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En aquesta memoria s’exposa el treball realitzat a la Unitat de Toxicologia
Experimental i Ecotoxicologia (UTOX) del Parc Cientific de Barcelona (PCB),
amb la col-laboraci6 de [linvestigador David Ramos LoOpez. L’objectiu
fonamental d’aquest treball és saber si l'aflatoxina Bi, produida pel fong
Aspergillus flavus, afecta els cucs de I'especie Eisenia foetida.

Per tal de realitzar I'estudi, es van fer dos experiments. Primerament, es van
sotmetre els cucs a un test de toxicitat aguda. Posteriorment, es va fer un
Comet Assay amb cél-lules d’alguns cucs que van sobreviure a l'anterior test
de toxicitat, per tal de poder detectar un possible dany produit a ’ADN.

Els dos experiments van revelar I'afectacio dels cucs per I'aflatoxina B;. Al test
de toxicitat aguda, per la mortalitat progressiva als respectius tractaments:
mentre que al tractament amb dosi més baixa va morir només un individu a la
dosi més alta d'aflatoxina B1 van morir set individus de deu.

Mitjancant el Comet Assay es van reconeixer danys a les cel-lules a través del
microscopi d’epifluorescencia. Aquests danys es van fer més evidents a les
cel-lules dels individus tractats amb dosis més altes de I'aflatoxina B; .
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Des de ben petita he tingut molt d’interés per la investigacio cientifica i més
concretament per la recerca biomédica.

L’'oportunitat desitjada de dur a terme el Treball de Recerca en un centre
d’investigacié de nivell, es va plantejar quan els meus professors de I'INS
Baldiri Guilera ens van informar del Programa “Recerca a Secundaria” del Parc
Cientific de Barcelona (PCB). Llavors, vaig coneixer I'oferta d’arees tematiques
dels investigadors que fan de tutors i vaig decantar-me immediatament per la
linia de toxicologia i ecotoxicologia, que déna suport als estudis de toxicitat
sistémica i genotoxicitat (alteracions de 'ADN) de productes quimics in vitro i
als assajos de toxicologia i ecotoxicologia ambiental.

Fa anys que tinc coneixement de I'existéncia de les aflatoxines, suposo que a
través dels estudis micologics del meu pare i del meu germa, tots dos biolegs.
Les aflatoxines sGn micotoxines produides per diverses especies de floridures,
del génere Aspergillus, especialment. El seu potencial toxicologic i carcinogenic
es ben conegut, i la ubiquitat dels fongs productors les fa molt importants en les
industries de conservaci6 de cereals, llavors i fruits secs o deshidratats.

Pero va ser recentment, en analitzar I'oferta d’arees tematiques del PCB, quan
vaig tenir la primera noticia de la utilitzacié habitual de I'Eisenia foetida, el cuc
de terra vermell california, com a animal d’experimentacié en la Unitat de
Toxicologia i Ecotoxicologia d’aquest centre d’investigacié. Llavors, va ser
també quan va sorgir I'idea d’experimentar I'efecte toxic de I'aflatoxina B; sobre
'Eisenia. Malgrat la sensibilitat demostrada de I'anel-lid a diferents agents
quimics i contaminants, la nostra hipotesi de treball inicial apuntava cap a la
possibilitat qué el cuc hagués desenvolupat alguna mena de resisténcia a les
toxines alliberades pels fongs, pel fet que aquests es troben habitualment al
medi i substrat que li serveix d’aliment.

En aquest sentit, al nostre projecte inicial, es proposava el desenvolupament
d’Eisenia foetida, sobre un substrat en el que s’hagués cultivat previament
I'’Aspergillus flavus, fong productor de I'aflatoxina B1. Pero el meu tutor al PCB,
David Ramos LoOpez, va proposar la utilitzacié directa de la aflatoxina B;
subministrada per una empresa comercial de reactius quimics, procediment
qgue ens estalviava la manipulacié i el cultiu del fong i ens permetria tenir una
referéncia molt més precisa de la quantitat del toxic utilitzada en cada
tractament.

Finalment es va posar en marxa un procés experimental qgue va comportar la
realitzacié d’'un test de toxicitat aguda i un Comet Assay, amb dos objectius
fonamentals:

1. Comprovar si l'aflatoxina B; té efectes toxics sistemics i genotoxics
sobre el cuc Eisenia foetida.
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2. Determinar la dosi letal i efectiva, en el cas qué I'aflatoxina B; tingués
efectes toxics sobre I'Eisenia foetida.

