industrializacion y la urbanizacién han supuesto un aumento de contaminantes en el medio ambiente
(Tanabe et al., 2012). En relacion con el ecosistema marino, siendo el destino final de muchos
contaminantes, se estan adoptando varias directivas medioambientales a nivel europeo.

Concretamente, la Directiva Marco sobre la Estrategia Marina (MSFD; 2008/56/EC) establece
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criterios y normas metodoldgicas encaminadas a garantizar una evaluacion homogénea del estado de

salud del medioambiente.

Por otra parte, los Mares Regionales Europeos son gestionados por Convenios Marinos. El
Nordeste Atlantico, donde se encuentra el golfo de Bizkaia, es administrado por el Convenio OSPAR.
El Programa de Vigilancia Ambiental Coordinado (CEMP) (OSPAR, 2008) incluye aspectos técnicos
del muestreo, particularmente la seleccién de la muestra, la conservacion y técnicas para analisis
quimicos. Estos aspectos técnicos estdn mucho menos desarrollados para la evaluacién de los efectos
biolégicos de los contaminantes. Hasta hace poco, la mayoria de los estudios de monitoreo se
centraban esencialmente en datos quimicos mientras que los efectos bioldgicos a menudo se utilizaban
s6lo como un complemento. Sin embargo, durante los ultimos afios, ha habido una tendencia hacia el
incremento de los andlisis bioldgicos. Para ello, se han desarrollado metodologias que incluyen
técnicas para la cuantificacion de los efectos bioldgicos causados por contaminantes, como los
biomarcadores. Estas aproximaciones biolégicas se estan aplicando a gran escala en los programas de
vigilancia de la salud de los ecosistemas (Garmendia, 2008; ICES 2012). Hay métodos disponibles
para detectar respuestas bioldgicas relacionadas con contaminantes en individuos (biomarcadores).

El avance en técnicas ecotoxicoldgicas basadas en biomarcadores, estan estimulando su uso en
los Bancos de Especimenes Ambientales. No obstante, al igual que en los Bancos Ambientales de
muestras para analisis quimicos, las muestras para la evaluacion de los efectos biol6gicos también
requieren una guia orientativa sobre sus practicas, junto con las politicas para el avance correcto de los

objetivos de investigacion y gobernanza adecuada y eficaz del biobanco (Garmendia et al., 2014).

Los Bancos de Especimenes Ambientales (ESB) no son un fenémeno nuevo, pero en las
Gltimas décadas, han aumentado en nimero y en actividad lo que permite nuevos enfoques de
investigacion para los cientificos. De esta manera, los biobancos ambientales se estan convirtiendo en
un modo bien organizado y eficaz de recoger muestras de alta calidad para ponerlas a disposicion de

futuros investigadores (Garmendia et al., 2014).

El Banco de Bioespecimenes Ambiental del Golfo de Bizkaia (BBEBB) esta localizado en el
Centro de Investigacion de Biologia y Biotecnologia Marinas Experimentales (Plentziako Itsas
Estazioa, PiE) de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU). Aunque
algunas colecciones se iniciaron en la década de los 80, las actividades de recoleccion de muestras
regulares empezaron en 2010. El BBEBB recoge y archiva muestras de diferentes especies tanto en

seco como crioconservadas, para la realizacion entre otros, de estudios biométricos, estudios de
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reproduccion, toxicogenomica, protedmica bioquimica o histologia que tengan como objetivo la

evaluacion de la salud de los ecosistemas marinos.

Una de las especies més utilizadas en la medicion de contaminantes y sus efectos biol6gicos
en el medio marino es el mejillon, porque estdn muy extendidos, son sésiles, filtradores y poseen la
capacidad de acumular productos quimicos. Ademas, sus respuestas bioldgicas a contaminantes estan
muy estudiadas (ICES 2012).

