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Resumen

RESUMEN

Titulo: Neoplasia diseminada en poboaciéns do berberecho Cerastoderma edule en Galicia.

Resumo: O berberecho Cerastoderma edule é unha especie de gran interese comercial en Galicia. E unha
das especies de bivalvo con mais capturas anuais e polo tanto ten unha elevada importancia econémica e
ecoloxica nesta rexion. Estudos patoldxicos realizados asociados a episodios de mortaldade de berberechos
en Galicia, detectaron prevalencias elevadas da alteracion patoldxica neoplasia diseminada. Os
cofiecementos sobre o cancro en moluscos son escasos. Este estudo pretende afondar nos cofiecementos
sobre a epidemioloxia desta enfermidade, a sUa etioloxia e os cambios bioquimicos e fisioléxicos que
ocasiona. Sé cun cofiecemento profundo desta enfermidade poderanse desefiar estratexias de loita contra
a mesma.

Palabras chave: Berberecho, neoplasia diseminada, epidemioloxia, etioloxia, células da hemolinfa, p53.

Titulo: Neoplasia diseminada en poblaciones del berberecho Cerastoderma edule en Galicia.

Resumen: El berberecho Cerastoderma edule es una especie de gran interés comercial en Galicia. Es una
de las especies de bivalvo con mas capturas anuales y por lo tanto tiene una elevada importancia
econdmica y ecoldgica en esta region. Estudios patoldgicos realizados asociados a episodios de mortalidad
de berberechos en Galicia, detectaron prevalencias elevadas de la alteracién patoldgica neoplasia
diseminada. Los conocimientos sobre cancer en moluscos son escasos. Este estudio pretende ahondar en
los conocimientos sobre la epidemiologia de esta enfermedad, su etiologia y los cambios bioquimicos y
fisiolégicos que ocasiona. Sélo con un conocimiento profundo de esta enfermedad se podran disefiar
estrategias de lucha contra la misma.

Palabras clave: berberecho, neoplasia diseminada, epidemiologia, etiologia, células de la hemolinfa, p53

Title: Disseminated neoplasia in cockle Cerastoderma edule populations in Galicia

Summary: Cockle Cerastoderma edule is a species of great commercial interest in Galicia. It is one of the
bivalve species with more annual catches and, therefore, has a high economic and ecological importance
in this region. Pathological studies associated with cockle mortality events in Galicia detected high
prevalence of a pathological condition known as disseminated neoplasia. Knowledge of cancer in molluscs
is scarce. This study aims to deep in the knowledge about the epidemiology of this disease, its etiology and
the biochemical and physiological changes it causes. A thorough knowledge of this disease is required to
develop strategies to fight it.

Key words: cockle, disseminated neoplasia, epidemiology, etiology, haemolymph cells, p53.
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Introduccion General

1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Biologia del berberecho y factores socio-econdmicos de esta especie en Galicia

El berberecho, Cerastoderma edule (Linnaeus, 1758) es un molusco bivalvo perteneciente al orden
Veneroida y familia Cardiidae. Su distribucion abarca desde la costa norteafricana (Senegal) hasta las costas
del norte de Europa (Noruega), incluyendo la costa mediterranea. Es una especie que puede habitar en
estuarios y bahias arenosas, de fango o de grava fina.

Los berberechos viven entre dos y cuatro afios de media, pero pueden alcanzar excepcionalmente hasta
los diez afios. El fendmeno de reproduccion esta altamente influenciado por la temperatura. Es una especie
dioica aunque se detectan individuos hermafroditas con frecuencia baja (Guillou et al., 1990). El
berberecho es un bivalvo preferentemente intermareal, que se asienta en los primeros centimetros del
sedimento debido al pequefio tamafio de sus sifones (Ansell et al., 1981), exponiéndose a las condiciones
atmosféricas durante la marea baja. Este hecho facilita su captura, que en Galicia se sigue realizando de
forma tradicional. La extraccién del berberecho en Galicia se realiza a pie en los bancos intermareales (Fig.

Ill

1) y las artes mas utilizadas son el “sacho” y el “angazo”, o bien a flote en los bancos sumergidos

utilizdndose el “rafio” y el “rastro”. El marisqueo en los bancos de berberecho en Galicia es una actividad

basicamente extractiva.

Fig 1: Mariscadoras capturando moluscos bivalvos en la bajamar en las rias bajas gallegas.
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El marisqueo es una actividad socio-econémica de primer orden en Galicia, pues ocupa unas 8500 personas
(Molares et al., 2008). La mayoria de las especies extraidas son moluscos bivalvos, aunque también se
incluyen dentro de esta actividad moluscos gasterépodos, equinodermos y crustdceos. El numero de
especies marisqueras con interés comercial en Galicia es elevado, unas 26 especies diferentes; sin
embargo, el berberecho es una de las especies que destaca por su importancia econémica (Molares et al.,
2008). En la tabla de ventas en lonjas gallegas del afio 2014 (Tabla 1), se puede apreciar que el berberecho
ocupa el segundo lugar en cantidad y el cuarto en ingresos de los bivalvos explotados en Galicia
exceptuando el mejillén. Previamente a la mortandad masiva ocasionada por la marteiliosis (Villalba et al.,

2014), el berberecho ocupaba el primer lugar por toneladas de captura en la lista de ventas de las lonjas.

Tabla 1: Importancia relativa de los bivalvos explotados en Galicia en 2014. Fuente: Xunta de Galicia. Plataforma Tecnoldgica da Pesca.

Especie Nombre cientifico Kilos % Kilos Importe % Importe
Almeja babosa Venerupis corrugata 894920 17,13 11041097 24,93
Almeja bicuda Polititapes aureus 4936 0,09 18295 0,04
Almeja fina Ruditapes decussatus 548890 10,51 10554900 23,83
Almeja rubia Polititapes rhomboides 377265 7,22 2608513 5,89
Almeja japonesa Ruditapes philippinarum 1364584 26,12 8520324 19,24
Ameixon Callista chione 30997 0,59 31068 0,07
Berberecho Cerastoderma edule 1185988 22,70 7354780 16,61
Birollo Cerastoderma glaucum 10186 0,20 25175 0,06
Cadelucha Donax trunculus 6884 0,13 177735 0,40
Carnero Venus verrucosa 63366 1,21 250609 0,57
Cornicha Spisula solida 1250 0,02 4557 0,01
Longueiron Ensis siliqua 21974 0,42 138682 0,31
Longueirdn vello Solen marginatus 31100 0,60 102534 0,23
Navaja Ensis arcuatus 407187 7,80 2703296 6,10
Ostra plana Ostrea edulis 35560 0,68 172038 0,39
Ostra rizada Crassostrea gigas 19945 0,38 20073 0,05
Rabioso Glycymeris glycymeris 1869 0,04 1468 0,00
Vieira Pecten maximus 91346 1,75 277715 0,63
Volandeira Aequipecten opercularis 120801 2,31 262899 0,59
Zamburifia Chlamys varia 4575 0,09 26549 0,06
TOTAL 5223626 44292306
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Atendiendo a la evolucion de las ventas de berberecho en Galicia (Fig. 2), éste alcanzo niveles muy elevados
con un promedio de 11850 t/afio en el periodo de 1961-1972, seguido por un descenso brusco en 1978
hasta valores minimos en 1985. La poblacidon de berberecho se recuperd paulatinamente hasta que en
2001 volvid a caer la produccion. Se han asociado los descensos bruscos de la poblacién con descensos
bruscos de la salinidad (Parada et al., 2007). En las ventas totales de este recurso realizadas en Galicia, mas
de la mitad (60.39%) solian corresponder a las lonjas situadas en el interior de las rias de Noia y Arousa.
Estas lonjas ademas eran responsables del 98.6% de la variacién interanual de las ventas gallegas de
berberecho. La explicacién de que en estos bancos las poblaciones de berberecho muestren grandes
variaciones de la produccién anual, es que estan localizados en la desembocadura de rios muy caudalosos,
de forma que las caidas bruscas de salinidad tras lluvias intensas dan lugar a mortalidad elevada de
berberecho (Molares et al., 2008). La situacion descrita cambid tras el colapso de la pesqueria de

berberecho en la ria de Arousa debida a la infeccién por Marteilia cochillia (Villalba et al., 2014).
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Figura 2: Evolucion de ventas de berberecho de Galicia segun estadisticas oficiales. Fuente: 1960-1986: Direccion General de Pesca
Maritima; 1987-2014: Xunta de Galicia. Plataforma Tecnoldgica da Pesca. Los afios marcados con una linea horizontal corresponden
a los afios en que se han realizado los muestreos para este estudio.
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1.2 Parasitos y alteraciones patoldgicas en el berberecho

Los estudios de alteraciones patolégicas que se han realizado en berberechos surgen para buscar
explicaciones a mortalidades masivas o densidades de poblacidon anormales. El berberecho es una especie
con alta tasa de reclutamiento y un crecimiento rapido, por lo que el dafio econdmico que causan las
mortalidades anormales no es tan elevado como en otras especies. A continuacién se realiza una revision
sistematica de los parasitos y comensales asociados a esta especie. Se ha realizado una actualizacion de la
revision de Longshaw y Malhan (2012) con respecto a especies que afectan a berberechos y clasificacién

sistematica de estas segln de acuerdo con informacién sobre caracteristicas moleculares.

BACTERIAS

En berberechos de Galicia se detectaron organismos basoéfilos bacterianos en branquia y tubulos digestivos
no asociados con respuesta defensiva y sin causar problemas patoldgicos importantes aunque, con
intensidades altas, la estructura de tejidos y 6rganos se podia ver afectada. Se distinguieron tres tipos:
colonias redondeadas e intracelulares constituidas por organismos de tipo rickettsiano, colonias
intracelulares de tipo clamidiano y quistes extracelulares relativamente grandes que encerraban en su
interior organismos de naturaleza bacteriana (Carballal et al., 2001). En otros lugares, organismos
bacterianos se han asociado con mortalidades de este bivalvo. En Portugal se detectaron organismos de
tipo Mycoplasma en branquias que, asociados con temperatura alta, se relacionaron con mortalidad
(Azevedo, 1993). También se han asociado mortalidades de berberecho con bacterias anaerdbicas (de
Zwaan et al., 2002). Babarro y de Zwaan (2001, 2008) demostraron que la administracion de antibidticos
efectivos contra bacterias gram positivas aumentaba la supervivencia de berberechos en condiciones

anoxicas. La bacteria Pseudomonas flourecens se asocié con el desenterramiento de berberechos (Blanchet

et al., 2003) pudiendo causar mortalidad indirecta.

Figura 3: Cortes histoldgicos de berberechos Cerastoderma edule afectados por organismos de tipo bacteriano. A) Quiste bacteriano
(*) en branquia. B) Colonias intracelulares (flechas) de tipo rickettsiano en gldndula digestiva.
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HONGOS

Las infecciones causadas por hongos afectan al berberecho con prevalencias bajas y no causan alteraciones
patoldgicas importantes. Dentro del grupo Microspora, se detectaron en células de la gldndula digestiva de
berberechos un microsporidio no identificado (Comps et al., 1975) y esporas de un microsporidio del tipo
de Steinhausia en ovocitos de berberechos (Carballal et al.,, 2001 y Comtet et al., 2003) con bajas
prevalencias y baja intensidad de infeccién. También se ha detectado al microsporidio Unikaryon legeri
como hiperparasito de la cercaria Gymnophallus minutus en berberechos aunque no causaba dafio al

molusco (Azevedo y Canning 1987, Goater 1993).

PROTOZOOS

Entre los protozoos parasitos del grupo Alveolata, se han detectado tanto miembros del grupo Apicomplexa

como del género Perkinsus y del grupo Ciliophora.

Grupo Apicomplexa: Se observaron prevalencias altas de la gregarina Nematopsis sp. (Azevedo y Cachola

1992, Carballal et al., 2001) y otras gregarinas no identificadas (Carballal et al., 2001). También se
detectaron varias especies de coccidios, como oocistes de Crypstoporidium parvum (Gémez-Bautista et al.,
2000), distintas fases del ciclo vital de un coccidio del género Pseudokloossia sp. (Carballal et al., 2001) y
de otro coccidio no identificado en la hemolinfa del berberecho (Diaz, datos no publicados). En general la
presencia de estos apicomplexa no se asocié con dafios importantes en el hospedador, excepto Nematopsis
sp., que en berberechos de Portugal se asocid con mortalidad, sin aportar una demostracion sélida

(Azevedo y Cachola, 1992).

Género Perkinsus: La primera deteccidn de Perkinsus sp en berberechos fue en Italia (Da Ros y Canzonier,

1985) y recientemente se ha descrito en Francia (Lasalle et al., 2007). Espafia se ha detectado Perkinsus
olseni (Darriba et al., 2010) con prevalencias e intensidades muy bajas y no asociados con mortalidad.
Carrasco et al. (2014) han detectado Perkinsus chesapeaki por primera vez en berberechos de la costa

mediterranea espafiola.

Grupo _Ciliophora: se han descrito en berberechos Hypocomella raabei =cardii (Fenchel 1965, Chatton y
Lwoff 1922), Sphenophyra cardii (Chatton y Lwoff, 1950), Trichodina sp. (Lauckner, 1983; Carballal et al.,
2001) y Rynchodida sp. (Carballal et al., 2001). Estos ciliados se detectaron en branquias y cavidad paleal,

sin provocar alteraciones importantes en el berberecho.

Grupo Haplosporidia se describieron esporas de Haplosporidium ascidiarium (Lauckner, 1983) y se
descubrié una nueva especie, Haplosporidium edule (Azevedo et al. 2003), predominante en la glandula
digestiva y sus tejidos circundantes; se registraron prevalencias bajas de estos haplosporidios por lo que no

causaban dafio importante a las poblaciones de berberecho, aunque los indivduos afectados por H. edule
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sufrian lesiones graves (Azevedo et al., 2003). Urosporidium sp. se detecté como hiperpardsito de un
turbelario localizado en el lumen digestivo del berberecho C. edule (Carballal et al., 2005), sin asociacién

con efecto nocivo para el molusco.

Grupo_Paramyxida se describid en Francia Marteilia sp. en glandula digestiva (Comps et al., 1975; Auffret y
Poder, 1986) con prevalencia baja. En la regién del Delta del Ebro y asociado con un evento de mortalidad
se detectd Marteilia sp. con prevalencias alrededor del 40% (Carrasco et al., 2011). Pruebas moleculares
evidenciaron que la Marteilia que afectaba a los berberechos del litoral catalan era una especie diferente
de Marteilia refringens, que afecta a mejillones y ostras (Carrasco et al., 2012), lo que dio lugar a la
descripcion de una nueva especie, Marteilia cochillia (Carrasco et al., 2013). En Galicia se detecté Marteilia
cochillia en la ria de Arousa, en febrero 2012, que en pocos meses causé una mortalidad masiva,

colapsando la pesqueria del berberecho en esta ria (Villalba et al., 2014).

Figura 4: Cortes histoldgicos de berberechos Cerastoderma edule afectados por pardsitos protistas. A) Ooquistes de Nematopsis sp.
(flechas) en branquia. B) Microgamontes (flecha) de Pseudoklossia sp. en rifién. C) Ciliado Trichodina sp. (estrella) en la cavidad paleal,
cerca del manto. D) Martelia cochillia (flechas) infectando el epitelio de tubulos digestivos.
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METAZOQOS

En el berberecho se han detectado metazoos parasitos del phylum Arthropoda (subclase Copepoda). Se

han descrito copépodos Mytilicola intestinalis (Hepper 1953) y un copépodo no identificado de tipo
Mytilicola en el lumen intestinal (Carballal et al., 2001). Ademas, se han observado copépodos situados en
la cavidad paleal, manto y branquias de la especie Herrmannella rostrata (Canu 1892, Atkins 1934, Diaz et
al., 2011a). En ningun caso se asociaron los copépodos con lesiones graves en berberecho. Ademas, el

cangrejo guisante Pinnotheres pisum (Subclase Eumalacostraca) se detecté en la cavidad paleal de C. edule

en Marruecos, con prevalencias superiores al 70%; los estudios realizados no aluden a efectos patoldgicos

importantes (James et al., 1977; Gam et al., 2008).

Del phylum Plathelminthes se han detectado individuos de las clases Turbellaria, Trematoda y Cestoda. Se

describieron los turbelarios Paravortex cardii (Atkins et al., 1934; Carballal et al., 2001, 2005) y Paravortex

gemellipara (Brusa et al., 2006) en el lumen digestivo del berberecho, sin causar un dafio importante.