Als seguents apartats d’aquesta memoria, s’expliquen els detalls de
I'experiéncia realitzada al PCB, els materials utilitzats, els resultats obtinguts i
les conclusions que s’han pogut extreure. També s’han inclos en aquesta
introduccié algunes informacions relacionades amb la biologia del cuc Eisenia
foetida i dels fongs del génere Aspergillus, a més de les caracteristiques
fisiques i quimiques de l'aflatoxina B;. Aquestes informacions creiem que
poden ajudar a entendre el procés experimental desenvolupat i a valorar I'abast
o importancia que poden tenir les aflatoxines en els sistemes naturals i en
diferents processos que poden afectar la mateixa salut humana.

L’espécie seleccionada per fer aquest treball és Eisenia foetida, coneguda
popularment com cuc vermell california. Es I'espécie acceptada en les
normatives europees per I'avaluacié de productes quimics.

El proveidor d’aquesta espécie a la Unitat de Toxicologia
Experimental i Ecotoxicologia (UTOX-PCB) és
Lombriastur, empresa asturiana dedicada a la
lombricultura des del 1987 que proveeix humus de cuc
de terra (Asturhumus), el cuc Eisenia foetida i
astursubstrat.

Fig.1: Logo Lombriastur

Els cucs de terra emprats en els treballs de toxicologia han de tenir les
seguents caracteristiques:

. Individus adults amb almenys dos mesos dedat amb clitel
desenvolupat (estructura reproductora que s’aprecia entre els
somites 32 i 37 dels especimens madurs).

. Pes entre 316 g (mitjana de 10 cucs).

. Individus d’edat semblant provinents d’un cultiu sincronitzat.

Aquest especie és triada per les seves apropiades caracteristiques, que d’entre
altres son:

e Susceptibilitat als productes quimics.

e Adaptacio a un ampli rang de temperatures, que va des dels 15°C fins

als 25°C.

e Taxa de reproduccio alta.

¢ Regim d’alimentacio molt variat, mancat de requeriments especifics, que

permet la cria en un ampli rang de residus organics. .

e Longevitat.

e Baixa tendéncia a la migracio.

e No és vector de malalties.

e Capacitat de viure en poblacions denses, de 40.000 o 50.000 individus
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per m?.
Totes aquestes caracteristiques la fan una espécie idonia per als requisits
d’aquest treball i generalment per a altres projectes normalitzats a la UTOX-
PCB.

2.1.1 CARACTERISTIQUES DE L’ESPECIE

2.1.1.1 CLASSIFICACIO

Els cucs de terra son anel-lids pertanyents a la subclasse dels Oligochaeta,
ordre Haplotaxidae i a diverses families. L'espéecie utilitzada forma part de la
familia Lumbricidae. Aquesta familia té actualment 42 generes i 670 espécies,
aproximadament, la majoria de poc interés cientific.

Alguns taxonomistes subdivideixen els cucs de terra en dos subgrups, els que
presenten un color vermell i els que son de color gris marré. A banda del color,
també hi ha altres trets que fan més facil la identificacio. En el cas de I'espécie
Eisenia foetida, son caracteristiques les bandes transversals vermelloses dels
segments.

Eisenia foetida, forma part del subgrup de cucs de color vermell, i és
anomenada comunament “cuc de terra vermell california”, per haver-se descrit
a California, a principis dels anys cinquanta. Es considerada com un hibrid per
alguns autors, tot i que d’altres no el consideren un hibrid, sind el cuc de terra
més cultivat del mén i per tant resultant d’'una intensa seleccié artificial (Arbona
y Morales, 1999).

Fig.2: Imatges d’ Eisenia foetida

2.1.1.2 TRETS EXTERNS DE L’ESPECIE

El cos és cilindric i allargat, acabat en un extrem rom. No té cap definit. El cos
del cuc de terra madur té entre 115 i 200 segments o anells, anomenats
somites, separats per solcs transversals. Cadascuna d’aquestes divisions que
s’observen externament es corresponen amb altres divisions internes o
segments, produits per metameritzacio. Molts d’ells son idéntics, pero en
alguns punts es poden trobar somites diferenciats, relacionats amb funcions
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especials.

La boca es troba al primer somita, i presenta un Iobul carnds que sobresurt
davant d’ella, el prostomi, on es troben grups de cel-lules sensorials que poden
percebre el grau d’acidesa o alcalinitat del substrat aixi com els estimuls
lluminosos. L’anus es troba a I'dltim somita. També es pot reconeixer el clitel,
glandula reproductora que es desenvolupa entre els somites 32 i 37 dels
individus adults en la majoria de cucs de terra.