La coordinacién en la investigacion del medio ambiente es la mejor practica para los ESB
presentes y futuros. EI Grupo Internacional de Bancos de Especimenes Ambientales (IESB) esta
promoviendo el desarrollo mundial de técnicas y estrategias para los ESB y su cooperacion y
colaboracion internacional entre los ESB nacionales (Kuster et al. 2014, Garmendia et al., 2014).

El objetivo de éste trabajo es contribuir a la mejora de las practicas y estrategias para archivar
muestras adecuadas y asi poder medir el efecto bioldgico para evaluar el estado de salud del medio
ambiente (Garmendia et al., 2014). Para ello se van a analizar los efectos de diferentes métodos de
congelacién en varios biomarcadores histoquimicos y bioquimicos (Tabla 1). Tras el analisis de los
resultados y su discusion se comprobara si se cumple la hip6tesis de que los biomarcadores estudiados

varian dependiendo de los diferentes métodos de congelacion.

Tabla 1. Biomarcadores en mejillén analizados en el estudio.

BIOMARCADOR TECNICA ORGANO

Estabilidad de la membrana ) o ) o
. Histoquimica Glandula digestiva
lisosomica (LMS)
Cambios estructurales de la ) o ) o

) Histoquimica Glandula digestiva
membrana lisosomal (LSC)
Acumulacién de lipofuscinas Histoquimica Glandula digestiva
Acumulacidn de lipidos neutros Histoquimica Glandula digestiva
Actividad enzimética de la . )

o Bioquimica Pie

acetilcolinesterasa (AChE)
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

Los mejillones, Mytilus galloprovincialis (6-7 cm de longitud de concha) se recogieron en el
puerto deportivo de Arriluze, Golfo de Vizcaya (43 ° 19'N, 3 ° 05'W), en octubre de 2013. Esta zona

es considerada como punto de contaminacion local cronica (Marigébmez et al., 2013).

Se recogieron 50 mejillones en total: 5 para histoquimica, 40 para bioquimicas y 5 mas para
permitir analisis adicionales en caso necesario. Los 50 mejillones se diseccionaron en un periodo
inferior a 1 hora con el fin de evitar cambios asociados con los procesos fisioldgicos tales como la

digestion (lzagirre, 2007), o la respiracion anaerobia. .

Biomarcadores histoquimicos

Se diseccionaron las glandulas digestivas de 5 mejillones dividiendo cada una de ellas en 6
porciones y cada porcion se pre proceso con un método de congelacion diferente, evitando, en cierto
modo, la variabilidad entre individuos. Los métodos de congelacion utilizados son los siguientes:
-60°C, -80°C, hexano pre enfriado con nitrégeno liquido (-196°C), muestras incluidas en gel
crioprotector y congeladas en nitrégeno liquido, muestras envueltas en papel de aluminio y congeladas

en nitrégeno liquido y muestras en crioviales y congeladas en nitrégeno liquido.

Las muestras congeladas a -60°C y -80°C, se introdujeron directamente en congeladores a esa
temperatura, mientras que las muestras congeladas con el resto de métodos, una vez pre procesadas, se
almacenaron en el congelador de -80 ° C hasta su posterior procesamiento siguiendo la metodologia
habitual de los muestreos de este tipo. Para el analisis de estas técnicas es necesario obtener cortes
histoldgicos congelados para permitir las tinciones histoquimicas basadas en la demostracion de la
actividad enzimatica. Los cortes de tejido (8-10 um de grosor, dependiendo el método de tincion) se
obtuvieron en un criostato Leica CM3000. Las secciones se almacenaron a -40°C hasta que se
requirieron para su tincion sin que superen los dos dias de almacenado para no variar la actividades

enzimaticas (Garmendia 2008).
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Test de la Estabilidad de la membrana lisosémica (LMS)

El test de la estabilidad de la membrana lisosémica es recomendado por el Convenio OSPAR para
controlar los efectos bioldgicos de los contaminantes (Garmendia, 2008), y por lo general se realiza de
acuerdo con un protocolo estandarizado (UNEP/RAMOGE, 1999).