Los berberechos son hospedadores de un amplio rango de trematodos digénidos en diferentes estadios

del ciclo de vida y diferentes ambitos geograficos. Se han registrado casos correspondientes a las familias:
Bucephalidae, Monorchiidae, Gymnophallidae, Psilostomatidae, Renicolidae, Echinostomatidae vy

Zoogonidae.

Familia Bucephalidae: Los trematodos pertenecientes a la familia Bucephalidae se consideran uno de los
grupos con mayor efecto patogénico en moluscos bivalvos. En berberechos C. edule se ha detectado la
especie Labratema minima, que causa castracion parcial o total; también se ha asociado como causante

del desenterramiento de berberechos (Lauckner, 1983: Iglesias, 2006).

Familia Monorchiidae: Monorchis parvus se ha detectado en berberechos juveniles. Esta especie provoca
dafios tisulares y se ha relacionado con la pérdida de la capacidad de enterrarse y como causa de

mortalidad (Jonsson y André, 1992).

Familia Gymnophallidae: No existe consenso entre los géneros que componen esta familia. Schoolz (2002)
propone que sean cuatro: Parvatrema, Gymnophallus, Gymnophalloides y Peudogymnophallus. Este autor
incluye al género Meiogymnophallus como sindnimo del género Parvatrema, 1o que no se acepta por una
parte de la comunidad cientifica (Rusell-Pinto et al. 2006; Bartoli y Gibson, 2007; Chai et al., 2007; de
Montaudouin et al., 2009). Especies de esta familia se han asociado con mortalidades de berberechos y
provocan disfuncion en el cierre valvar. Se han descrito como parasitos de berberecho C. edule:
Meiogymnophallus minutus (Bowersy James 1967; Lauckner, 1971; Rusell-Pinto, 1993), Meiogymnophallus
fossarum (Bartoli, 1965; Rusell-Pinto 1990), Gymnophallus choledochus (Rusell-Pinto 1993; de

Montaudouin et al., 2000), Gymnophallus. gibberosus y Gymnophallus rebecqui (Rusell-Pinto 1993).
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Familia Psilostomatidae: La especie Psilostomum brevicolle, se detecta en la masa visceral del berberecho
en la costa atlantica de Europa (de Montaudouin et al., 2009), sin afectar a la capacidad de enterramiento

ni estar asociado con mortalidades.

Familia Renicolidae: La especie Renicola moscovita se ha descrito en los palpos de berberechos adultos sin

causar problemas patolégicos importantes (de Montaudouin et al., 2000; Thieltges y Reige 2006).

Familia Echinostomatidae: Dentro del género Himasthla se han detectado las especies Himasthla elongata,
H. continua, H. interrupta y H. quissetensis parasitando berberechos (Lauckner, 1971; Rusell-Pinto, 1993;
de Montaudouin et al., 2000; Desclaux et al., 2004; Thieltges y Reise, 2006; Iglesias, 2006; Lassalle et al.,
2007; Lonhshaw y Malham, 2012). Estos estudios describen que estos trematodos afectan a la capacidad

de supervivencia del berberecho y ademas reducen su capacidad de enterramiento.

Familia Zoogonidae: La especie Diphterostomun brusinae (Pina et al., 2009) se detecta en forma de

metarcercaria en pie, manto y branquia sin causar problemas patoldgicos importantes.

En poblaciones de berberecho de Galicia se ha detectado hasta 10 especies diferentes de trematodos
digénidos: esporoquistes y cercarias de L. minima, metacercarias no enquistadas de M. minutus y M.
fossarum y quistes de metacercarias de tres especies diferentes del género Himastla, P. brevicolle, R.

moscovita, G. choledochus y M. parvus (Iglesias, 2006).

Clase Cestoda: de Montaudouin et al., (2000) detectaron la presencia de un cestodo no identificado en el
pie de dos berberechos en Francia y James et al., (1977) detectaron larvas de Anatinella brachycephala en

la glandula digestiva y pie de berberechos C. edule en Gran Bretafia.

Del phylum Nematoda se ha detectado un nematodo ectocomensal no identificado en la cavidad paleal y
branquias de C. edule que no provoca dafios mayores a los estructurales en el huésped (Culurgioni et al.,

2006; Figus et al., 2006; Thieltges et al., 2006).

El Phylum Nemertea esta representado por Malacobdella grossa, detectado en la cavidad del manto en

berberechos de las Islas Shetland, sin causar problemas serios (Jones et al., 1979).
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Figura 5: Cortes histoldgicos de berberechos Cerastoderma edule afectados por pardsitos metazoos. A) Copépodos de Hermanella
rostrata (estrellas huecas) y sus sacos ovigeros (estrellas negras) en branquia.B) Turbelario Paravortex cardii (*) en el lumen intestinal.
C) Metacercatias de Meiogymnophallus minutus (flechas) envueltas por pliegues del manto. D) Esporoquistes de Labratrema minima

(*) en el tejido conjuntivo de la masa visceral.

VIRUS

Villalba et al., (2001) estudiando un episodio de altas mortalidades en las rias gallegas detectaron una
alteracién patoldgica anteriormente no descrita denominada focos grandes de infiltracién hemocitaria
intensa (F.G.I.H.l.). Los F.G.I.H.I. consisten en numerosas masas de hemocitos, grandes y muy densas, que
afectan a diferentes drganos, ocasionando en casos de intensidad alta, una extensa destruccion de los
tejidos, con pérdida de la arquitectura normal de los tejidos y y érganos. Algunos de los hemocitos
integrantes de los focos contenian fagocitadas en su interior una o dos células no identificadas. Carballal et
al. (2001) detectaron F.G.I.H.I. en seis bancos de berberecho de Galicia. El estudio ultraestructural de esta
alteracién patoldgico mostré que habfa grandes depdsitos de material denso a los electrones en algunas
células integrantes de los focos. En el interior del citoplasma y dentro de los depdsitos densos a los
electrones se apreciaron particulas de tipo virico dispuestas en estructura paracristalina que podrian
pertenecer a la familia Picornaviridae. No resulté posible concretar si la respuesta inflamatoria respondia
a dichas particulas viricas o estas constituian una infeccion secundaria del hospedador debido a su posible
debilitamiento (Carballal et al., 2003).

Se realizaron estudios epidemioldgicos de esta alteracion patoldgica y se detectd una prevalencia media

en torno al 50% en los bancos estudiados, a lo largo de un afio, asociada con severidad alta. No se observé
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estacionalidad en la evolucion de los F.G.I.H.I. ni correlacién con variables ambientales (Iglesias 2006). Sin
embargo se detectd disminucidon del indice de condicion de los berberechos con afectacién intensa por
F.G.I.H.l. con respecto a los individuos sanos (lglesias 2006). Todavia no se ha determinado de forma
inequivoca la causa de esta alteracidn patoldgica y la asociacion de F.G.I.H.I. con episodios reiterados de
mortalidad alta parece clara (Iglesias, comunicacidon personal).

Carrasco et al. (2011) se refirieron a una infeccidn de tipo viral en las células epiteliales de los tubulos
digestivos, aunque la presencia de virus no fue confirmada mediante microscopia electronica. El dafio que
esta lesién puede causar en los berberechos no esta claramente definido, ya que también estaban

afectados por marteiliosis.

NEOPLASIA

Se detectd neoplasia diseminada en berberechos de Irlanda (Twomey y Mulcahy, 1984), Francia (Poder y
Auffret, 1986) y Espafia (Villalba et al., 2001). En berberechos de Galicia se han descrito dos tipos de células
neoplasicas; el mas frecuentemente se caracteriza por un gran tamafio celular, nicleo pleomérfico muy
grande y una relacién nucleo/citoplasma muy elevada. Un segundo tipo que se detectd con prevalencias
muy bajas y se caracterizd por presentar un tamafio celular menor, con nucleo de forma redondeada y
citoplasma escaso (Carballal et al., 2001). El tipo de neoplsia diseminada mas prevalente es el que tratara
con mas detalle en esta memoria.

Por los efectos patoldgicos que causan en los berberechos C. edule, en particular por las mortalidades que
se les atribuye en diferentes estudios, se puede considerar que las enfermedades mas importantes que
afectan a los berberechos son: neoplasia diseminada, infeccion por Marteilia cochillia, infestacién por

trematodos y la caracterizada por F.G.I.H.I.
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1.3 Neoplasia en moluscos bivalvos

La neoplasia es una alteracion del crecimiento celular caracterizada por la proliferacion excesiva y anormal
de células de manera independiente del patrén definido por los mecanismos reguladores del organismo,
que persiste después de finalizado el estimulo que origind el crecimiento y con frecuecia ocasiona la muerte
del individuo afectado (Sparks 1985). Las primeras referencias de neoplasia en moluscos bivalvos datan de
finales de los afios sesenta del siglo pasado y en la actualidad se ha detectado en alrededor de 20 especies
en todo el mundo (Carballal et al., en prensa). La neoplasia afecta a importantes especies comerciales, en
ocasiones alcanzando niveles epidémicos y desencadenando consecuencias importantes a nivel econémico
y ecoldgico (Barber et al., 2004). Se han descrito dos tipos de neoplasia que alcanzan niveles epidémicos
en moluscos bivalvos, la neoplasia gonadal y la neoplasia diseminada (Elston et al., 1992; Barber et al.,

2004).
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Figura 6: Distribucion mundial de la neoplasia gonadal (A) y la neoplasia diseminada (B) en moluscos. Verde: almejas; azul:
berberechos; naranja: ostras; rojo: mejillones; violeta: navajas.
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1.4 Neoplasia gonadal

La neoplasia gonadal o germinoma se caracteriza por proliferacion de células hipertrofiadas e
indiferenciadas en los foliculos gonadales (Elston et al., 1992). En estas células se detectan numerosas
figuras mitdticas aunque no se observan tan frecuentemente como en la neoplasia diseminada (Barry y
Yevich 1972; Hesselman et al., 1988). El tejido de origen de la neoplasia gonadal es el epitelio germinal
(Barber et al., 2004). La enfermedad se detectd por primera vez en almejas Mercenaria mercenaria del este
de EE. UU. (Yevich y Barry 1969). Hasta hoy se ha detectado en 9 especies de moluscos bivalvos (Tabla 2).
La neoplasia gonadal no se puede diagnosticar “de visu”, ni por pruebas hemocitoldgicas (debido a que las
células neoplasicas normalmente no estan presentes en el sistema circulatorio); sélo se puede detectar a
través de técnicas destructivas como histologia y frotis de gdénada, lo que dificulta su estudio. Esta
enfermedad altera la gametogénesis y causa una reduccion de la fecundidad (Barber, 2004), siendo mayor
su prevalencia en hembras que en machos (Barry y Yevich, 1972, Hesselman et al., 1988; Bert et al., 1993;
Barber, 1996). La neoplasia gonadal se ha asociado con mortalidades aunque en menor magnitud que la
neoplasia diseminada (Barber et al., 2002).

Se desconoce la etiologia de la neoplasia gonadal aunque se han propuesto varias hipétesis. Se ha sugerido
un origen virico, al detectarse inclusiones intranucleares similares a las producidas por herpes virus en
células neoplasicas (Farley 1978, Harshbarger et al., 1979), aunque los experimentos de transmision
realizados han sido fallidos (Barber et al., 2002). Los germinomas se han asociado con contaminacion
ambiental por hidrocarburos (Barry y Yevich 1975; Yevich y Barszcz 1976, 1977; Harshbarger et al., 1979,
Gardner et al., 1991) y herbicidas (Gardner et al., 1991). Se han propuesto bases genéticas moleculares de

la enfermedad (Bert et al., 1993; Van Beneden et al., 1993).
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Tabla 2: Distribucidn y frecuencia de casos de neoplasia gonadal en especies de moluscos bivalvos. S.1.: sin informacion.

Especie

Situacién

Frecuencia Maxima (%)

(tamafio de muestra)

Referencia

Crassostrea virginica

Ensis arcuatus

Mercenaria campechiensis

Hibridos de Mercenaria

spp.

Mercenaria mercenaria

Mercenaria spp.

Mya arenaria

Mytilus edulis

Mytilus galloprovincialis

Bahia de Delaware, EE. UU.

Maryland, EE. UU.

Connecticut, EE. UU.

Galicia, Espafia

Indian River, Florida,

EE. UU.

Indian River, Florida

EE. UU.

Rhode Island, EE. UU.

Indian River, Florida,

EE.UU.

Indian River, Florida,

EE. UU.

Maine, EE. UU.

Maine EE. UU. y costa
atlantica de Canada
Nueva York, EE. UU.

Galicia, Espafia

2 (50)
0,01 (20000)
0,2 (420)
21 casos (S.1.)
10 (S.1.)

11,8 (85)
S.l.

21,6 (348)
S|
S.l.
0,23 (1300)
2,7 (539)
6,5 (708)
S

11,6 (1263)
20 (30)
S..

Sl
13 (S.1)
22 (2400)
33(30)
40 (S.1.)
40 (S.1.)
42,9 (S.1.)
Sl
26,7 (S.1.)
50 (S.1.)

1 caso (S.I.)
6 (650)
60 (1080)

Farley (1976)
Harshbarger et al. (1979)
Gardner et al. (1988)
Peters et al. (1994)
Darriba et al. (2006)

Bert et al. (1993)
Arnold et al. (2004)

Bert et al. (1993)

Van Beneden et al. (1994)
Arnold et al. (2004)
Yevich y Barry (1969)
Barry y Yevich (1972)
Bert et al. (1993)
Arnold et al. (2004)

Hesselman et al. (1988)
Van Beneden et al. (1993)
Eversole y Heffernan
(1995)

Yevich y Barszcz (1976)
Yevich y Barszcz (1977)
Harshbarger et al. (1979)
Van Beneden et al. (1993)
Van Beneden et al. (1994)
Gardner et al. (1991)
Barber y Davis (1994)
Peters et al. (1994)
Barber (1996)
Barber et al. (2002)

Peters et al. (1994)
Alonso et al. (2001)
Ruiz et al. (2011)
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1.5 Neoplasia diseminada

MORFOLOGIA

La neoplasia diseminada se caracteriza por proliferacién de células hipertrofiadas en tejido conjuntivo y

Vasos y senos sanguineos de numerosos érganos, con relaciéon nucleo/citoplasma anormalmente elevada

y con una frecuencia de figuras mitéticas alta (Peters 1988, Elston et al., 1992).

DISTRIBUCION

El primer registro de neoplasia diseminada en bivalvos se debe a Farley (1969a) en ostras Crassostrea

virginica de la costa de EE. UU y Crassostrea gigas de Japdn. Posteriormente se ha descrito en mas de 15

especies de bivalvos marinos de 4 continentes y de todos los océanos excepto el Antértico (Peters, 1988;

Landsberg, 1996) (Fig. 3). Las prevalencias mas altas se han detectado en las especies: Mytilus trossulus,

Cerastoderma edule y Mya arenaria (Tabla 3).

Tabla 3: Distribucidn y frecuencia de casos en los que se ha detectado neoplasia diseminada en especies de moluscos bivalvos. S.1.: sin

informacion.
Especie Situacion Frecuencia maxima (%) Referencia
(tamafio de muestra)
Cerastoderma edule Bretafia, Francia 46 (752) Poder y Auffret (1986)
S.I. Auffret y Poder (1986)
13,6 (200) Le Grand et al. (2010)
Galicia, Espafia 84 (25) Villalba et al. (2001)
28 (30) Carballal et al. (2001)
S.I. Romalde et al. (2007)
S.I. da Silva et al. (2005)
S.1. (452) Diaz et al. (2010)
S.I. Diaz et al. (2011)
S.I. Diaz et al. (2013)
44 (25) Diaz et al. (En revisién)
12,4 (186) Ruiz et al. (2013b)
S.I. Matias et al. (2014)
50 (S.1.) Villalba et al. (2014)
Cork, Irlanda S.I. Collins y Mulcahy (2003)
60 (386) Twomey y Mulcahy (1988a)
40 (103) Twomey y Mulcahy (1984)
94 (S.1.) Twomey (1994)
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Especie Situacidn Frecuencia maxima (%) Referencia
(tamafio de muestra)
6 (S.I.) Morgan et al. (2012)
Cerastoderma glaucum Galicia, Espafia 1 caso Rodriguez et al. (1997)
Saccostrea glomerata Australia 3 casos Wolf (1979)
Crassostrea gigas Costa Oeste EE. UU.y 1 caso (Miles) Farley (1969a)

Crassostrea iredalei

Crassostrea rhizophorae

Crassostrea virginica

Ensis siliqua

Macoma balthica

Macoma calcdrea

Macoma inquinata

Macoma nasuta

Mya arenaria

Japén
Bahia de Pedro el Grande,
Rusia
Galicia, Espafia

Dagupan, Filipinas

Bahia de Todos los Santos,

Brasil
Bahia de Chesapeake,
EE. UU.
Bahia Appalachicola,
Florida, EE. UU.
Puerto Pascagoula,

Mississippi, EE. UU.