L Pedrer

‘ Organs
Organs reproductors
reproductors  yageyling
femenins

Vas sanguini

Fig. 3: Trets externs d’ Eisenia foetida

2.1.1.3 TRETS INTERNS

Si s’obre longitudinalment la paret del cos per la linia dorsal mitjana,
s’observen dos tubs concentrics: la paret externa del cos i el tub digestiu.
L’espai entre ambdos és el celoma. Aquesta cavitat conté un liquid celomatic
aguos amb amebocits lliures i incolors. Petits porus existents als septes
permeten el pas d’aquest liquid d’un somita a un altre, afavorit pels moviments
del cos.

2.1.1.4 SISTEMA DIGESTIU

El sistema digestiu dels cucs de terra travessa tot el cos, longitudinalment. Esta
compost per boca, faringe, esofag, glandules calciferes, pap, pedrer (de parets
musculars gruixudes), intesti (amb constriccions i dilatacions anulars) i anus. La
seva dieta natural es basa en fulles mortes, herbes i altres substancies
vegetals. Normalment humitegen l'aliment amb secrecions salivals i s’ho
empassen mitjancant I'accié muscular del prostomi, “llavis” i faringe.
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2.1.1.5 SISTEMA CIRCULATORI

La sang esta constituida per un plasma liquid, de color vermell degut a
I’'hnemoglobina dissolta, i per corpuscles lliures incolors. El sistema circulatori
esta format per un vas dorsal i un vas ventral que recorren tot el cos. El dorsal
presenta en cada segment una dilatacié contractil que assegura la propulsio de
la sang. A laltura de l'esofag els dos vasos s’uneixen mitjancant altres
estructures pulsatil-les.

2.1.1.6 RESPIRACIO

No existeix sistema respiratori organitzat. Gracies a la fina cuticula amb la que
es troba revestit el cuc de terra, es dona l'intercanvi de gasos, entre I'exterior i
la seva pell. La sang circula pels capil-lars propers a la cuticula de la paret del
cos i aixi rep oxigen i elimina anhidrid carbonic.

2.1.1.7 SISTEMA EXCRETOR

El sistema excretor esta format per un parell de nefridis en cada somita o
segment. Es basa en un sistema de tubs que desemboquen a l'exterior i la
seva funcio és eliminar els productes de rebuig del celoma i els procedents
dels vasos sanguinis que envolten el nefridi. Els productes d’excrecié son
amoniac, urea i creatinina, principalment.

2.1.1.8 APARELL REPRODUCTOR

Primerament, s’ha de dir que els cucs de terra sén hermafrodites, és a dir, un
mateix individu esta dotat d’organs sexuals masculins i femenins, pero sén
incapacos d’autofecundar-se. Els organs reproductors es troben en la posicid
ventral.

L'época de la fecundacié es dona al llarg de tot I'any, perd és especialment
notoria quan el temps és més calid i humit. Es produeix de nit i la copula sol
durar unes dues o tres hores.

Per tal de fecundar-se, els cucs de terra s’'uneixen per les superficies ventrals
amb els extrems anteriors dirigits cap al sentit oposat. S’intercanvien
espermatozous, els quals no fertilitzen immediatament els ous sind que durant
un temps queden depositats en uns embolcalls viscosos, allotjats al clitel.

2.1.1.9 IMPORTANCIA DE L’ESPECIE

Els cucs de terra actuen com a descomponedors naturals de matéria organica.
Aprofiten una part de la ingesta pero rebutgen una altra part com excrement,
produint aixi el compost també anomenat lombricompost. Una altra funcido molt
important dels cucs de terra és remoure el substrat. Ho fan removent la capa
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superior del substrat, permetent la penetracié de l'aire i de I'aigua. Mitjancant
aguest procediment, la profunditat del substrat llaurable en les arees poc fertils
pot augmentar gradualment.

A més, el substrat en el que conviuen arriba a tenir en aliments assimilables per
a les plantes, 5 vegades més nitrats, 7 vegades més fosfor, 11 vegades més
potassi, 2 cops més calci i 2 cops més magnesi que un substrat comu.