Este test se basa en la demostracion de la actividad de la hexosaminidasa en los lisosomas de
células digestivas de mejillon. EI tiempo necesario para aumentar la permeabilidad del sustrato en los
lisosomas se considera el periodo desestabilizacion (LP) UNEP/RAMOGE (1999).

Las muestras se mantuvieron durante 30 minutos a 4°C y luego durante 5 minutos a temperatura
ambiente antes de la tincién. Se hicieron cortes del tejido en serie en el criostato (10 um). Después los
cortes fueron sometidos en intervalos de 0, 3, 5, 10, 15, 20, 30 y 40 minutos a 0,1 M de tampdn sodio
citrato (pH 4.5 con 2,25% de NaCl) en un bafio (37°C) con agitacion, con el fin de hallar el intervalo

de tiempo necesario para la desestabilizacion completa de la membrana lisosémica.

Después, los portaobjetos se transfirieron al medio de incubacidn del sustrato para la demostracion
de la actividad de la hexosaminidasa. Este medio contiene 20 mg de naftol AS-BIN-acetil-B-D
glucosaminida (Sigma, N4006) disueltos en 2,5 ml de 2-metoxietanol (Biociencia Merck) y 0,1 M de
tampon citrato (pH 4.5 con 2.5 % de NaCl ). Para llegar a 50 ml, se le afiadieron 3,5 g de polipéptido
de baja viscosidad (Sigma, P5115) como estabilizador coloidal. Las secciones se mantuvieron en este
medio a 37°C durante 20 minutos, luego se aclararon en una solucién salina (3.0 % NaCl) a 37°C
durante 2 minutos y después se transfirieron a 0,1 M de tampén fosfato (pH=7,4) con 1 mg/ml de
colorante de diazonio Sal Fast Violet B (Sigma, F1631) a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Los portas fueron luego aclarados rapidamente durante 5 minutos en agua corriente, fijados en Baker
(2.5 % de NaCl) a 4°C durante 10 minutos y aclarados en agua destilada. Por altimo, los portas se

montaron con gelatina glicerinada Kaiser (Biociencia Merck) y se sellaron con laca de ufias.

El periodo de desestabilizacion se analiz6 como la méxima acumulacién de producto de reaccion
asociado a los lisosomas, mediante el microscopio fotonico (UNEP/RAMOGE 1999). Se realizaron
cuatro determinaciones aproximadamente iguales por glandula digestiva dividiendo cada seccion en 4
segmentos y estableciendo el tiempo de desestabilizacion (LP) en cada uno de los segmentos
correspondientes. Estas mediciones se realizaron mediante un microscopio 6ptico Leitz Laborlux S
(Wetzlar) usando una lente de objetivo de magnificacion (40X). A continuacion se calcul6 el valor

medio para cada seccion correspondiente a cada glandula digestiva.
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Test de Cambios estructurales de los lisosomas (LSC)

Los cambios estructurales de los lisosomas se han determinado comlUnmente despuées de la
demostracion histoquimica de la actividad B-glucuronidasa (Moore, 1976) con las modificaciones
descritas por Cajaraville et al. (1989).

Las muestras se mantuvieron a 4°C durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente durante 5
minutos antes de la tincion. Los cortes (8 pm) se incubaron en un medio con 28 mg de naftol AS-BI--
glucuronido (Sigma, N1875) disueltos en 1,2 ml de sodio bicarbonato 50 mM (100 ml de NaCl 2,5%)
con 0,1 M de tampon acetato (pH=4,5) y 15% de alcohol de polivinilo a 37°C durante 40 minutos en
un bafio de agua con agitacion. Después de la incubacion los portas se aclararon en una solucion salina
a 37°C durante 2 min en un bafio de agua con agitacion y luego se transfirieron a un medio
postcoupling que contenia 0,1 g de Fast Garnet (GBC) (Sigma, F8716) disuelto en 100 ml de tamp6n
fosfato a 0,1 M (pH 7,4 con NaCl 2,5%) durante 10 min en la oscuridad y a temperatura ambiente.
Después, los portas se fijaron en Baker (NaCl 2,5%) a 4°C durante 10 minutos y se aclararon
brevemente en agua destilada. Finalmente se realizd una tincion de contraste, incubando los
portaobjetos durante 2 minutos en 0,1% de Fast Green FCF (Sigma, F7252) durante 2 minutos, se
aclararon varias veces en agua destilada, se montaron con gelatina glicerinada Kaiser y se sellaron con

laca de ufias.