Virginia, EE. UU.
New Haven, Connecticut,
EE. UU.

Bahia de Delaware, New
Jersey, EE. UU.
Galicia, Espafia
Maryland, EE. UU.
Bahia de Chesapeake,
EE. UU.

Golfo de Gdansk, Polonia

Golfo de Riga, Letonia

Tammisaari, Finlandia
Isla Baffin, Canada
Bahia de Yaquina, Oregon,
EE. UU.

Bahia de Yaquina, Oregon,
EE. UU.
Freeport, Maine, EE. UU.

15 (210)

S,
3(S.1)
0,1 (986)

0,02 (30000)
0,1 (20000)
0,1 (20000)
0,3 (373)
0,02 (5000)
0,4 (4486)

8,4 (369)
0,1 (1400)

5 (834)

0,3 (311)

10 (812)

26,7 (234)
15,7 (300)
31(S.1)
20 (50)
S.1. (500)
26 (1748)
0,2 (519)
5(S.1.)

5(S..)

10,9 (400)

22(S.1.)

Odintsova et al. (2011)

Iglesias et al. (2012)
De Vera et al. (2005)

Nascimento et al. (1986)

Farley (1969a)
Harshbarger et al. (1979)
Harshbarger et al. (1979)
Couch y Winstead (1979)

Couch (1969)

Couch (1985)

Frierman (1976)
Newman (1972)

Ford et al. (1997)

Ruiz et al. (2013a)
Peters (1988)
Christensen et al. (1974)

Smolarz et al. (2005a)
Smolarz et al. (2005b)
Smolarz et al. (2005c)
Smolarz et al. (2006)
Peters y Lehtonen (1997)
Pekkarinen (1993)
Neff et al. (1987)
Farley (1976)

Farley (1976)

Yevich y Barszcz (1976)

Yevich y Barszcz (1977)
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Especie

Situacidn

Frecuencia maxima (%)

(tamafio de muestra)

Referencia

Annisquam River,

Massachussetts, EE. UU.

Maine y New Jersey,
EE. UU.

Maine y Rhode Island,
EE. UU.

Rhode Island, EE. UU.

New Bedford Harbor,

Massachusetts, EE. UU.

Woods Hole,
Massachusetts, EE. UU.

Shrewsbury River, New
Jersey, EE. UU.
Yarmouth, Maine,
EE. UU.
Freeport, Maine,

EE. UU.

Long Island Sound,

Connecticut, EE. UU.

Chesapeake Bay,
Maryland, EE. UU.

20 (S.1)
12 (50)

26 (702)

64 (S.1.)

S,
40 (3500)
Sl
Sl
Sl
Sl
S,

90 (407)
50 (886)
90 (54)
8,6 (151)
68,4 (19)
Sl
Sl
11(S.1.)
5,6 (200)
15,2 (S.1.)
S.l.
S,

19 (50)

1,7(S.1.)

5,3(S.1.)

S.l.
60 (3963)

64,3 (211)
60,6 (2679)
S,

65 (3584)
S,

Taraska y Bottger (2013)
Farley (1976)

Brown et al. (1976)

Brown et al. (1977)

Reno et al. (1994)
Cooper et al. (1982a,b)
Oprandy et al. (1981)
White et al. (1993)
Miosky et al. (1989)
Walker et al. (1981)
Oprandy y Chang (1983)
Reinisch et al. (1984)
Leavitt et al. (1990)
Dopp et al. (1996)
Barker et al. (1997)
Strandberg et al. (1998)
Kelley et al. (2001)
Stephens et al. (2001)
Walker et al. (2006)
Bottger et al. (2008)
Walker et al. (2009)
Reinisch et al. (1983)
Reinisch et al. (1984)
Barber (1990)

Taraska y Bottger (2013)

Taraska y Bottger (2013)

Barber (2004)
Brousseau (1987)

Brousseau y Baglivo (1991a)
Brousseau y Baglivo (1991b)
Brousseau y Baglivo (1994)
Farley et al. (1986)
Sunila y Farley (1989)
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Especie Situacion

Frecuencia maxima (%)

(tamafio de muestra)

Referencia

Chesapeake Bay,
Maryland, EE. UU.
Chester River, Maryland,
EE. UU.

Bahia de Fundy, Nueva

Escocia, Canada

Charlottetown, Isla del

Principe Eduardo, Canada

Costa Este de Canada
Mya truncata Isla de Baffin, Canada
Mytilus chilensis Isla de Chiloé, Chile
Canal Beagle, Argentina
Mytilus edulis Plymouth, R.U.

Southampton, R.U.

Isefjorden, Dinamarca
Furuskar, Finlandia
Bahia de Yaquina, Oregon,

EE. UU.

Puget Sound, Washington,
EE. UU.

Long Island Sound, Nueva

York, EE. UU.

Pictou Harbour, Nueva
Escocia, Canada
Muytilus trossulus Bahia de Yaquina, Oregon,

EE. UU.

78 (S.1.)

67 (S.1.)

S,
37(S.1)
31,3 (638)
S,

S,
>95 (S.1.)
S.1.(200)
23(s.1.)
Sl
Sl
11,1 (171)
S.1. (300)
42 (60)
0,4 (856)
4 (30)
13,3 (30)
1,6 (994)
4,3 (4000)
25 (S.1.)
2,3 (8400)
4 (25)
20 (2934)
10(S.1.)

40 (40)
30 (30)

Sl
39 (10)
1,5 (540)
Sl
56 (S.1.)

12 (100)

McLaughlin et al. (1996)

Farley et al. (1991)

Elsayed et al. (1999)
Dungan et al. (2002)
Morrison et al. (1993)
Sunila (1991)
Sunila y Dungan (1992)
McGladdery et al. (2001)
AboElkhair et al. (2009a)
Siah et al. (2008)
Siah et al. (2011)
Delaporte et al. (2008b)
Muttray et al. (2012)
AboElkhair et al. (2012)
Delaporte et al. (2008a)
Neff et al. (1987)
Campalans et al. (1998)
Cremonte et al. (2011)
Lowe y Moore (1978)
Green y Alderman (1983)
Bignell et al. (2008)
Rasmussen (1986)
Sunila (1987)

Mix (1983)

Mix et al. (1979)

Elston et al. (1988)
Krishnakumar et al. (1999)

Noél et al. (1991)
Kagley et al. (2003)
Galimany y Sunila (2008)
Elston et al. (1988)
St-Jean et al. (2005)

Farley et al. (1969b)
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Especie Situacion

Frecuencia maxima (%)

(tamafio de muestra)

Referencia

Puget Sound, Washington,
EE. UU.
Isla de Vancouver, Canada
Burrard, Vancouver,

Canada

Isla del Principe Eduardo,

Canada

Bahia de Nakhodka, Rusia
Bahia de Pedro el Grande,

Rusia

Mytulis galloprovincialis Galicia, Espafia

Costanta, Rumania
Lavera, Francia

Southampton, R.U.

Ostrea chilensis Chiloé, Chile

Ostrea conchaphila/ Ostrea  Bahia de Yaquina, Oregon,

lurida EE. UU.

Bahia de San Francisco,
EE. UU.

British Columbia, Canada

Ostrea edulis Galicia, Espafia

Mali-Ston, Croacia

Bretafia, Francia

Ruditapes decussatus Galicia, Espafia

Saccostrea glomerata Australia

Solen marginatus Galicia, Espafia

11 (660)

29,2 (166)
45 (278)
45 (278)
42,8 (63)

Sl
45 (S.1.)
Sl
S
30,2 (106)
Sl
Sl
4 (25)
2,8 (540)

3(30)
5(S.1.)
0,5 (200)
0,2 (480)
25 (S.1.)
6,3 (226)
4,5 (30)

14,2 (S.1.)

50 (60)

2 (60)
Sl
21,2 (5.1
S,

S,

45 (30)
35(S.1.)
0,6 (28976)
3,3 (360)
25(S.1.)
10 (S.1.)

S,

Moore et al. (1991)

Cosson-Mannevy et al. (1984)
Bower (1989)
Emmett (1984)
Muttray et al. (2008)
Brown (1980)
Elston et al. (1992)
Farley et al. (1991)
Van Beneden (1994)
Vassilenko et al. (2010)
McGladdery et al. (2001)
Kent et al. (1991)
Usheva y Frolova (2000)
Odintsova et al. (2011)

Figueras et al. (1991)
Fuentes et al. (2002)
Ciocan y Sunila (2005)
Zorita et al. (2007)
Bignell et al. (2008)
Mix y Breese (1980)
Rojas et al. (1999)

Mix et al. (1978)

Friedman et al. (2005)

Meyer et al. (2010)
Alderman et al. (1977)
da Silva et al. (2011)
Martin-Gomez et al. (2013)
Martin-Gomez et al. (2014)
Figueras (1991)
Alderman et al. (1977)
Balouet et al. (1986)
Villalba et al. (1995)
Green et al. (2008)
Dang et al. (2013)
Lépez et al. (2011)
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Especie Situacidn Frecuencia maxima (%) Referencia

(tamafio de muestra)

25 (S.1.) Ruiz et al. (2015)
Tagelus plebeius Bahia de Chesapeake, 79 (S.1.) Dungan et al. (2005)
EE. UU.
Maryland, EE. UU.
Polititapes aureus” Galicia, Espafia S Manso et al. (2012)
S.1.(182) Carballal et al. (2013)

*nombre cientifico utilizado en el articulo Venerupis aurea.

ONTOGENIA

Los estudios sobre los tejidos de los que deriva las neoplasia diseminada de bivalvos no son concluyentes
y la mayoria de estos tumores han sido considerados sarcomas. Se han utilizado varios términos para
designar a estas neoplasias: neoplasia hemocitaria, sarcoma proliferativo, sarcoma diseminado, leucemia
y otros, asumiendo un origen no demostrado (Elston et al., 1992). La observacién de dénde se detectan las
primeras células neoplasicas en el organismo o dénde se observa mayor actividad mitdtica ha llevado a
sugerir diferentes tejidos como originarios de estas células. La observacién de actividad mitética en el
epitelio proliferativo de la génada y la deteccién de células neoplasicas en este tejido condujeron a Farley
a sugerir que la gonada podia ser el tejido de origen para los hemocitos normales y las células neoplasicas,
ademas de los gametos (Farley, 1969a). Esta hipotesis fue apoyada por Rasmussen (1986), que observd
que las células neoplasicas vy los foliculos gonadales parecian crecer a partir de pequefios focos celulares
asociados con fibras de coldgeno en el tejido cojuntivo vesicular.

La mayoria de los autores, sin embargo, apoyan un origen hemocitario, debido a las similitudes
morfoldgicas entre células neopldsicas y hemocitos, y a la aparicion de las células neoplasicas en el sistema
circulatorio en las primeras etapas de la enfermedad (Farley, 1969b; Yevich y Barszcz, 1976; 1977; Mix,
1983; Balouet et al., 1986; McGladdery et al., 2001). La confirmacién de esta hipétesis se ve dificultada por
la falta de conocimiento de la hematopoyesis de bivalvos (Elston et al., 1990) pero experimentos realizados
con diferentes especies de moluscos bivalvos afectados por la enfermedad neopldsica apoyan la hipdtesis
de un origen hemocitario (Mix, 1975; Smolowitz et al., 1989; Noel et al., 1991; Elston et al., 1992; Barber,
2004). La produccion de anticuerpos especificos de células neopldsicas de M. arenaria (Reinisch et al., 1983,
Smolowitz et al., 1989) y M. trossulus (Noél et al., 1991) y la deteccidn de estos anticuerpos de hemocitos
ademas de las células neoplasicas, sugiere la presencia de antigenos comunes, o bien contaminacion por
hemocitos en el indculo inicial (Barber, 2004). El progreso de la enfermedad va asociado a una disminucién
de los hemocitos hialinocitos, lo que seria congruente con un origen hemocitario de las células neoplasicas
(Peters, 1988; Elston et al., 1992). Mix (1975) inyectd ostras Ostrea lurida con timidina tritiada y observo
que el porcentaje de células marcadas era mayor en individuos neopldsicos que sanos y las células

marcadas se encontraban en el tejido conjuntivo de la mayoria de los dérganos. La deteccién de los estados
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iniciales de neoplasia diseminada en el epitelio branquial de Macoma balthica sugiere que éste podria ser
su origen (Christensen et al., 1974) aunque Smolarz et al. (2005d) propone un origen hemocitario. En
Polititapes aureus (= Venerupis aurea) se han detectado los estados iniciales de la neoplasia en los tejidos

cojuntivo y epitelial de las branquias (Carballal et al., 2013).

DIAGNOSIS

Histologia

La neoplasia diseminada no se puede diagnosticar mediante examen externo de los especimenes. Los
primeros moluscos diagnosticados como neoplasicos lo fueron mediante técnicas histoldgicas (Farley,
1969a,b; Yevich y Barszcz, 1976). Estas técnicas permiten realizar un estudio muy completo del individuo y
evaluar si padece la enfermedad y con qué severidad, tejidos a los que afecta y en qué medida. La histologia
permite también la deteccion de la posible respuesta hemocitaria y otras caracteristicas del individuo
afectado, como el estado gonadal, sexo y otras patologias. Entre las desventajas de esta técnica esta que
la diagnosis se limita a cortes histoldgicos aislados y las observaciones morfolégicas no siempre son
evidentes en fases muy iniciales de la enfermedad; ademas es necesario sacrificar al individuo objeto de

analisis, necesita un tiempo elevado de procesado y tiene un coste elevado.

Hemoacitologia

Debido a la caracteristica de que en la neoplasia diseminada se detectan células neoplasicas en la hemolinfa
del individuo afectado, se desarrollaron técnicas hemocitoldgicas de diagnosis no letales. Estas técnicas
consisten en la extracciéon de hemolinfa, de la regidon pericardica o musculo aductor, y su examen
microscopico. Las primeras detecciones por este método sirvieron para diagnosticar neoplasia diseminada
en M. arenaria y consistieron en observacidn en fresco de muestras de hemolinfa con microscopio de
campo claro o de contraste de fases (Brown et al., 1976, 1977). Cooper et al (1982a), para facilitar la
deteccién de células neopldsicas circulantes fueron los primeros en utilizar una tinccidon, Giemsa, y
establecieron una escala de la severidad de la enfermedad basado en el nimero de células neoplasicas
circulantes, utilizada posteriormente por otros autores. Debido a la tendencia a agregarse de las células de
la hemolinfa, Reinisch et al. (1983) diluyeron las muestras de hemolinfa con agua de mar y pretrataron los
portaobjetos con poli-L-lisina, para facilitar la adhesién de las células (las células neopldsicas tienen una
capacidad de adhesién practicamente nula).

Noél (1992) aplicé la técnica de cito-centrifugacion (Bachére et al., 1988) para la diagnosis de la neoplasia
diseminada, usando la disolucion de Alsever como antiagregante, y la tincién con el kit comercial
Hemacolor (Merk) para facilitar la deteccion de neoplasia diseminada en mejillén. Esta técnica se utilizd
también para diagnosticar berberechos neoplasicos y almeja bicuda Polititapes aureus (= Venerupis aurea)

(Iglesias, 2006; Carballal et al., 2013).
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Inmunoensayos

Se han generado anticuerpos monoclonales especificos de células neoplasicas de M. arenaria (Reinisch
1983, Smolowitz y Reinisch 1986, Miosky et al., 1989), y de mejillon Mytilus edulis y M. trossulus (Noél,
1991), que se han utilizado para diagnosis de la neoplasia diseminada. Se ha conservado el hibridoma
secretor del anticuerpo monoclonal murino IEll especifico de células neoplasicas de M. arenaria (Miosky et
al., 1989; Smolowitz et al., 1989). Este anticuerpo reconoce una proteina de 200KDa situada en la
membrana celular de estas células andmalas. Al clonarse este anticuerpo se denominé 1E10y se comprobo
gue permite el reconocimiento de las células neopldsicas mediante diferentes técnicas inmunoldgicas
como inmunocitoflorescencia (Barker et al.,, 1997), inmunocitoquimica (Kelley et al., 2001), “western
blotting” (Stephens et al., 2001) y citometria de flujo (Delaporte et al., 2008b).