Se aplicd un procedimiento estereoldgico con el fin de cuantificar la estructura de los lisosomas de
células digestivas en mejillones con la ayuda de un sistema de analisis de imagen automatizado (BMS,
Sevisan S.L;. Cajaraville et al., 1995). Los portas fueron observados mediante un microscopio éptico
(LEICA Laborlux S) con un aumento de (100X) conectado a una camara B&W. (SONY Video camara
CCD). Se realizaron cinco mediciones por seccion en cada uno de los 5 individuos abarcando cada
grupo experimental con el fin de calcular los siguientes parametros estereoldgicos (Lowe et al. 1981):
densidad volumétrica lisosomal (Vv = V| /V¢), densidad superficial lisosomal (Sv. = S,/V¢), relacion
superficie volumen (S/V, = S /V)) y la densidad numérica (Nv_ = N./V¢), donde V es volumen, S
superficie, N ndmero, L lisosomas y C es citoplasma de la célula digestiva. Las férmulas
estereoldgicas incluyen un factor de correccion para las particulas con un didmetro medio més

pequefio que el grosor de la seccion (Lowe et al., 1981).
Contenido de lipofuscinas (LPF)

El LPF se evalud después de la demostracion histoquimica de lipofuscinas por el método de
Schorml (Pearse 1985). Una vez que los cortes de criostato obtuvieron temperatura ambiente, se
fijaron en Baker (NaCl 2,5%) a 4°C durante 15 minutos con 10 ml de formaldehido, 2 g de acetato de

calcio y agua destilada hasta llegar a 100 ml. Los portas se lavaron dos veces en agua destilada y luego

8
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se sumergieron en medio de reaccion durante 5 minutos (1% de cloruro férrico y 1% ferricianuro de
potasio). Los portas fueron luego aclarados con &cido acético (1%) durante 1 minuto y lavados en agua
destilada un par de veces. Por ultimo, se montaron con gelatina glicerinada Kaiser y se fijaron con laca

de ufias
Acumulacién de lipidos neutros

La cuantificacion histoquimica de lipidos neutros se llevé a cabo mediante la tincion con Oil Red
O (ORO) (Culling, 1974). Tras aclimatar los cortes del criostato (8 um) a 4°C se fijaron en solucién
Baker (2,5% de NaCl) durante 15 minutos. Tras ser fijados, los portas se lavaron en isopropanol (60%)
y aclarados en la solucion de tincion (ORO) durante 20 minutos. La solucién de ORO es una solucién
saturada (0,3%) de ORO (BDH 34061) en isopropanol. Para ello se disolvieron 60 ml de solucion en
40 ml de agua destilada y después de un intervalo de 10 minutos se filtraron, con el fin de estabilizar la
solucion. Esta solucion de tincion solo es estable durante 1-2 horas. Los portas tefiidos fueron
diferenciados en 60% de isopropanol, lavados en agua y finalmente se realiz6 una tincion de contraste
con 1% de Fast Green FCF (Sigma, F7252) durante 20 minutos y montados en glicerina de Kaiser

(Biociencia Merck) para después sellarse con esmalte de ufias.

La acumulacion intracelular de lipidos neutros se midié por analisis de imagen en los tdbulos
digestivos de la glandula digestiva de mejillén, excluyendo otras estructuras como el estdbmago y los
conductos. Las secciones fueron observadas mediante un microscopio 6ptico (LEICA Laborlux S),
con un objetivo de (40X), realizdndose 5 mediciones por cada seccion con el fin de calcular la
densidad volumétrica de lipidos neutros intracelulares (Vvy. = Vn/Ve), siendo NL lipidos neutros v el

resto de simbolos como en LSC.