White et al. (1993) generaron un anticuerpo monoclonal 2A4 que reconoce una proteina 130kDa presente
en la superficie celular de los hemocitos de M. arenaria, posiblemente asociada con la adherencia de estas
células; comprobaron que el uso del anticuerpo es posible con técnicas de inmunocitoflorescencia,
inmunocitoquimica, “western blotting” y citometria de flujo. Este anticuerpo combinado con el 1E10,
permite realizar una prueba complementaria para la deteccién y cuantificacion de células neoplasicas y por
lo tanto un diagndstico mds acertado (Stephens et al., 2001).

St-Jean et al. (2005) usaron microscopia confocal para evaluar la utilidad de los anticuerpos monoclonales
1E10 y 2A4 generados a partir de células de hemolinfa de M. arenaria para el diagndstico de mejillones
neoplasicos M. edulis. Aunque con 2A4 no obtuvieron resultados satisfactorios, las células neoplasicas de
mejillén reaccionaron con 1E10, confirmandose la existencia de un antigeno comun entre las células

neopldsicas de estas dos especies.

Citometria de flujo

La citometria de flujo permite evaluar cuantitativamente varios parametros de un gran numero de células
en poco tiempo. Se ha incluido la citometria de flujo como técnica de diagnosis, basandose
fundamentalmente en las diferencias de contenido de ADN y tamafio celular entre hemocitos y células
neoplasicas (da Silva et al., 2005). Esta técnica se ha utilizado para diagnosticar neoplasia en mejillones
Mytilus sp. (Moore et al., 1991; Vassilenko and Balwin, 2014), almejas Macoma balthica (Smolarz et al,,
2005b, d) y M. arenaria (Delaporte et al., 2008a; Siah et al., 2008a,b, 2011, 2012b, 2013) y berberechos C.
edule (Le Grand et al., 2010).

Delaporte et al. (2008b) diagnosticaron almejas M. arenaria neoplasicas mediante citometria de flujo,
combinando la deteccién por aumento de material genético (ADN) con la reaccion positiva de las células
neoplasicas al anticuerpo monoclonal especifico 1E10.

La utilizacion de una u otra técnica de diagnosis dependera de la especie a diagnosticar, de la finalidad de
la diagnosis y del tiempo disponible. Las técnicas histoldgicas se han determinado como las mas sensibles
en estadios iniciales de la enfermedad, comparandolo con técnicas hemocitolégicas (Cooper et al., 1982a;
Carballal et al., 2013) y con citometria (Moore et al.,, 1991; Vassilenko y Baldwin, 2014), pero

necesariamente conlleva el sacrificio del individuo objeto de analisis.
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CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS CELULAS CIRCULANTES

Una de las principales funciones de los hemocitos en los bivalvos tiene que ver con la defensa. Los
hemocitos son los encargados de detectar material extrafio del entorno e inducir una respuesta inmune.
Estdn implicados en el reconocimiento y en la eliminacién de particulas extrafias mediante: secrecién de
factores humorales, encapsulacién o fagocitosis, produccién de especies reactivas de oxigeno y produccion
de enzimas hidroliticas (Cheng, 1996; Chu, 2000). Al progresar la neoplasia diseminada, los hemocitos del
individuo afectado son remplazados por células neoplésicas. Varios autores han estudiado cémo este
remplazo celular podria afectar funcionalmente al organismo. De las caracteristicas funcionales, una de la
mas estudiada ha sido la fagocitosis. Los primeros ensayos de fagocitosis en moluscos neoplasicos fueron
realizados en M. edulis (Kent et al., 1989). En ellos se comparo la fagocitosis de los hemocitos frente a la
de las células neopldsicas mediante dos métodos: un ensayo in vitro de fagocitosis con levaduras (zymosan)
y un ensayo in vivo de aclaramiento de bacterias. En el ensayo in vitro se detecté que en los mejillones
afectados con una intensidad alta de neoplasia, sélo un reducido nimero de células de la hemolinfa tenian
capacidad fagocitica (0-13%), mientras que en los individuos con severidad ligera o moderada, el porcentaje
de células de la hemolinfa con capacidad fagocitica (94-98%) fue similar al de los individuos sanos (92-96%).
Para cuantificar el efecto del plasma en la capacidad fagocitica de las células, se repitio el ensayo afiadiendo
plasma de individuos afectados a células de individuos sanos y viceversa, comprobandose que el plasma
no alteraba la capacidad de fagocitosis de las células. En el ensayo in vivo se obtuvieron resultados similares,
mientras que mejillones sanos o en etapas iniciales de neoplasia retiraban mas de un 90% de las bacterias
inyectadas, los de fase avanzada de la enfermedad tan sélo retiraban el 44-83%.

Resultados similares se obtuvieron con otras especies. En estudios realizados con M. trossulus se comprobd
que, mientras los hemocitos ingerian alrededor de 20 particulas de zymosan, las células neopldsicas
fagocitaban entre 1-2 particulas (Noél, 1991). Estos resultados se confirmaron con un ensayo en el que se
mantuvieron en cultivo primario células neopldsicas de M. trossulus frente a hemocitos de Mytilus spp.
(Noél, 1991); las células neoplasicas no alteraban su forma pero los hemocitos emitian pseuddépodos
rodeando a las células neoplasicas, las fagocitaban y las degradaban.

Beckmann et al. (1992) estudiaron la diferencia de adhesién y fagocitosis de levaduras entre hemocitos y
células neoplasicas de almejas M. arenaria mediante microscopia electrénica. Tras 30 min, la media de los
hemocitos que tenia alguna particula adherida en la superficie o internalizada era del 5.5%, la de las células
neoplasicas era del 0.14%. A los 60 min., mientras que un 6.3% de los hemocitos habian internalizado las
particulas de levadura, no se observé ninguna célula neoplasica de cinco individuos neoplésicos que
hubiera ingerido levaduras.

En berberechos C. edule, |a actividad fagocitica se evalué mediante citometria de flujo y se comprobd que
el porcentaje de células de la hemolinfa de individuos neopldsicos con capacidad fagocitica era en torno a
la mitad que en los berberechos sanos (Le Grand et al., 2013).

La diferencia de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROls) entre hemocitos y células neoplasicas

se ha estudiado en dos especies, con resultados discrepantes. Mientras que no se encontraron diferencias
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significativas en la produccion de ROIs entre células neoplasicas y hemocitos de M. edulis (Galimany y
Sunila, 2008), en C. edule se ha detectado que la produccién de ROIs por células neoplasicas es
practicamente el doble que la producida por hemocitos (Le Grand et al., 2013).

La diferencia de produccién de enzimas hidroliticas entre hemocitos y células neoplasicas se estudio en M.
arenaria (Beckmann et al., 1992) y M. trossulus (Noél, 1991) mediante la estimulacion con levaduras. Las
células neoplasicas de M. arenaria mostraron mayor actividad de esterasas no especificas, fosfatasa dcida
y B-glucuronidasa, mientras que los hemocitos mostraron actividad B-n-acetiglucosaminidasa, enzima no
detectada en células neoplasicas (Beckmann et al., 1992). Para la evaluacién de enzimas hidroliticas en
mejillén se utilizo el kit Apizym, que evalta 19 enzimas hidroliticas. Se detectd una actividad mas elevada
de la enzima cistina arilamidasa en células neoplasicas y mayor actividad de a-fucosidasa, f-glucuronidasa,
a-glucosidasa y B-n-acetiglucosaminidasa en hemocitos. Estas tres Ultimas enzimas no se detectaron en las
células neoplasicas (Noél, 1991).

La baja capacidad fagocitica de las células neoplasicas se ha podido explicar a partir cambios estructurales
como anomalias en el citoesqueleto o en la composicion lipidica de la membrana. Caracteristicas de las
células neoplasicas como no mantener contacto célula a célula, no adherirse al portaobjetos, no emitir
filipodios y no poder fagocitar evidenciaron posibles anomalias en el citoesqueleto. Moore et al. (1992)
estudiaron las diferencias estructurales de la actina en hemocitos y células neopldsicas de M. arenaria
mediante microscopia electrénica. Mientras que en los hemocitos la actina esta distribuida por la célula de
forma organizada formando filamentos, en las células neopldsicas la actina se detecta en pequefios focos
y en forma de una pequefia banda rodeando la regién endoplasmatica (Moore et al., 1992).

El papel que desarrolla la membrana celular en procesos de fusién de membrana (necesarios para efectuar
la fagocitosis) y su conformacion para aislar a la célula del medio, ha evidenciado posibles anomalias en su
composicion en las células neoplasicas. Le Grand et al. (2013) encontraron una disminucién de esteroles
libres, de acidos grasos 18:0, 16:1 n-7 y fosfolipidos de membrana en las células neoplasicas con respecto a
los hemocitos.

Galimany y Sunila (2008) detectaron un descenso en el porcentaje de células apoptdticas en mejillones M.
edulis neoplasicos y Martin-Gomez et al. (2013) constataron alteracion en la expresién de genes

relacionados con la apoptosis en ostras Ostrea edulis afectadas por neoplasia diseminada.

EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia estudia la evolucién de la enfermedad a nivel poblacional. Los estudios epidemioldgicos
contemplan la distribucién, abundancia e incidencia de las enfermedades, asi como otros aspectos
relacionados con la propagacién de las mismas, como son la influencia de los factores ambientales y las
interacciones entre el agente causal y hospedador. Los resultados de estos tipos de estudios son
fundamentales para el desarrollo de métodos para el control y la prevencion de enfermedades en el dmbito

de la maricultura.
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Variacion temporal

En la mayoria de los estudios epidemiolégicos de la neoplasia diseminada se han registrado variaciones
estacionales (Elston et al., 1992). Se han registrado estas variaciones temporales en M. trossulus (Farley y
Sparks, 1969; Farley, 1976; Mix, 1983; Cosson-Mannevy et al., 1984; Rasmussen, 1986), O. lurida (Farley y
Sparks, 1969; Farley, 1976), M. balthica (Christensen et al., 1974; Wolowicz et al., 2005), M. arenaria
(Cooper et al., 1982b; Brousseau, 1987; Barber, 1990; Leavit et al., 1990; Farley et al., 1991; Bottger et al.,
2013), O. edulis (Balouet et al., 1986; da Silva et al., 2011) y C. edule (Twomey y Mulcahy, 1988a; Le Grand
et al., 2010).

Enla Tabla 3 se muestran las prevalencias de neoplasia diseminada en diferentes especies. En este apartado
se analizan los resultados de variaciones temporales de las especies en las que se han registrado las
prevalencias mas elevadas: M. trossulus, M. arenaria y C. edule. Mix (1983) estudid la variacién de la
neoplasia diseminada en mejillon M. trossulus en Yaquina Bay, Oregodn, entre 1976y 1981, y describid un
aumento de la prevalencia a finales de otofio y comienzo del invierno. Cosson-Mannevy et al. (1984),
estudiando tres poblaciones M. tossulus al sur de Vancouver, encontraron diferencias en los maximos de
prevalencia entre las diferentes localizaciones, mientras una poblacién mostraba su maximo de prevalencia
en junio, en las otras dos se detectaba en septiembre.

Estudios realizados en poblaciones de M. arenaria muestran dos patrones diferentes de variacion
estacional. El primer patrén descrito se caracteriza por maximos de prevalencia en meses frios (final de
otofio- principio de invierno) y minimos en los meses calidos (finales de primavera-principio de verano)
(Farley et al., 1986; Brousseau, 1987; Bottger et al., 2013). Sin embargo, otros autores describieron un ciclo
bifasico con dos maximos uno en otofio y otro en primavera y dos minimos uno en invierno y otro en
verano (Cooper et al., 1982b; Barber, 1990). Leavitt et al., (1990), estudiando simultdneamente dos bancos
de M. arenaria de la bahia de Buzzards (Massachusetts, EE. UU.) de mayo de 1986 a octubre de 1987,
detectaron ambos patrones. Los autores asociaron la variacién estacional monofasica a bancos con
prevalencias bajas de neoplasia, y las variaciones bifdsicas a bancos con prevalencias altas de neoplasia,
explicando el segundo pico como consecuencia de fluctuaciones de la prevalencia debidas a la mortalidad
de los individuos mas enfermos.

Los estudios epidemioldgicos realizados en berberecho C. edule muestran una variacién estacional bifasica.
Twomey y Mulcahy (1988a) realizaron muestreos mensuales durante dos afios consecutivos (1983-1985)
en Cork (Irlanda), encontrando un patrén estacional con maximos de prevalencia en los meses Junio y
Noviembre y minimos en invierno/inicio de primavera y al final del verano. Los andlisis realizados en
berberechos de la bahia Arcachon (Francia) durante el afio 2007, mostraron picos de prevalencia en
Febreroy en Mayo, mientras que la prevalencia mas baja fue detectada en Junio. (Le Grand et al., 2010).
Las variaciones de la prevalencia de neoplasia diseminada siguiendo patrones estacionales se podrian
explicar por la combinacién de factores como la adquisicion de la enfermedad por nuevos individuos,
posible remisién y, fundamentalmente, por la muerte de los organismos afectados (Cooper et al., 1982b;

Twomety y Mulcahy 1988a; Barber 1990; Elston et al., 1992).
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Talla/edad

Es dificil establecer un patrdon general sobre la influencia de |a talla/edad del molusco en el desarrollo de la
neoplasia diseminada. El primer estudio que asocid el tamafio con la susceptibilidad de padecer la
enfermedad corresponde a almejas Macoma balthica, detectandose que un 10% de individuos de tamafio
menor de 20 mm padecian la enfermedad, mientras que sélo en un 3% de individuos mayores de 20mm
se detectaba neoplasia (Christensen et al., 1974).

Los estudios realizados en almejas M. arenaria revelan resultados contradictorios. Mientras algunos
autores (Cooper et al., 1982b; Appeldoorn et al., 1984) describieron un mayor porcentaje de neoplasia en
M. arenaria adulta que en almejas juveniles, otros autores (Leavitt et al., 1990; Potts, 1996; Bottger et al.,
2013) olbservaron una edad intermedia en la que se alcanza la mayor prevalencia, y Yevich y Barszcz (1977)
no encontraron relacién entre la talla o edad y la neoplasia diseminada.

En ostra plana O. edulis, se ha detectado mayor susceptibilidad a padecer neoplasia diseminada en
individuos mayores de 2,5 afios (Balouet et al., 1986). Bower (1989) obtuvo resultados similares en M.
edulis. Sin embargo, en esta misma especie, Brooks y Elston (1991) encuentraron un mayor porcentaje de
individuos enfermos en el primer afio de vida comparandolos con mejillones de 2-3afios.

Las hipdtesis que sostenian que la neoplasia diseminada estaba asociada al envejecimiento de los
individuos actualmente estan descartadas al detectarse juveniles con alta susceptibilidad (Brooks y Elston,
1991). Carballal et al. (en prensa) sugieren la posibilidad del estrés de la primera madurez como factor
fisiolégico que aumenta la susceptibilidad a padecer la enfermedad, mientras que el descenso de
prevalencia detectado en individuos mayores puede ser debido a la muerte de los individuos enfermos mas

longevos (Bottger et al., 2013) o a mecanismos de resistencia bioldgica (Brooks y Elston, 1991).

Sexo

No estd clara la relacién del sexo con el desarrollo de la enfermedad. Varios estudios no han encontrado
asociacion entre el sexo de los individuos y la susceptibilidad a padecer neoplasia diseminada en M.
arenaria (Brown et al., 1979; Potts 1996) en Mytilis edulis (Cosson-Mannevy et al., 1984) y C. edule (Morgan
et al., 2012). Sin embargo, en otros estudios se ha detectado mayor porcentaje de hembras que machos
con neoplasia diseminada en berberecho C. edule (Twomey y Mulcahy 1988a) y mayor susceptibilidad en

machos de almeja M. arenaria (Brousseau y Baglivo, 1994).

Condicién gonadal

Se ha propuesto que las variaciones de prevalencia de la neoplasia diseminada podrian ser causadas por el
estrés al que se ven sometido los organismos durante la produccion y liberacién de gametos (Cooper et al.,
1982b; Appeldorn et al., 1984; Balouet et al., 1986; Twomey y Mulcahy, 1988a; Barber, 1990; Bottger et
al., 2013) sin aportar estimaciones de correlaciéon de la prevalencia con la condicién gonadal de los
individuos.

Ford et al. (1997) estudiaron tal relacién en ostras Crassostrea virginica; aunque la prevalencia de la

enfermedad no era muy elevada (19/834), ésta solo se diagnosticé cuando los individuos tenfan génada y
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los maximos de prevalencia de la neoplasia diseminada se asociaron con el ciclo gametogénico, con un
primer pico de prevalencia en el periodo de maximo desarrollo gonadal y un segundo pico después del

mayor desove.

Factores ambientales

Varios autores han explicado las variaciones estacionales de prevalencia por la influencia de factores
ambientales sobre el estado fisioldgico del individuo. La tendencia general de prevalencias altas de
neoplasia en meses frios y bajas en meses de célidos ha llevado a relacionar a la temperatura con la
enfermedad (Cooper et al., 1982b; Twomey y Mulcahy 1988a; Barber 1990; Bottger et al., 2013).

Las temperaturas bajas detendrian la progresion de la enfermedad (Appeldorn et al., 1984) vy, por lo tanto,
la mortalidad asociada seria menor (Brown et al., 1977), lo que se traducidiria en una mayor prevalencia
en esos meses. Sin embargo, mediciones directas de temperatura mostraron que la mayor prevalencia de
la enfermedad en almejas M. arenaria coincidia con los picos de menor temperatura (Leavitt et al., 1990).
La temperatura también podria ejercer un efecto sobre la actividad de un posible agente etioldgico y sobre
la capacidad de defensa del hospedador (Twomey y Mulcahy 1988b, Barber 1990).

La salinidad es otra variable ambiental que varios autores han utilizado para explicar las variaciones de
prevalencia, debido a que fluctuaciones bruscas de la salinidad podrian provocar situaciones de estrés en
los organismos que podrian llevar a aumentar la prevalencia e intensidad de la enfermedad (Mix, 1983),

aunque nunca se han correlacionado mediciones directas de salinidad con la neoplasia diseminada.

ETIOLOGIA

Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la etiologia de las enfermedades neoplasicas en bivalvos
aunque las causas de la neoplasia diseminada en moluscos bivalvos no estan claramente definidas (Baber
2004). La etiologia de la neoplasia ha sido estudiada principalmente en las especies M. arenaria'y M. edulis.
Una hipdtesis inicial, hoy en dia completamente descartada, es que las células neopldsicas pudieran
tratarse de una infeccidn por el pardsito ameboide Labyrinthomyxa patuxent (Mackin and Schlicht 1976).
Otros estudios relacionaron las neoplasias con efectos subletales de biotoxinas de dinoflagelados, debido
a que la distribucion temporal y espacial de mejillones y almejas con esta enfermedad coincidia con
floraciones de estos dinoflagelados (Landsberg 1996); esta hipotesis no ha recibido soportes nuevos.

Las hipdtesis con mayor soporte bibliogréfico suponen que la neoplasia diseminada es causada por

contaminantes o por un agente infeccioso.
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Contaminacién ambiental

La asociacion de la enfermedad con la contaminacion ambiental se ha basado en una alta correlacién entre
prevalencias elevadas de neoplasia y vertidos de petrdleo, en el caso de M. arenaria (Yevich y Barszcz 1977,
Brown 1980) y en M. edulis (Lowe y Moore 1978, Hillman et al., 1992) y con pesticidas organoclorados
(Reinisch et al., 1984, Farley et al., 1991 y Gardner et al., 1991, Hillman et al., 1992) y metales pesados
(Hillman et al., 1992, Bottger et al., 2013). En estudios recientes se ha asociado la prevalencia de neoplasia
diseminada de Mya arenaria con los pesticidas asociados al cultivo intensivo de patatas en Prince Edward,
Canada. Se relaciond el aumento de prevalencias en estuarios afectados por la escorrentia proveniente de
campos destinados al cultivo de patatas, la prevalencia aumentaba con la intensidad de cultivo de este
tubérculo (Muttray et al., 2012). Sin embargo, en condiciones de laboratorio se expusieron almejas sanas
a diferentes concentraciones de dos pesticidas (clorotalonil y mancozeb), que no propiciaron el aumento
de la aparicion de la neoplasia con respecto a los controles (Pariseau et al., 2009). Sin embargo, otros
estudios no hallaron evidencias de que la contaminacién fuera la causa de la neoplasia diseminada, ya que
no habia diferencias de prevalencia entre zonas control y zonas contaminadas con hidrocarburos, para el
caso de M. arenaria (Brown et al., 1977, Smolowitz y Leavitt 1996), O. edulis (Balouet 1986) y M. trossulus
(Krishnakumar et al., 1999), o con bifenilos policlorados o metales pesados en el caso de M. trossulus
(Krishnakumar et al., 1999). Los resultados de experimentos en laboratorio parecen indicar que los
contaminantes podrian acentuar el desarrollo de la enfermedad causada probablemente por un agente

infeccioso (Brown 1980 y Leavitt et al., 1994).

Agente infeccioso

La hipdtesis de la implicacién de un agente infeccioso tomo fuerza cuando se constaté la transmision de la
enfermedad de individuos afectados a individuos sanos, en experimentos de cohabitacién en tanques con
M. arenaria (Brown 1980, McGladdery et al., 2001) y con M. edulis (Elston et al., 1988), en experimentos
de campo con M. arenaria (Brousseau y Baglivo 1991b) y mediante la inoculacién de hemolinfa de
individuos enfermos a sanos con M. arenaria (Appeldorn et al., 1984; Weinberg et al., 1997; McLaughlin,
1994; Sunila, 1992; House et al., 1998; McGladdery et al., 2001), M. edulis (Elston et al., 1988) y C. edule
(Twomey y Mulcahy, 1988b, Collins y Mulcahy 2003). La deteccién de particulas viricas en células
neoplasicas de M. arenaria (Oprandy et al., 1981) dio lugar a la hipdtesis de una etiologia virica. Esta
hipotesis se vio reforzada al detectarse actividad transcriptasa inversa en células neoplasicas (Medina et
al., 1993) y al conseguir la induccién de replicacién viral con inyecciones de 5-bromodeoxiuridina en M.
arenaria (Oprandy y Chang, 1983). Este mismo inductor fue utilizado para la activacion de la neoplasia en
almejas M. arenaria sanas procedentes de bancos con diferentes prevalencia de la enfermedad. En estos
organismos se desarrollé neoplasia y ademads se encontré que habia una correlacién positiva entre la
velocidad de desarrollo de la enfermedad y la prevalencia de neoplasia en los bancos de procedencia,
produciéndose una induccién de la enfermedad mas lenta en bancos con poca prevalencia de neoplasia

(Taraska y Bottger, 2013).
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La transmisién de la enfermedad por la inoculacion de filtrados de homogenizados de células neoplasicas
a individuos sanos, con la utilizacién de filtros (entre 0.45 0 0.22 um) por los que pueden pasar virus pero
no pasan bacterias, protistas o las propias células neoplasicas, refuerzan la hipdtesis de etiologia viral. Con
este procedimiento fue posible la transmisién de neoplasia en M. edulis (Elston et al., 1988), M. trossulus
(Kent et al., 1991), C. edule (Collins y Mulcahy 2003) y M. arenaria (Taraska y Bottger, 2013). Los
experimentos realizados para transmitir la neoplasia entre especies diferentes de moluscos bivalvos no han
sido exitosos (Kent et al., 1991). Romalde et al. (2007) y Manso et al. (2012) detectaron actividad
transcriptasa inversa en tejidos de C. edule y Polititapes aureus (= Venerupis aurea), respectivamente,
afectados por neoplasia diseminada, mientras que dicha actividad era mucho mas baja o nula en individuos
sanos, lo que sugiere sumado a la deteccion de particulas viricas condujo a propner que un retrovirus
podria ser causante de la enfermedad (Romalde et al., 2007). Sin embargo, los estudios realizados por
AboElKahair et al. (2009a, 2009b, 2012) con la almeja M. arenaria cuestionan dicha hipdtesis pues la
actividad transcriptasa inversa podria ser debida a un factor endégeno y no a un retrovirus, apoyandose en
gue no detectaron particulas viricas con microscopia electronica a pesar de la alta actividad transcriptasa
inversa registrada. Siah et al. (2011), mediante hibridacién supresiva sustractiva estudiaron la expresion
diferencial de genes de almejas M. arenaria sanas frente a diferentes estadios de neoplasia diseminada,
detectando niveles de transposasa y poliproteina en almejas con neoplasia significativamente superiores
que en almejas sanas. Los autores sugieren la hipotesis de la implicacion de una proteina tipo
retrotransposén en el desarrollo de la enfermedad. Un elemento transposén de Piggy/Bac se detectd
sobrexpresado en ostras O. edulis con neoplasia diseminada (Martin-Gémez et al., 2013). La reciente
deteccidn de un retrotransposon denominado “Steamer” en células de hemolinfa de almejas neoplasicas
M. arenaria (Arriagada et al., 2014) parece confirmar la hipdtesis propuesta por Siah et al. (2011) de un
retrotransposén responsable de la actividad transcriptasa inversa en almejas con neoplasia diseminada. La
expresion de ARN de “Steamer” es muy elevada y el nimero de copias de ADN de “Steamer” estd muy
amplificado en las células neoplésicas. Es un miembro de la familia Gypsy/Ty3, con repeticidén terminal larga
(LTRs) y transcripcién inversa similar a la de los retrovirus y no codifica proteinas de envoltura. Analizando
marcadores de tipo polimorfismo de un solo nucledtido (SNP) en ADN mitocondrial, marcadores
microsatelites de ADN nuclear y la secuencia en la que se integra el retrotransposén “Steamer” en almejas
M. arenaria neoplasicas de la costa atlantica de Canada y varios estados de EE. UU. se comprobd que, para
los tres tipos de factores analizados, las células neopldsicas eran diferentes de las células normales de las
almejas enfermasy, lo que resulta incluso mas sorprendente, se comproboé una enorme similitud para esos
tres factores entre las céluas neopldsicas de almejas enfermas procedentes de todas las localizaciones
geograficas analizada (Metzger et al., 2015). Por todo ello, estos autores postularon que el origen de la
neoplasia diseminada en M. arenaria tiene un origen clonal, a partir de un solo individuo, y que el contagio
se realiza por la transmision de células neoplasicas de ese clon de individuos enfermos a individuos sanos,,lo
que seria factible por tratarse de individuos filtradores (Metzger et al., 2015). La transmisién de cancer

mediante células neopldsicas que “saltan” de individuos enfermos a sanos y proliferan en éstos, sdélo se
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habia descrito anteriormente en dos tipos de cancer de mamiferos: un tumor facial que padece el demonio
de Tasmania (Pearse y Swift, 2006) y un tumor venéreo que afecta a perros (Murgia et al., 2006).

El articulo de Metzger et al. (2015) abre nuevas incégnitas: ¢Es posible que de M. arenaria se podria
transmitir la neoplasia a otras especies con las que convive? iTendran un precursor comun las especies

susceptibles a la neoplasia diseminada de habitats lejanos?

BASES MOLECULARES

Las publicaciones que versan sobre la las bases moleculares de esta enfermedad en moluscos bivalvos han

proliferado en los ultimos afios.

P53 y familia de p53

El gen supresor de tumores p53 y su expresion proteica han sido muy estudiados debido a sus multiples
funciones en la regulacion del ciclo celular, apoptosis, mantenimiento de la estabilidad genética y su alta
implicacion detectada en canceres humanos (Oren, 2003). Se ha secuenciado el gen p53 en M. arenaria
(Barker et al, 1997; Kelley et al., 2001), Spisula solidissima (Cox et al., 2003), M. edulis (Ciocan y Rotchell,
2005; Muttray et al, 2007), M. trossulus (Ciocan et al., 2006; Muttray et al, 2007), C. gigas (Farcy et al.,
2008), M. galloprovincialis (Stifanic et al., 2009) y C. edule (Ruiz et al., 2013b). En fase avanzada de la
enfermedad se detecta la expresion de la proteina p53 mutada en almejas M. arenaria; secuenciando el
gen de la proteina mutada se observd, en dos de cinco almejas estudiadas, una transversion de citosina a
guanina al final del exdn 6, produciendo un cambio del aminoacido de ese codén de prolina a alanina
(Barker et al, 1997).

Estudiando los niveles de expresion de la familia de la proteina p53 con anticuerpos especificos, en M.
arenaria se encontré una expresion similar de p53 y p73 en células circulantes de individuos sanos y
neoplasicos, aunque p97 no se detectd en las muestras de almejas neoplasicas (Stephens et al., 2001); a
nivel tisular, las almejas neopldsicas mostraron una expresion superior de p53 en manto y de p73 en
musculo aductor (Kelley et al., 2001). En este estudio se encontrd una expresion diferenciada de la proteina
p73 en las células de la hemolinfa entre las almejas sanas y neoplasicas. La expresion de estas proteinas en
M. edulis varia con respecto a lo encontrado en M. arenaria, pues no se detecto la proteina p53 en células
circulantes y la expresion de las proteinas p63, p73 y p97 es mayor en células de hemolinfa de mejillones
neoplasicos (St-Jean et al., 2005).

Atendiendo a los niveles de ARNm, en M. arenaria Siah et al. (2008a) detectaron una expresién mayor de
p53 y p73 en la fase intermedia de la enfermedad, mientras que Muttray et al. (2012) registraron una
expresion mayor de p53 y p63/73 en la fase més avanzada de la enfermedad. En C. edule, en glandula
digestiva se detecta una mayor expresion de p53 en individuos neoplasicos que no neoplasicos,
alcanzandose los mayores niveles en etapas intermedias de la enfermedad (Ruiz et al.,, 2013b). La

cuantificacion del ARNm de p53 vy la isoforma ANp63/73 mostrd niveles de ambos significativamente
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superiores en células de las hemolinfa de mejillones neopldsicos M. trossulus con respecto a mejillones

sanos, mientras que los niveles de TAp63/73 no variaban (Muttray et al., 2008, 2010).

Ubiquitina

La ubiquitina es una proteina que se une a proteinas celulares para su degradacion. El proceso de
conjugacioén de la ubiquitina a las diferentes proteinas se denomina ubiquitinacion, e intervienen tres
enzimas: E1 (activadora de la ubiquitina), E2 (cataliza la conjugacion de la ubiquitina), E3 (ligasa que cataliza
la union ubiquitina-proteina). Esta ruta metabdlica se ha relacionado con la degradacion de p53 en
enfermedades como el virus del papiloma humano (HPV) y cancer cervical humano. En almeja M. arenaria
Se ha secuenciado parcialmente el ADNc de la proteina E3, cuya secuencia es similar a la proteina E6AP
relacionada con la degradacion de p53 en el cancer cervical humano (Kelley y Van Beneden, 2000), aunque
estudios posteriores revelaron que esta proteina no se une al p53 de almejas neoplasicas (Olberding et al.,

2004).

Mdm

La proteina mdm?2 es otro regulador negativo de p53 en humanos. Se logré la induccién de mdm2 en una
linea celular humana de céncer de pulmdn sin p53, con la transfeccion de un plasmido de p53 de M.
arenaria. Sin embrago, la expresién de p53 en la linea celular fue minima y no se detectd la expresion de
los productos p21, ni Rb (Holbrook et al., 2009).

La secuencia de mdm en M. trossulus muestra que su estructura primaria es cercana a la de mdm2 y mdm4
de vertebrados. Se conservan regiones caracteristicas de estas proteinas como el N-terminal de unién con
p53, C-terminal de unién con zinc y en el dominio central se conservan 5 fosforilaciones (Muttray et al.,
2010). Estos autores comprobaron que hay interaccion entre p53-mdm en M. trossulus y que el nivel de

ARNm de mdm es 5,8 veces superior en células neopldsicas que en hemocitos.

Ras

El protooncogen ras ha sido estudiado en moluscos por su transformacion en oncogen en mamiferos
provocando la estimulacion de la célula a dividirse. Las secuenciacion de ADNc del gen ras en M. edulis
muestra un elevado nimero de puntos con tendencia a sufrir mutaciones (puntos calientes) en los codones
12, 13,59y 61 (Ciocany Rotchell, 2005). La secuencia parcial aislada del gen ras en M. trossulus sélo difiere
en 6 nucledtidos, que no causan ninglin cambio de aminoacidos, con la de M. edulis (Ciocan et al., 2006).
Mientras que en hemocitos no se muestran variaciones polimorficas del gen ras, en las células neoplasicas
se detectan mutaciones silenciosas en codones 13-15, 18-19, 21, 24-25, 70, detectandose la mayor
variacion en el primer exdn, coincidiendo con el punto caliente del codén 13 (Ciocan et al., 2006). Se ha
detectado mayor expresion del gen ras en M. trossulus con neoplasia avanzada que en mejillones sanos
(Ciocan et al., 2006), sin embargo en un estudio posterior realizado con esta misma especie, se obtuvieron
resultados contradictorios, el ARNm de gen ras en hemocitos fue 1,5 veces mayor que células neoplasicas

(Muttray et al., 2010).
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En muestras de glandula digestiva de berberechos C. edule neoplasicos se han detectado mutaciones del
gen ras en los codones 15, 35, 55, 61, 65, 70, 77, 82, 89 y 93; siendo los niveles de transcripcion de dicho
gen significativamente superiores en berberechos con intensidad media de neoplasia (Ruiz et al., 2013b).