Biomarcadores bioquimicos

El analisis se llevd a cabo en 40 pies de mejillones. 10 de éstos pies se homogeneizaron al
momento y después se repartio el homogeneizado en tres crioviales para ser preprocesados con
diferentes temperaturas de congelacion: -60°C, -80°C y nitrégeno liquido (-196°C). Las muestras
congeladas a -60°C y a -80°C se almacenaron en congeladores de ésta temperatura y las de nitrogeno
liquido junto a las de -80°C, siguiendo el procedimiento habitual. Los otros 30 pies restantes se pre
procesaron con los mismos métodos de congelacion y también se almacenaron de la misma forma pero
en este caso se almaceno el pie entero y la homogeneizacion se realizd el momento antes de su

procesamiento.
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Determinacion de la actividad de AChE

La acetilcolinesterasa AChE es responsable de hidrolizar la acetilcolina en colina y &cido acético.
Esta enzima se encuentra en los tejidos nerviosos, por este motivo se ha analizado en el pie del

mejillén, ya que en la base de éste se encuentran los ganglios pediales.

La actividad de la acetilcolinesterasa se midio de acuerdo con el método de Ellman et al., 1961 y
adaptado para microplacas por Guilhermino et al., 1996. Los pies se homogeneizaron a 4°C en una
solucion de 800 pul de tampon fosfato (pH 7,2) y se centrifugd a 6.000 rpm durante 3 minutos. Se
tomaron 30 pl de muestra y se le afiadieron 270 pl de tampdn 'y 250 pl de solucién de reaccién (200 pl
de solucion acetilcolina, 1 ml DTNB y 30 ml de tampon) La densidad éptica fue tomada a 412 nm

durante 5 minutos.

RESULTADOS
Estabilidad de la membrana lisosémica (LMS)

Todos los valores se encuentran entre 10-15 min (Fig. 1) lo que es tipico para localidades con
contaminacién crénica como la estudiada. El grupo de -80°C fue el que obtuvo el LP méas bajo (10
min). Aln asi, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos en los datos de LP.

18 -
16 -
14 4
12 4
E 10 -
E
a B -
-
E -
4
2 -
ﬂ T T T T T
-0 -80 Hex CRM CRA CR

Métodos de congelacion

Figura 1. Tiempo (min) de desestabilizacion de la membrana lisosémica (LP) con diferentes métodos de
congelacion (-60°C, -80°C, hexano, muestra incluida en crioprotector (CRM), muestra envuelta en papel de
aluminio (CRA) y muestra en criovial congelado con nitrégeno liquido (CR). Los intervalos indican la desviacion
estandar (U test, p<0,05; n=5).
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Cambios estructurales en los lisosomas (LSC)

La medicion de los diferentes parametros estereoldgicos de la estructuras de los lisosomas de la
glandula digestiva de mejillon nos muestra diferencias significativas para algunas de las técnicas
evaluadas. En V\ se observaron diferencias significativas entre los grupos -80°C y hexano y entre
hexano y muestras incluidas en crioprotector y congeladas en nitrégeno liquido. En el resto de grupos
se obtuvieron valores alrededor de 0,003 um?® / um?® (Fig. 2). En Sy y S/V las diferencias significativas
se obtuvieron en los grupos -80°C y hexano. Por ultimo, en Ny, el método de congelacion de -60 fue

estadisticamente diferente respecto al grupo de muestras congeladas en nitrégeno liquido dentro de un

criovial.
*
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Figura 2. Parametros estereoldgicos de lisosomas: A densidad de volumen (Vv,), Sv, densidad de superficie
lisosémica; S/V, relacion superficie-volumen y Nv, densidad numérica) con diferentes métodos de congelacion (-
60°C, -80°C, hexano, muestra incluida en crioprotector (CRM), muestra envuelta en papel de aluminio (CRA) y
criovial en nitrégeno liquido (CR)). Los intervalos indican la desviacion estandar. Los asteriscos indican

diferencias significativas entre grupos después de la prueba U-test de Mann-Whitney (p<0,05; n=5).
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Acumulacién de lipofuscinas