La utilizacion de técnicas gendmicas esta ayudando a comprender el proceso de cancer en invertebrados.
La hibridacion sustractiva supresiva (SSH) ha permitido detectar genes relacionados con la carcinogénesis
en estudios sobre neoplasia diseminada en O. edulis (Martin-Gémez et al., 2013, 2014) y M. arenaria (Siah
et al, 2011, 2012a, 2013). En el caso de O. edulis se ha detectado expresion diferenciada entre individuos
afectados por neoplasia y sanos en genes relacionados con el ciclo celular: Gadd45, Recl, cyclin, Cdc42,
SMC3 y PPA2; apoptosis: ProsN3, Rbx1l y THAP; inmunidad e inflamacién: Ik, MMIF; sefiales de
trasduccion: Tetraspanin, Rab9, Trb, Lm3; elemento de transposicion Pyggy Bac; y otros: PDIA, Farneosic
Acido-Metiltranferasa. En el caso de M. arenaria se han detectado: Ras-Rho, Ras-C3, c-jun y c-myc (Siah et

al, 2012a).
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2. OBJETIVOS

Como se ha puesto de manifiesto en la introduccién de esta memoria, la neoplasia diseminada es una de
las enfermedades mas serias, con mayor impacto econdémico, de las que afectan a los berberechos de
Galicia, un recurso marisquero fundamental para esta regiéon. En el momento de iniciar este estudio, el
grupo de investigacion sobre enfermedades de moluscos del CIMA habia dedicado atencién a esta
enfermedad pero se considerd muy conveniente impulsar y reforzar su estudio. De esta forma, el objetivo
principal del trabajo que aqui se presenta fue caracterizar la neoplasia diseminada que afecta a los
berberechos Cerastoderma edule de la costa de Galicia, abordando cuestiones propias de las células
neoplasicas, de los individuos afectados y poblacionales, con énfasis en aspectos epidemioldgicos, para

poder asi evaluar el potencial destructivo de la enfermedad para el marisqueo en Galicia.

Este objetivo principal se desglosa en objetivos concretos que se detallan a continuacion y que se

distribuyen en los capitulos siguientes de esta memoria:

e  Evaluar variaciones del contenido celular de ADN, frecuencia de apoptosis y cariotipo causados

por la neoplasia diseminada.

e Evaluar la asociacion de la neoplasia diseminada con los niveles de determinadas proteinas (p53

mut, Hsp70, Hsp 90) relevantes para la proliferacién celular.

e Caracterizar la ultraestructura de las células neoplasicas y evaluar los efectos de la progresion de

la enfermedad en diferentes parametros celulares asociados a la respuesta inmunitaria.

e FEtiologia: evaluar el caracter transmisible de la enfermedad, la implicaciéon de un retrovirus como

agente etioldgico y la asociacidén con contaminacion por metales pesados.

e Caracterizar la progresion y los efectos de la neoplasia diseminada a nivel individual y la dinamica

de la enfermedad a nivel poblacional.
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3. ALTERACIONES DE LA PLOIDIA, CARIOTIPO Y FRECUENCIA DE
APOPTOSIS

3.1 La neoplasia diseminada provoca cambios en la ploidia y la frecuencia de apoptosis
en berberechos C. edule.

3.2 Variacion del cariotipo en células neoplasicas asociada a la intensidad de neoplasia
diseminada en berberechos C. edule.






Alteraciones de la Ploidia, Cariotipo y Frecuencia de Apoptosis

Diaz, S., Villalba, A., Insua, A., Soudant, P., Fernandez, J., Méndez, J., Carballal, M.J.,
2013. Disseminated neoplasia causes changes in ploidy and apoptosis frequency in
cockles Cerastoderma edule. Journal of Invertebrate Pathology. 113, 214-219.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201113000517
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Alteraciones de la Ploidia, Cariotipo y Frecuencia de Apoptosis

Matias, A. M., Diaz, S., Teixeira de Sousa, J., Villalba, A., Carballal, M. J., Leitao, A.,
2014. Karyotype variation in neopalstic cells associated to severity of dissseminated
neoplasia in the cockle Cerastoderma edule. Aquaculture. 248-249, 233-225.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848614001203
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4. ALTERACIONES PROTEINICAS

4.1 Expresion de la proteina p53 mutada y las proteinas chaperonas Hsp 70 y Hsp 90
en berberechos Cerastoderma edule afectados por neoplasia.






Alteraciones Proteinicas

Diaz, S., Cao, A., Villalba, A., Carballal, M.J. 2010. Expresion of mutant protein p53 and
hsp70 and hsp90 chaperones in cockles Cerastoderma edule afected by neoplasia.
Disease of Aquatic Organism. 90, 219-226.

http://www.int-res.com/abstracts/dao/v90/n3/p215-222/
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5. CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CELULAS
NEOPLASICAS Y ALTERACION DE PARAMETROS INMUNITARIOS

5.1 Neoplasia diseminada en berberechos Cerastoderma edule: Caracterizacion
ultraestructural y efectos en parametros de las células de la hemolinfa.






Caracterizacion Ultraestructural de las Células Neopldsicas y Alteracion de Pardmetros Inmunitarios

Diaz, S., Renault, T., Villalba, A., Carballal, M.J. 2011. Disseminated neoplasia in
cockles Cerastoderma edule: ultrastructural characterisation and effects on
haemolymph cell parameters. Diseases of Aquatic Organisms. 96(2), 157-167.

http://www.int-res.com/abstracts/dao/v96/n2/p157-167/
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6. TRANSMISIBILIDAD Y ETIOLOGIA

6.1 Evaluacion de la transmisibilidad de la neoplasia diseminada que afecta a los
berberechos de Galicia y de su asociacién con contaminacién por metales pesados.

6.2 Evidencia de una etiologia retroviral de la neoplasia diseminada de berberechos C.
edule.
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En este capitulo se incluyen dos articulos; el primero recoge los resultados incluidos en una comunicacion
presentada en el XI Congreso Nacional de Acuicultura (Diaz et al., 2007), sobre la transmisibilidad de esta
enfermedad, al que se han afiadido resultados de un experimento realizado para evaluar la asociacién de
la enfermedad con la contaminacién por metales pesados y experiencias de transmision interespecificas.
El segundo articulo, que aborda la relacion de esta enfermedad con la deteccion de actividad transcriptasa
inversa en los tejidos del berberecho, se publicd en 2007 en la revista Journal of Invertebrate Pathology v,
como se tratara en la seccion de Discusion General, el conocimiento derivado de estudios posteriores ha
minado el soporte de los resultados de este articulo a la hipdtesis de un retrovirus como agente etiolégico

de la neoplasia diseminada del berberecho.
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Aetiology of the disseminated neoplasia affecting cockles Cerastoderma edule in Galicia (NW
Spain): Assessment of disease transmissibility and evaluation of its association with heavy metal

pollution.

Seila Diaz, Antonio Villalba, Maria J. Carballal

Centro de Investigacions Marifias, Conselleria do Medio Rural e do Mar da Xunta de Galicia, Aptdo. 13,

36620 Vilanova de Arousa, Spain

Abstract

Disseminated neoplasia (DN) reaches high prevalence in some Galician cockle Cerastoderma edule beds.
The aetiology of this disease is unknown. Two hypothesis on the aetiology of DN, pollution and an infectious
agent, which have been proposed for DN in other molluscs, were assessed. The concentration of Cu, Cd,
Pb, Mn, Cr, Ni, Zn and Hg in tissues was determined in cockles from a bed with high DN prevalence and
from a DN-free cockle bed. No evidence was found to support that heavy metal pollution can cause or
strengthen disseminated neoplasia in Galician cockles. To evaluate the hypothesis of the involvement of an
infectious agent, DN transmission was attempted by various procedures. The disease was transmitted to
healthy cockles by co-habitation in tanks with DN-affected cockles, and by inoculation of intact neoplastic
cells, but it was not transmitted by inoculation of a filtrate of homogenised neoplastic cells. No evidence of
interspecific DN transmission, form cockles to clams, was found either from laboratory co-habitation trials

or analysis of clams from beds with high cockle DN prevalence.

1. Introduction

Disseminated neoplasia (DN) has been detected in 23 species of marine bivalves with a world-wide
geographical distribution (Carballal et al, in press). This disease has been detected in cockles Cerastoderma
edule from the coast of Brittany (Poder and Auffret, 1986) and Ireland (Twomey and Mulcahy, 1988a;
Collins and Mulcahy, 2003). This disease is widely distributed in cockle beds in the Galician coast (Carballal
etal., 2001; Villalba et al., 2001). The cause of DN in bivalve molluscs is controversial (Baber, 2004; Carballal
et al, in press). Pollution was proposed first, as association between high prevalence of neoplasia and
contaminants was detected; that was the case of soft-shell clams Mya arenaria in places with oil spills
(Yevich and Barszcz, 1977; Brown 1980) and blue mussels Mytilus edulis in association with oil spills (Lowe
and Moore, 1978; Hillman et al., 1992), organochlorine pesticides (Reinisch et al., 1984, Farley et al., 1991;
Gardner et al., 1991; Hillman et al., 1992) and heavy metals (Hillman et al., 1992). However, other studies
did not find support for pollution as the cause of DN, because there were not differences in DN prevalence
between control and polluted locations when assessing association of DN in M. arenaria (Brown et al.,

1977; Smolowitz and Leavitt, 1996), Ostrea edulis (Balouet, 1986) and Mytilus trossulus (Krishnakumar et
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al., 1999) with hydrocarbon pollution and that in M. trossulus with PCBs or heavy metals (Krishnakumar et
al., 1999). The hypothesis of the involvement of an infectious agent was strengthened when the disease
was trans mitted from affected to healthy individuals in cohabitation experiments in tanks, for the cases of
M. edulis and M. arenaria (Brown, 1980; Elston et al., 1988), in the field for M. arenaria (Brousseau and
Baglivo, 1991), and by inoculation of haemolymph from diseased individuals into healthy ones in M. edulis,
M. arenaria and C. edule (Elston et al., 1988; MclLaughlin, 1994; Sunila, 1992; Twomey and Mulcahy, 1988b;
Collins and Mulcahy, 2003). An eclectic hypothesis involved that contaminants could exacerbate the
disease probably caused by an infectious agent (Brown 1980). The observation of viral particles in tumor
cells M. arenaria (Oprandy et al. 1981) led to the hypothesis of a viral aetiology. This hypothesis was
reinforced by detecting reverse transcriptase activity in neoplastic cells (Medina et al., 1993; Romalde et
al., 2007; Manso et al., 2012). Furthermore, viral replication was induced in M. arenaria with injections of
5-bromodeoxyuridine (Oprandy and Chang, 1983) and the same inductor was used to activate neoplasia in

clams M. arenaria from beds with different DN prevalence (Taraska and Bottger, 2013).

The hypothesis of viral aetiology was further tested by inoculating a filtrate (0.2 um) of homogenised
neoplastic cells into healthy individuals; transmission of DN by this procedure was reported in M. edulis
(Elston et al., 1988), M. trossulus (Kent et al., 1991), C. edule from Ireland (Collins and Mulcahy, 2003) and
M. arenaria (Taraska and Bottger, 2013). However, attempts to transmit DN to healthy cockles by
cohabitation with DN-affected cockles failed (Twomey and Mulcahy 1998a). Atempts for mollusc
interspecific DN transmission have been unsuccessful (Kent et al. 1991). Recently, DN transmission
between soft-shell clams M. arenaria as contagious cancer cells has been demonstrated (Metzger et al.

2015).

The purpose of this article was to test two hypotheses on the aetiology of DN affecting Galician cockles. On
the one hand, the association of DN with heavy metal pollution was addressed by analysing heavy metal
concentration in cockles taken from two beds, one with high prevalence of DN and another DN-free bed.
On the other hand, DN transmission to healthy cockles was attempted by cohabitation with DN-affected
cockles, by inoculation of intact neoplastic cells, and by inoculation of a filtrate of homogenised neoplastic
cells. Additionally, the possibility of DN transmission from affected cockles to clams was assessed by a
cohabitation experiment and by histopathological analysis of clams collected from a shellfish bed with high

DN prevalence in cockles.
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2. Materials and Methods

2.1. Heavy metal pollution

2.1.1. Cockles
Cockles from a DN-free bed, located in Lira (Carnota, Galicia, NW Spain), and from another bed with high

DN prevalence, located in Sarrido (Cambados, Ria de Arousa, Galicia) were collected in March 2009.

2.1.2 Diagnosis

Biopsy to perform non-lethal diagnosis involved taking a haemolymph sample from the posterior adductor
muscle of each cockle, using a syringe with a needle, through a notch made in the shell with a carpenter
rasp. The haemolymph was used to produce a cell monolayer onto a slide by cyto-centrifugation (92 x g, 5
min, 4 2C), which was fixed, stained with Hemacolor® (Merck) kit and examined with light microscopy for
DN diagnosis. The cockles were ranked according to a scale of disease severity: Non-affected (NO), low

severity (N1), moderate severity (N2), and high intensity (N3) (Diaz et al., 2010).

2.1.3. Analysis of heavy metal concentration

Three cockles from the DN-free bed and 3 cockles of each DN severity class (NO, N1, N2, N3) from the bed
located in Sarrido were processed. After diagnosis, each cockle was stored at -80 °C. The analyses of heavy
metal concentration in cockle tissues were performed in the Centro de Apoyo Cientifico y Tecnoldgico a la
Investigacion of the University of Vigo. Cockles were sucked, drained for 10 min. and weighed from 0.25 to
0.5 grams of tissues were digested with HNOs5 acid (Merck ultrapure) and H,0, (Merck Suprapur) in an
Anton Parr multiwave 3000. The digestion product was set in a 30 mL volume with MQ water. The contents
of Cu, Cd, Pb, Mn and Cr in cockle tissues were analysed by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) (Thermo X7); the Ni content was analysed by electrothermal atomic absorption spectrometry
(ETAAS), (Thermo X7); the Hg content was determined by flow injection system with cold-vapour atomic
absorption spectrometry (CV-AAS), (FIMS 400, Perkin-Elmer); and the Zn content was analysed by atomic
absorption spectrometry (AAS-F), (Varian 250+) (Table 1). Ge, In and Tl were used as internal standards for
the determination of trace elements by ICP-MS. Mussel tissue reference material (ERM-CE278, European
Institute for Reference Materials and Measurements, Belgium) and blanks were used, which were
processed and analysed simultaneously with the samples to check the quality of the results. All metal

concentrations were expressed in dry weight.
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Table 1: Techniques used for the determination of heavy metal concentration, detection limit (DL) and quantitation limit (CL).

Analyte Technique DL (mg/kg) CL (mg/kg)
Hg AAS-CV 0,02 0,06
Ni ETAAS 0,15 0,40
Cu ICP-MS 0,30 0,75
Zn AAS-F 1,00 3,00
Ccd ICP-MS 0,02 0,04
Pb ICP-MS 0,02 0,04
Mn ICP-MS 0,15 0,40
Cr ICP-MS 0,15 0,40

2.1.4. Statistical analysis
Differences in concentration of each heavy metal between cockle groups (cockles from the bed in Lira plus
cockles of each severity class from the bed in Sarrido) were analysed by ANOVA, followed by Dunnett's t-

test (significance at the 0.05 level), using SPSS 20 software.

2.2. Disease transmission

2.2.1. Biological materials

Cockles from a bed with high DN prevalence, located in Sarrido, and from another bed with low DN
prevalence, located in Noia (Ria de Muros, Galicia), were collected in April 2004. Additionally, clams
Ruditapes decussatus were taken from a shellfish bed located in Aldan Ria de Pontevedra, Galicia), where
DN has never been detected. All those cockles and clams were used to perform disease transmission trials.
Moreover, clams R. decussatus, Venerupis corrugata and Ruditapes philippinarum were collected from the

shellfish bed located in Sarrido, with high cockle DN prevalence, and diagnosed for DN.