Tras el andlisis al microscopio de las lipofuscinas podemos afirmar que las glandulas digestivas
congeladas a -80°C presentan una mayor cantidad de lipofuscinas (Fig. 3A). Con el resto de métodos
se observaron una cantidad menor. En el grupo de hexano, se observaron una menor cantidad de

lipofuscinas las cuales tenian a su vez un menor tamafio (Fig. 3B).

Figura 3. Acumulacién de lipofuscinas con diferentes métodos de congelacion (A, -80°C; B, hexano) Las

lipofuscinas se observan como precipitados de color azul intenso. Barra de escala: 100um.

Acumulacion intracelular de lipidos neutros

Los datos obtenidos tras la medicion de la acumulacion de lipidos neutros en la glandula digestiva
de mejillon nos indican que los grupos hexano y -80°C presentan los datos méas bajos aunque no se

encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos (Fig.4).
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Laall

Meétodos de congelacian

Figura 4. Acumulacion intracelular de lipidos neutros con diferentes métodos de congelacion (-60°C, -80°C,

hexano, muestra incluida en crioprotector (CRM), muestra envuelta en papel de aluminio (CRA) y criovial en

nitrogeno liquido (CR)). Medido como Vv, .. Los intervalos indican la desviacion estandar (U test, p<0,05; n=5).

Determinacion de la actividad acetilcolinesterasa (AChE)

Los valores de la actividad AChE de todos los grupos analizados se encuentran entre 3y 4 (mg

prot/min) que son valores tipicos para estas localidades. Las diferencias observadas entre grupos no

son en ningn momento significativas (Fig. 5).

AChE
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3,5

¥
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¥
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SHCR H-80 3H-80 SH-60
Métodos de congelacion

Figura 5. Determinacion de la actividad de Acetil Colinesterasa (AChE) en pies de 40 mejillones con muestras

homogeneizadas antes (H) y después (SH) de su congelacion. Se aplicaron diferentes métodos de congelacion

(nitrégeno liquido (CR); -80°C y -60°C). Los intervalos indican la desviacion estandar. No se registraron

diferencias estadisticas significativas entre grupos (ANOVA; Duncan post hoc, p < 0,05).
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DISCUSION

Los biobancos ambientales son infraestructuras profesionalizadas que garantizan la buena calidad
y seguridad de las muestras almacenadas. Esto permite mantener las muestras en buenas condiciones
durante décadas para futuros estudios retrospectivos. En estos estudios una buena trazabilidad de la
muestra, desde la recogida de muestra hasta el almacenado final, es necesaria para que los resultados
obtenidos sean de fiar y comparables entre ellos.

Por ello, uno de los objetivos principales de este trabajo ha sido estudiar si los procesos de
congelacién previos al almacenamiento de la muestra en el biobanco tienen o no influencia en las

respuestas de los biomarcadores histoquimicos y bioquimicos.

Existen diferentes técnicas de pre-procesamiento de muestras y cada laboratorio, en funcién de
sus recursos, se acoge al que le es mas accesible. Ante esta realidad y siendo conscientes de la
importancia de garantizar a los futuros investigadores la maxima fiabilidad en los resultados, una

buena trazabilidad de la muestra almacenada es necesaria.

En el BBEBB el método de pre-procesamiento mas utilizado es el del nitrégeno liquido (N,) a -
196° C, estas bajas temperaturas aseguran que la congelacién se produzca de forma instantanea. Por
otra parte, antes de congelar las muestras en N,, se introducen en un criovial para evitar cualquier dafio
en el tejido debido a la formacion de cristales. Estas muestras se almacenan en el biobanco en un

congelador a -80° C.

Uno de los mayores inconvenientes cuando se trabaja con N, es el transporte. Para ello se
necesitan vehiculos bien equipados junto con tanques de N, autorizados. Por otra parte cuando los
muestreos se realizan en barcos habria que utilizar otras técnicas alternativas como podria ser el hielo

Seco.

Hemos seleccionado esta técnica debido a la necesidad de utilizar un elemento de congelacion en
estado sélido (hielo seco) que permita su transporte en barco o en aquellos vehiculos no autorizados al
transporte de N,. Esta técnica de congelacion a -60 °C utilizada en este trabajo es una simulacion del
hielo seco. En los resultados obtenidos en los biomarcadores histoquimicos hemos podido observar
que los valores obtenidos se ajustan a las otras técnicas salvo para la densidad numérica de lisosomas.
Por otra parte, en relacion al biomarcador bioquimico, los niveles de AChE bajan de forma poco
significativa en la modalidad de muestras homogeneizadas respecto a las otras técnicas (Fig. 5.). Esta
técnica, por lo tanto, ofrece suficientes garantias como para poder utilizarla en ocasiones en las que no

se puede utilizar el N,.
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Otra de las técnicas de pre-procesamiento seleccionada es la congelacion a -80°C. Los congelados
de -80°C son muy utilizados en los laboratorios, los cuales permiten una buena conservacion de los
tejidos durante mucho tiempo. En este trabajo, tanto en los biomarcadores histoquimicos como en los
bioquimicos estudiados, en general, se han observan pocas diferencias respecto a las otras técnicas

aplicadas, excepto en la acumulacién de lipidos neutros (Fig. 4).

Una de las técnica recomendados por la UNEP (Naciones unidas del Programa de Medio
Ambiente) como pre-procesamiento de muestra en laboratorio es el hexano. Con los resultados
obtenidos en este trabajo se ha podido concluir que es la técnica mas variable, siendo las diferencias

estadisticamente significativas respecto a las muestras pre-procesadas a -80 0 en N, en el caso de Vv.
(Fig. 2).

El N, es una de las técnicas mas utilizadas, sobre todo, en muestras almacenadas en biobancos
ambientales. Aunque no se han observado diferencias significativas en los niveles de AChE y
acumulacién de lipofuscinas (Fig. 3) respecto a las otras técnicas de pre-procesamiento, las respuestas
lisosdmicas dicen lo contrario. Se han observado diferencias significativas en los valores de Vv
respecto a la muestras pre-procesadas en hexano y el los valores de Nv respecto a las muestras pre-
procesadas a -60°C (Fig. 2). Por otra parte, aungue las diferencias no son significativas, los valores de

Nv tienden a ser mas altas en las muestras pre-procesadas en N, que en el resto de las técnicas (Fig. 3).

Las muestras pre-procesadas en N, han sido tratadas de diferente forma utilizando un gel
crioprotector, o crioviales o envueltas en papel de aluminio para proteger en contacto directo del tejido
con el N,. En general, no se han observado diferencias significativas entre los tres procesos de N, en

las respuestas lisosdmicas estudiadas ni en los niveles de AChE.

En el caso de las muestras tratadas con el gel crioprotector, sélo se han observado diferencias

significativas en el parametro Vv (Fig. 2A) respecto a las muestras pre-procesadas en hexano

En conclusion, el pre-procesamiento de muestras a diferentes temperaturas antes del
almacenamiento final de estas muestras en el biobanco es una variable a tener en cuenta. Las
respuestas lisosémicas y los niveles de los parametros bioquimicos pueden cambiar dependiendo de la

técnica de congelacion previa al almacenamiento en el biobanco.

Por otra parte, este trabajo debiera ser completado con mejillones de localidades con diferentes
niveles de contaminacidn, o diferentes épocas del afio que conlleven a diferencias en las respuestas de
los biomarcadores asi como el género y desarrollo gonadal. Todas estas investigaciones estan
programadas en un futuro con el fin de mejorar las técnicas utilizadas en el BBEBB para la evaluacién

de la salud de los ecosistemas.
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