2.2.2. Diagnosis

A biopsy of every cockle used in the transmission trials was obtained and examined as explained above
before the start of the trials. Additionally, cockles and clams found dead in the experimental trials and those
that survived at the end of the trials were diagnosed with a standard histological procedure: a piece of
tissue 5mm thick, including visceral mass, gill, mantle and foot was taken from each individual, fixed with
Davidson’s solution and embedded in paraffin. Five um thick sections were stained with Harris’
haematoxylin and eosin. Histological sections were examined with light microscopy. Cockles were classified
according to a DN severity scale (Diaz et al., submitted). The clams taken from the bed located in Sarrido

were also processed by this histological procedure for diagnosis.
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2.2.3. Transmission trials

Four DN transmission trials were performed in laboratory conditions, three intraspecific (cockle to cockle)
trials and one interspecific (cockle C. edule to clam R. decussatus) trial. Intraspecific trials included co-
habitation of healthy and DN-affected cockles, inoculation of neoplastic cells into health cockles, and
inoculation of a filtrate of homogenised neoplastic cells into healthy cockles. All the trials were performed
in tanks; the tanks used in the co-habitation trials were supplied with seawater pumped from the sea in
open circuit. In the inoculation trials, a closed circuit with filtered (0.22 .um) UV-sterilised, aerated seawater
was used; cultured algae were supplied as food. The tanks were checked daily and moribund or dead
individuals were taken and processed for diagnosis by histology. The trials ran until all the individuals died
except in the intraspecific co-habitation trial that finished after 116 days, when some cockles were still

alive.

2.2.3.1. Intraspecific transmission trial by co-habitation

Three tanks were used, one control tank (C1) with 25 non-affected cockles, and two “challenge” tanks (P1,
P2) each enclosing 25 non-affected cockles and 15 DN-affected ones. At day 68 from the beginning of the
trial, 3 new DN-affected cockles were added to the tank P1 and 11 to the tank P2 because most DN-affected
cockles set at beginning had died. Different numbers of new DN affected cockles were added to each tankto

keepthe same ratio DN “donor” cockles/non-affected cockles.

2.2.3.2. Inoculation of neoplastic cells into healthy cockles

Four tanks were used, two control (C2, C3), and two “challenge” tanks (P3, P4). Thirty DN non-affected
cockles were set in each tank. The cockles in the control tanks were injected in the adductor muscle,
through a notch in the shell, with 0.1 ml of a suspension of cockle haemocytes (3x10° cells/ml) in filtered,
autoclave-sterilised seawater; cockles in the “challenge” tanks were injected with 0.1 ml of a suspension of
neoplastic cells (3x10° cells/ml) in filtered autoclave-sterilised sea water. The suspension of cockle
haemocytes was produced by collecting and pooling haemolymph from healthy cockles (NO), whereas the
suspension of neoplastic cells was produced by collecting and pooling haemolymph from DN-heavily
affected cockles (N3); in both cases, the haemolymph was centrifuged (800 x g, 10 min, 4 2C) and the

sediment (cell fraction) was used.

2.2.3.3. Inoculation of a filtrate of homogenised neoplastic cells

Four tanks were used, two control (C4, C5) and two “challenge” tanks (P5, P6). . Thirty DN non-affected
cockles were set in each tank. The cockles in the control tank were injected in the adductor muscle with
0.1 ml of a filtrate of homogenised haemocytes from healthy cockles; cockles in the “challenge” tanks were
injected with 0.1 ml of a filtrate of homogenised neoplastic cells. The filtrates of homogenised haemocytes
and homogenised neoplastic cells were produced by collecting haemolymph from healthy cockles (NO) and

from heavily affected cockles (N3), respectively; the haemolymph samples were centrifuged and the pellets
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resuspended (3x108 cells/ml), as described above; then cells were sonicated, the resulting suspension was

centrifuged (3000 x g, 10 min., 4 ° C) and the supernatant was filtered (0.45 um) under sterile conditions.

2.2.3.4. Interspecific transmission trial by co-habitation

Four tanks were used, two control tanks (C6, C7) with 30 clams each, and two “challenge” tanks (P7, P8)
each having 30 clams plus 25 DN-affected cockles. The clams were kept in tanks after all cockles died to

allow disease progress in clams if transmission had occurred.

2.2.4, Statistical analysis
Differences in survival between cockles DN severity stages in the intraspecific transmission trial by co-
habitation were evaluated with the nonparametric linear Mantel-Cox test (significance at the 0.05 level)

using SPSS 20 software.

3. Results

3.1. Heavy metal pollution

Mean concentrations of heavy metals in each cockle group are shown in Fig. 1. The highest values
corresponded to the cockles from the DN non-affected bed in most cases. Concentration of Cd, Pb and Mn
in cockles affected by neoplasia was significantly lower than that of cockles from the non-affectd bed,
except in the case of Pb, for cockles with moderate DN severity, and of Mn, in cockles with moderate and
high severity. Scarce or null cases of significant differences were found for concentration of Ni, Cr, Hg and

Zn. The only heavy metal for which concentration was significantly higher in DN-affected cockles was Cu.
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Fig. 1: Mean (+SD) concentration of heavy metals corresponding to each group of cockles. C: Cockles from the bed in Lira, a DN-free
bed; NO: DN non-affected cockles from the bed in Sarrido; N1: cockles from Sarrido with light DN; N2: cockles from Sarrido with
moderate DN, N3: cockles from Sarrido with heavy DN.
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3.2. Disease transmission

No case of DN was detected in cockles of the control tank corresponding to the intraspecific transmission
trial by co-habitation, whereas it was detected in 21% and 17% of the cockles initially diagnosed as non-
affected in “challenge” tanks P1 and P2, respectively (Table 2); five of them showed light DN, 3 moderate
DN and 1 heavy DN, while 3 cockles could not be processed because their tissues were too rotten.
Regarding the evolution of DN severity in cockles that were already affected at the beginning of the trial,
89% of them showed the same severity when examined after death or at the end of the trial; DN severity
increased in 8% of the cockles and decreased in one cockle (3%), from moderate to low severity. No case

of absolute DN remission was found. This trial ran for 116 days.

Table 2: Results of transmission trials. A. clams; B: DN non-affected cockles; N: DN-affected cockles (donors).

Type of trial Duration Tank code Initial no. of Final diagnosis:
(days) individuals No. DN-affected indiv. / No.
examined indiv.

Intraspecific Co-habitation 116 C1 258 0/25

P1 25B+ 15N 5/24

P2 25B+ 15N 4/23

Inoculation of 32 Cc2 308 0/28
neoplastic cells

c3 30B 0/14

P3 30B 3/21

P4 30B 5/25

Inoculation of 78 C4 30B 0/24

filtrate of

homogenised C5 308 0/24
neoplastic cells

P5 30B 0/24

P6 30B 0/21

Interspecific Co-habitation 273 C6 30A 0/28

c7 30A 0/30

p7 30A + 25N 0/28

P8 30A + 25N 0/29

Again, no case of DN was detected in cockles of the control tanks of the trial involving inoculation of
neoplastic cells, whereas the disease was detected in 14% and 20% of the cockles in “challenge” tanks P3
and P4, respectively (Table 2). The first DN-affected cockle was detected 3 days after inoculation, with light
DN severity. DN reached light severity in 4 cockles inoculated with neoplastic cells, moderate severity in 1
cockle and high intensity in 3 of them. This trial ran for 32 days and 32 cockles could not be diagnosed when

removed from tanks because their tissues were too degraded.
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No case of DN was detected in either cockles inoculated with a filtrate of homogenised neoplastic cells or
in the corresponding controls (Table 2). This trial ran for 78 days and 27 cockles could not be diagnosed

after removal from tanks because their tissues were too degraded.

The interspecific transmission trial by co-habitation ran for 273 days and no DN-affected clam was detected
(Table 2). There were live cockles in the “challenge” tanks until day 165 from the beginning. Five clams

could not be diagnosed because their tissues were too degraded.

Regarding the clams R. decussatus, R. philippinarum and V. corrugata taken from the shellfish bed located

in Sarrido, cockle DN prevalence was high, none of the clams were found to be affected by DN.
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Fig. 2: Graphs showing the evolution of the cumulative survival of each group of cockles and clams in the transmission trials. Each
group is identified with the code of the tank; a letter is added in the co-habitation trials to identify clams (A), cockles that were DN non-
affected at the beginning (B) and DN-affected cockles from the start (N). Arrowhead indicates addition of more neoplastic cockles to

the tank.
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In the intraspecific transmission trial by co-habitation, survival was significantly higher in the cockles that
were diagnosed as DN non-affected before the start of the trial than in those with light and heavy DN

(Fig. 3).
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Fig. 3: Mantel-Cox survival curves through the intraspecific transmission trial by co-habitation corresponding to cockles of each class
of DN severity, according to biopsies performed before the start of the trial. Survival time is shown in days. Significance of the
differences between DN severity classes is shown in the upper right corner.

4. Discussion

No evidence was found to support that heavy metal pollution can cause or strengthen disseminated
neoplasia in Galician cockles. The only heavy metal showing significantly higher concentration in DN-
affected cockles than in non-affected ones was copper,, which is less carcinogenic than other heavy metals
included in the analysis. Thus, the results are not conclusive to support that an excess of copper can cause
cancer in cockles. Copper is an essential metal for oxygen transport in shellfish, as it is integrated in the
haemocyanin. Previous studies revealed values of Pb, Hg and Cu concentration in mussels from Galician
Rias above the reference values of the OSPAR (Beiras et al., 2003). In the present study similar results were
obtained for these metals. Ruiz et al. (2013) analysed organochlorine pesticides, PCBs, and phthalates in
tissues of cockles from the bed located in Sarrido, finding low concentrations of these contaminants. The
results of this study suggest that heavy metal pollution is not the direct cause of DN in cockles from Sarrido,

although influence of Cu on DN progression cannot be discarded.

Results of the co-habitation trial support that DN can be transmitted from diseased to healthy cockles.

Previous attempts of transmission of DN among cockles by cohabitation conducted in the field were
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unsuccessful (Twomey and Mulcahy, 1988a). The transmission of DN by cohabitation of diseased and
healthy individuals was demonstrated in Mya arenaria (Brown, 1980) and Mytilus edulis (Elston et al. 1988).
Furthermore, the results support that the cancer was transmitted by inoculation of neoplastic cells in
healthy individuals. It might be possible that neoplastic cells detected in inoculated individuals were the
inoculated cells. Nevertheless, some of the inoculated cockles were diagnosed as having heavy DN severity,
which could have only been achieved by the proliferation of neoplastic cells in the recipient individual. The
experimental design did not allow determining whether the neoplastic cells proliferating in the inoculated
individuals derived from the injected cells or they were transformed cells of the recipient cockles.
Transmission of DN between cockles Cerastoderma edule via injection of hemolymph (whole or cell-
fraction) had been performed by Twomey and Mulcahy (1988b) and Collins and Mulcahy (2003). However,
DN transmission by inoculation of a filtrate of homogenised neoplastic cells was not detected in our trial.
Twomey and Mulcahy (1988b) also failed transmitting DN into healthy cockles by this procedure, whereas
Collins and Mulcahy (2003) reported transmission in two out of five attempts with a similar protocol.
Transmission of DN into clams M. arenaria was also achieved by adding tissue homogenates from

neoplastic clams to the water of tanks holding healthy clams (McGladdery et al. 2001).

Transmissibility of DN and the occurrence of epidemic outbreaks justify considering this disease as
infectious. Which is the infectious agent responsible for DN in cockles and, in a broader sense, in molluscs?
This study showed evidence of transmission with neoplastic cells, but attempts of DN transmission by
inoculating a filtrate of homogenised neoplastic cells, which could have allowed the inoculation of a
hypothetical virus infecting neoplastic cells, failed. Detection of reverse transcriptase activity associated
with DN led to suggest retroviral aetiology for this disease in cockles (Romalde et al., 2007) and clams
Polititapes aureus (= Venerupis aurea) (Manso et al., 2012) from Galicia. Other authors questioned that
detecting reverse transcriptase activity were enough to support retroviral aetiology of DN in molluscs,
because that activity could be endogenous (AboElKahair et al., 2009a, 2009b, 2012). Siah et al., (2011)
showed evidence of an endogenous retrotransposon involvement in DN of clams M. arenaria. Recently, a
retrotransposon called "Steamer" has been characterised, which expression is correlated with DN in clams
M. arenaria (Arriagada et al., 2014). Therefore, evidence other than reverse transcriptase activity would be
needed to support viral aetiology. More recently, Metzger et al. (2015) have shown that DN is transmitted
horizontally between clams M. arenaria as contagious cancer cells, which likely derived from a single
original clam. Our results are also consistent with DN transmission between cockles as contagious cancer

cells.

The significantly higher survival of cockles that were diagnosed as DN non-affected before the start of the
co-habitation trial than that of cockles with light and heavy DN would support that that DN can cause cockle
dead. Field studies support this statement (Diaz et al., submitted). Laboratory (Cooper et al., 1982) and
field (Brousseau and Baglivo, 1991) experiments also showed higher mortality of DN-affected clams M.

arenaria than that of non-affected ones.
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No evidence of interspecific transmission of DN, from cockle to clams, was found in this study. Laboratory
transmission attempt by co-habitation failed and no DN-affected clam was found in samples from the bed
in Sarrido, where cockle DN has high prevalence. Previous studies detected DN in clams R. decussatus from
Galicia with very low prevalence (Villalba et al. 1995). Other attempts of DN interspecific transmission have

also failed (Kent et al., 1991).
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8. DISCUSION GENERAL

Los resultados de este estudio suponen un avance en el conocimiento de la neoplasia diseminada que
afecta a los berberechos Cerastoderma edule de la costa gallega. La neoplasia diseminada en berberecho,
como es comun en los canceres, rompe con las reglas basicas del comportamiento celular en organismos
pluricelulares. Las células neoplasicas son células desdiferenciadas, muy activas y en continua division. Este
estudio abordd algunas de las alteraciones a nivel celular propias de esta enfermedad.

Las células neoplasicas son genéticamente inestables. La inestabilidad de los cromosomas es una de las
mayores formas de inestabilidad genética. Los resultados mostraron que las células neoplasicas del
berberecho son aneuploides, con un contenido de ADN superior al de las células normales, lo que
morfolégicamente se traduce en nucleo de gran tamafio. Se comprobd que las células neoplasicas
contienen un nimero anormal de cromosomas que, ademas, desarrollan anormalidades estructurales. En
intensidades medias de neoplasia (N2) todavia se conserva un alto porcentaje de cromosomas con su
homodlogo, sin embargo, en intensidades altas (N3) aumenta la inestabilidad cromosdmica, lo que se
manifiesta en un nimero considerable de estructuras cromosdmicas pequefias, sin centrémero, similares
al cromosoma doble diminuto tan frecuente en leucemias humanas (Thomas et al., 2004), que en los
articulos sobre cromosomas (seccion 3) se denominaron erréneamente microcromosomas (los
microcromosomas tienen centrémero). Tal como se ha descrito en leucemias humanas, los cromosomas
de tipo doble diminuto pueden acumular copias mutadas numerosas de proto-oncogenes o genes
supresores de tumores, explicando asi la alteracion del ciclo celular y la mitosis continuada.

Precisamente, la acumulacién de mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores de tumores es otra
de las manifestaciones de la inestabilidad genética de las células neoplasicas. Las proteinas que actlan en
la regulacion negativa, en el ciclo celular, son las llamadas proteinas supresoras de tumor y una de las mas
importantes es la p53. La proteina p53 regula la expresién de determinados genes cuando se produce un
dafio o una mutacién del genoma. Su funcion fundamental es inhibir la proliferacion celular y evitar que

estas mutaciones se transmitan a las células hijas, por lo que puede activar la parada del ciclo celular o bien

provocar la muerte celular por apoptosis si no se puede reparar el daiflo genético. En los berberechos

afectados por neoplasia diseminada se detecto proteina p53 mutada, que se mantenia en el citosol, siendo
mas abundante en las etapas avanzadas de la enfermedad. Si p53 estd mutada y localizada en el citoplasma
(sin acceder al nucleo), no puede ejercer sus funciones. La proteina p53 mutada puede permanecer estable
en el citoplasma mediante la formacion de complejos con miembros de la familia de las Hsp70 y Hsp90
evitando asi su ubiquitinizacion. También se detecté mayor expresion de Hsp70 y Hsp90 en el citoplasma
en berberechos afectados por neoplasia diseminada.

La pérdida de la funcionalidad de p53 conduce la proliferacién sin freno de las células neoplasicas. De forma
coherente, los resultados sobre apoptosis de este estudio muestran la caida de apoptosis asociada a la
neoplasia diseminada del berberecho. En muestras de hemolinfa se observd una disminucidn significativa

de células en apoptosis en las fases avanzadas de la enfermedad (N2 y N3) con respecto a los individuos
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sanos, por tanto en las fases con niveles sobreelevados de proteina p53 mutada. En cortes histoldgicos se
detectd una disminucion significativa de células en apoptosis en la etapa de neoplasia diseminada intensa
(N3). Atendiendo al tipo celular, los analisis de las muestras de hemolinfa revelaron que el porcentaje de
hialinocitos y granulocitos apoptéticos no variaba con la progresion de la enfermedad, por lo que el
descenso detectado en el porcentaje de células en apoptosis era debido al aumento de las células
neopldsicas, que entran en apoptosis en mucha menor proporcién que los hemocitos normales. Los
resultados correspondientes al articulo de la seccién 5 muestran que la mortalidad de los hemocitos es
mayor que la mortalidad de células neoplasicas en todas las etapas de la enfermedad y hay un aumento
significativo de mortalidad de hemocitos en intensidades altas (N2+N3). Este aumento de mortalidad puede
ser atribuido al estrés y disfuncion generalizada (destruccién de la arquitectura histoldgica y anatomica,
incremento acusado de la densidad celular de la hemolinfa, lo que dificulta enormemente la circulacién y
puede provocar embolismo) provocados por la proliferacion de células neoplasicas, con alteracion de la
composicion del plasma (caida de los niveles de oxigeno y nutrientes).

El andlisis de la progresién de la enfermedad a nivel individual mostré que las células neopldsicas se
distribuyen por el circulatorio e invaden el conjuntivo de varios érganos, pudiendo devenir en invasion
generalizada. Aunque no se ha demostrado de forma inequivoca que las células neopldsicas deriven de
hemocitos o se originen en la linea hemopoyética, se comprobo que los hemocitos viables disminuyen con
la progresién de la enfermedad. Los hemocitos desempefian un papel clave en la respuesta inmunitaria;
los resultados mostraron una alteracién progresiva de parametros asociados con la respuesta inmune en
las células presentes en la hemolinfa con el avance de la enfermedad, lo que ha de traducirse en una
pérdida de la capacidad inmunitaria. La propia morfologia de las células neopldsicas muestra la carencia de
pseudodpodos, coherente con la escasa capacidad fagocitica y el bajo contenido en actina en comparacién
con los hemocitos normales. El elevado numero de mitocondrias y la presencia de uno o mas nucleolos es
coherente con una elevada actividad celular (generacion de energia y sintesis proteica), necesaria para la
proliferacion de las células neoplasicas.

Transcendiendo el nivel individual, en este estudio se confirma la transmisién de la neoplasia diseminada
de berberechos enfermos a sanos, lo que ya se habia observado en experimentos realizados con
berberechos en Irlanda (Twomey y Mulcahy, 1988b, Collins y Mulcahy 2003) y en el caso de la almeja M.
arenaria (Brown 1980; Appeldorn et al., 1984; Brousseau y Baglivo 1991; Mclaughlin, 1994; Sunila, 1992;
Weinberg et al., 1997; House et al., 1998; McGladdery et al., 2001 y Taraska y Bottger, 2013). En definitiva,
esta enfermedad tiene una dindmica propia de una enfermedad infecciosa, aunque en el momento de
iniciar este estudio se ignoraba su etiologia. La dinamica infecciosa de esta enfermedad es coherente con
el descenso acusado de su prevalencia registrado en este estudio en el banco de Misela, tras un episodio
de lluvias torrenciales que conllevd a un descenso brusco de la salinidad y mortalidad masiva de la
poblacidon de berberechos; al morir muchos individuos afectados (reduccién del nimero de “donantes”) y
con la disminucion drastica de la densidad de berberechos en el banco, es muy probable que la transmision
de la enfermedad se hiciese mucho mas dificil. Teniendo en cuenta la hipdtesis de que un retrovirus era el

agente etioldgico de la neoplasia diseminada de M. arenaria, sustentada en buena medida por la deteccién
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de transcriptasa inversa en las almejas enfermas (Medina et al., 1993), se decidid evaluar si en el caso del
berberecho, también la neoplasia diseminada estaba asociada a la actividad transcriptasa inversa; la
confirmacién de esta asociacion junto con la observacion esporadica con microscopia electrénica de
transmision de estructuras semejantes a retrovirus llevd a considerar que habia evidencias muy
consistentes de etiologia retroviral. Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que la actividad
transcriptasa inversa en moluscos con neoplasia diseminada no tiene por qué deberse a retrovirus,
habiéndose demostrado en el caso de M. arenaria que dicha actividad se debe a un retrotransposon del
que existen muchas copias en las células neoplasicas de almejas enfermas (Arriagada et al., 2014); por
tanto, la etiologia retroviral de la neoplasia diseminada del berberecho no se puede decir que esté
demostrada. El esclarecedor articulo de Metzger et al. (2015) en que se demuestra que la expansion de la
neoplasia diseminada en almejas M. arenaria a través del litoral atlantico norteamericano se debe a la
transmisién de un clon de células neopldsicas de almejas enfermas a almejas sanas, es un acicate para
evaluar si es este el mecanismo de transmision de la neoplasia diseminada en berberechos y en otras
especies de bivalvos afectadas. De hecho, los resultados de este estudio, con la transmisién de la
enfermedad mediante la inoculacion de células neoplasicas intactas en berberechos sanos mientras que
no se transmitié cuando las células habian sido filtradas y lisadas, son mas coherentes con la hipdtesis de
que son las propias células neoplasicas las que se transmiten entre berberechos expandiendo la
enfermedad.

Por otro lado, como se menciona en la introduccién general de esta memoria, hay abundantes referencias
bibliograficas que defienden una asociacion de la neoplasia diseminada de moluscos bivalvos con
contaminacion. En este estudio no se detecté asociacion de la neoplasia diseminada del berberecho con
contaminacién por metales pesados. La transmisibilidad confirmada de la neoplasia diseminada entre
berberechos, en definitiva, su dinamica infecciosa, permite explicar que la prevalencia en bancos del litoral
gallego sea alta, sin necesidad de una implicacion de cualquier tipo de contaminacién.

El estudio realizado durante 7 afios de la dinamica de la enfermedad en dos bancos ha demostrado que se
trata de una enfermedad hiperendémica en dichos bancos, con un patrén de variacidon estacional que
supone la presencia de individuos enfermos durante todo el afio. El aumento de la severidad de la
enfermedad hasta provocar la muerte en un porcentaje significativo de los berberechos adultos de estos
bancos en primavera, coincidiendo con el estrés de la gametogénesis y la puesta, que explicaria la caida de
prevalencia en ese periodo del afio. En estudios previos se habia hipotetizado sobre el efecto de la
gametogénesis y puesta sobre la prevalencia de neoplasia. En este estudio se ha evidenciado la coincidencia
temporal entre la prevalencia minima anual frente a los maximos valores de indice gonadal, demostrando
una clara asociacion entre neoplasia diseminada y reproduccion. Se han encontrado evidencias de que esta
enfermedad puede ser letal y provoca una mortalidad significativa en los dos bancos estudiados e, incluso,
un efecto subletal es la inhibicién de la gametogénesis, de manera que a nivel poblacional, la enfermedad
no sélo provoca mortalidad sino que, afectando la fecundidad del berberecho, puede afectar al

reclutamiento.
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Evolucion de la neoplasia diseminada en berberechos

Alo largo de este estudio se ha analizado la variacién de pardmetros y la evolucion de procesos al progresar
la neoplasia diseminada en el berberecho. En los parrafos siguientes se resume de forma integrada estas
variaciones en las etapas sucesivas de la neoplasia diseminada.

En etapas iniciales de la neoplasia diseminada (N1) el porcentaje de células neoplasicas en la hemolinfa no
supera el 15%, observandose células aisladas en tejido cojuntivo de branquia, manto, géonada o glandula
digestiva. Se detectan un 4.5% células aneuploides, con una ploidia entre 1.6n y 4.7n. En esta etapa

temprana de la enfermedad se detectan cambios bruscos en el ion calcio intracelular y en actina en las

células neopldsicas con respecto a los hemocitos normales. El aumento del ion calcio intracelular y la
disminucién de la concentracién de actina se van a conservar en etapas avanzadas de la neoplasia
diseminada y podrian ser candidatos a su uso como marcadores de células neopldsicas. Por otra parte, los

ligeros aumentos de actividad lisosémica y esterasas detectados en las células neoplasicas en comparacién

con los hemocitos podrian estar relacionados con el aumento de la tasa metabdlica. En esta etapa no se
detectan diferencias significativas en el porcentaje de células en apoptosis con respecto a individuos sanos.

Sin embargo el nimero de células neoplasicas apoptdticas en esta fase es significativamente mayor que en

las etapas siguientes de la enfermedad. En esta etapa todavia no se detecta proteina p53 mutada y los
niveles de Hsp70 son mas bajos que en fases mas avanzadas de la enfermedad; cabria pensar en la

posibilidad de remisidon de la enfermedad en esta etapa temprana.

En las etapas de intensidad media, en que el porcentaje de células neoplasicas en la hemolinfa esta entre
el 15-75%, y alta, en las que el porcentaje supera el 75%, las células neoplasicas forman focos y se
diseminan por todos los drganos llegando a remplazar a las células normales y causando dafios
estructurales. La ploidia aumenta (de 1.3n a 5.3n en N2 y de 1.6n a 8.9n en N3) asi como el porcentaje de

cromosomas doble diminuto, el nivel de actividad esterasas no especificas y la actividad lisosémica en las

células neopldsicas. En la etapa de intensidad media (N2) se comienza a detectar la expresion de p53

mutada y aumenta la expresidn de las proteinas de choque térmico, siendo mas acusado el aumento de la
concentracién de estas proteinas cuando la intensidad es alta (N3).También se detecta un descenso del
porcentaje de células en apoptosis en berberechos con intensidad de neoplasia alta. El aumento de la

concentracion de especies intermediarias reactivas de oxigeno Unicamente se detecta en las etapas mas

avanzadas de la enfermedad, lo que podria deberse a una tasa metabdlica de las células neoplasicas mayor
gue la de que los hemocitos mas que a su transformacién oncogénica (Schumacker et al, 2006). Cuando la
formacién de especies reactivas de oxigeno supera la capacidad antioxidante celular podria causar
mutaciones y dafios en el ADN (Nogueira y Hay, 2013). Este incremento de ROls (si se liberan) podria

contribuir al aumento detectado de la mortalidad de hemocitos en esta etapa de la enfermedad.

Tabla 4: (en pdginas siguientes) Resumen de la variacidn de pardmetros y procesos estudiados con la progresion de la neoplasia

diseminada en berberecho Cerastoderma edule. Los recuadros azules agrupan resultados similares.
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NO

N1

N2

N3

Muestra de Ausencia de células neoplasicas Entre 0 y15% de las células son Entre 15y 75% de las células son Mas del 75% de las células son
hemolinfa neoplasicas neoplasicas neoplasicas
Corte histolégico Ausencia de células neoplasicas en Aparecen células aisladas en tejido Formacion de pequefios focos de Las células neoplasicas estan
tejidos conjuntivo de manto, gbénada y células neoplasicas en tejido infiltradas en el conjuntivo de
digestivo conjuntivo de manto, génada y todos los 6rganos, en alta densidad,
glandula digestiva. Migracién de alterando la arquitectura de tejidos
células neoplasicas a otros érganos. y érganos.
Actividad No se detecta en berberechos de Se detecta actividad transcriptasa Se detecta actividad transcriptasa Se detecta actividad transcriptasa
transcriptasa bancos libres enfermedad. Se inversa en todos los casos inversa en todos los casos inversa pero no en todos los casos
inversa detecta actividad transcriptasa
inversa ligera en algunos
berberechos sanos de bancos
afectados
Ploidia 2n 1.6n-4.7n 1.3n-5.3n 1.6n-8.9n
Numero de 2n=38 cromosomas - Hasta 317 cromosomas. 40% de Hasta 230 cromosomas. 45% de
cromosomas cromosomas doble diminuto cromosomas doble diminuto
Apoptosis Porcentaje de apoptosis de Reduccién moderada del porcentaje Reduccién moderada del porcentaje Reduccién intensadel porcentaje de

referencia en cortes histolégicos y en

muestras de hemolinfa.

de apoptosis en cortes histoldgicos
y en muestras de hemolinfa. Se
detecta apoptosis en células
neopldsicas.

de apoptosis en cortes histolégicos
y en muestras de hemolinfa.
Disminuye el porcentaje de
apoptosis en células neoplasicas.

apoptosis en cortes histoldgicos y
moderada en muestras de
hemolinfa. Disminuye el porcentaje
de apoptosis en células neoplasicas.

J
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NO

N1

N2-N3

Necrosis Mortalidad baja de hemocitos. Mortalidad baja de hemocitos. Aumenta significativamente la mortalidad de hemocitos.
Esterasas no Porcentaje bajo de células con alto Porcentaje medio de células con Porcentaje alto de células con alto contenido de esterasas no especificas.
especificas contenido de esterasas no alto contenido de esterasas no

especificas. especificas.
Actividad Porcentaje bajo de células con alto Porcentaje medio de células con Porcentaje alto de células con alto contenido de actividad lisosdmica.
lisosémica contenido de actividad lisosémica. alto contenido de actividad

lisosémica.

Intermediarios de
oxigeno

Porcentaje bajo de células con alta
produccion de ROS.

Porcentaje bajo de células con alta
produccién de ROS.

Porcentaje alto de células con alta produccion de ROS.

Actividad Los hemocitos tienen capacidad Los hemocitos mantienen su Los hemocitos mantienen su capacidad fagocitica.
fagocitica fagocitica. capacidad fagocitica. Las células neoplasicas no tienen capacidad fagocitica.
4

lon calcio Porcentaje bajo de células con alto Porcentaje alto de células con alto Porcentaje alto de células con alto contenido de ion calcio libre intracelular.
intracelular contenido de ion calcio libre contenido de ion calcio libre

intracelular. Lintracelular.
Actina Porcentaje alto de células con alto Porcentaje bajo de células con alto Porcentaje bajo de células con alto contenido de actina.

contenido de actina. contenido de actina.
p53 mutado No se detecta proteina p53 mutada. No se detecta proteina p53 mutada. Deteccidn de proteina p53 mutada. Deteccion de proteina53 mutada.
Hsps Deteccién baja de Hsp70-Hsp90. Deteccion media de Hsp70-Hsp90. Deteccidn alta de Hsp70-Hsp90. Deteccion muy alta de Hsp70-

Hsp90.
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e La neoplasia diseminada estd asociada a alteraciones de la ploidia celular. Las células neoplasicas
contienen mayor numero de cromosomas que las células normales, pierden cromosomas

homodlogos y muestran numerosos cromosomas de tipo doble diminuto.

e La progresion de la neoplasia diseminada estd asociada con la disminucion de la frecuencia de

células apoptéticas en el berberecho.

e La neoplasia diseminada estd asociada a la mutacién del gen p53, detectdndose proteina p53
alterada (mutada) en el citoplasma de células de hemolinfa de berberechos con nivel moderado
e intenso de neoplasia diseminada. La expresion de Hsp70 y Hsp90 en el citoplasma de células de

hemolinfa de berberechos aumenta con la progresién de la enfermedad.

e las células neoplasicas presentes en la hemolinfa de berberechos afectados por neoplasia
diseminada son de gran tamafio, redondeadas, sin pseuddpodos, con un nucleo pleomarfico de
gran tamafio que frecuentemente presenta uno o mas nucleolos. Su citoplasma contiene
mitocondrias numerosas, que con frecuencia se reunen en areas concretas, asi como abundantes

vesiculas claras a los electrones, tubulos de reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.

e La mortalidad de los hemocitos aumenta al intensificarse la enfermedad. Las células neoplasicas
muestran mayor actividad esterasa no especifica, mayor biovolumen correspondiente a
lisosomas, mayor produccién de intermediarios reactivos de oxigeno y mayor concentraciéon de
jion calcio en el citoplasma que los hemocitos. En cambio, la capacidad fagocitica y el contenido

de actina de las células neoplasicas es menor que en el caso de los hemocitos.

e Etiologia: la neoplasia diseminada es una enfermedad transmisible; se contagia de berberechos
enfermos a berberechos sanos. La neoplasia diseminada estd asociada a la deteccion de
transcriptasa inversa en los tejidos de berberechos afectados; esto no es concluyente para
establecer que un retrovirus es el agente etioldgico de la neoplasia diseminada del berberecho.

No se detectd asociacion de la neoplasia diseminada con contaminacion por metales pesados.
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La neoplasia diseminada es una enfermedad hiperendémica en algunas areas del litoral gallego,
donde esta presente todo el afio. La prevalencia es minima en primavera debido a la muerte de
los individuos afectados de forma severa, lo que coincide con la madurez gonadal y el inicio de la

puesta.

La neoplasia diseminada tiene efecto inhibitorio sobre la gametogénesis del berberecho pero el

sexo de los berberechos no influye en la susceptibilidad a la enfermedad.
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