En l'antiguitat, ja es coneixia la importancia d’aquesta espécie. A I'antic Egipte
es consideraven els cucs de terra com a indicadors de terra fértil i es castigava
als que tractaven malament als cucs productors d’humus. Aristotil va descriure
els cucs de terra com els intestins de la terra. Charles Darwin va escriure una
obra al 1881 anomenada «La formaci6 de la terra vegetal per I'acci6 dels cucs
de terra». En aquesta obra afirma que cada any passen pels intestins dels cucs
de terra 7 tones de terra seca per hectarea i explica que els seus excrements
aporten potassi a la superficie, fosfat al subsol i afegeixen a la terra productes
nitrogenats dels seu metabolisme; per tant, es pot considerar a Darwin com al
pare de la lombricultura.

2.1.2 CRIA DE L’ESPECIE

La cria d’aquesta espécie es pot fer a gran o a W
petita escala. En el primer cas, el cultiu es fa al
camp. La unitat de mesura a I'hora de criar els
cucs és el llit de 2 m?. En una explotacié de cucs
de terra que es trobi en condicions optimes, en
cada 2m? poden conviure uns 100.000 cucs de
terra (entre adults, joves i capolls). En el cultiu

s’han de tenir en compte diversos parametres Fig. 4: Camp de cultiu
com ara el reg, l'alimentacio i la duplicacio dels Eisenia foetida
cucs.

En el segon cas, la cria a petita escala, es doéna a un nivell més baix, fins i tot
es pot fer a casa, en caixes de fusta, d’aproximadament 50x50x15cm amb
tapes que tanquin herméticament. Mitjangant aquest procés es poden arribar a
produir més de 1.000 cucs de terra en 6 setmanes.

Qualsevol que sigui el procediment, Eisenia foetida es pot criar en un ampli
rang de residus animals. No obstant, es recomana la mescla 50:50 de fems,
generalment de cavall o ramat, i torba. El pH optim és 7, i el contingut sali molt
baix (conductivitat ionica inferior als 6.0 mili-Siemens), segons 'OECD. El
substrat tampoc pot ser enriquit i €s aconsellable també comencar el cultiu amb
capolls, que aproximadament tarden 3 0 4 setmanes en sortir de la closcai 7 o
8 setmanes en convertir-se en cucs de terra madurs, a 20°C, aproximadament.
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La substancia testada, com s’ha dit anteriorment, ha estat I'aflatoxina Bi,
produida habitualment pel fong Aspergillus flavus.

2.2.1 ASPERGILLUS

El genere Aspergillus compréen al voltant
de 180 espeécies. Son fongs filamentosos,
hialins i ubics. Es reprodueixen
normalment de forma asexual per conidis,
que s’originen de grups de fialids

_ f-_ _ AN __ -
1

- ey . | @
localitzats per tota la superficie o nomeés a -l -
SO o | {
la part apical i dilatada del conidiofor. 245 L D
. , < . L _|Celula apies - i
Aspergillus flavus és una de les espécies -
representatives d’aquest tipus de fongs. Fig. 5: Representacio Aspergillus

Tot i que rara, I'estudi de la reproduccio sexual d’alguns Aspergillus ha permes
ubicar-los dins de la divisio Ascomycota.

Els fongs d’aquest génere tenen un gran potencial biotic i son degradadors
actius de matéria organica, i en conseqguencia molt Gtils en I'ecologia del
terrestre. Per contra, causen malalties a I'ésser huma i als animals mitjancant
tres mecanismes diferents:

e HIPERSENSIBILITAT: aquesta pot ser congénita. En aquests casos,
Aspergillus només actua com ho farien altres antigens ambientals, per
exemple, la pols o el pol-len, ocasionant des d’'una rinitis al-lergica fins a
asma cronic sever.

e INTOXICACIO PER INGESTA DE METABOLITS FUNGICS: en aquest
cas, substancies com les aflatoxines, produides durant el creixement
d’Aspergillus poden arribar a afectar organs. S’ha demostrat el seu
potencial hepatotoxic i cancerigen.

e INVASIO (micosis): Els fongs d’aquest génere sén capacos d'envair
teixits i organs, gracies a la produccié de diverses lipases, elastases o
ADNases. El conjunt d’infeccions causades per aquest genere de fongs
rep el nom daspergil-losis i engloba malalties com [I'aspergil-losi
pulmonar, aspergil-losi invasiva, queratitis aspergil-lar, aspergil-losi
cutania, sinusitis i otitis externa, entre d’altres.

La classificacié del génere Aspergillus en subgéneres i seccions esta basada
fonamentalment en 4 caracteristiques: presencia del teleomorf, preséncia o
absencia de métules o fialids sobre la vesicula i coloracié de les colonies.

Pel que fa a I'especie Aspergillus flavus, es reconeix per les seves colonies
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d’aspecte vellutat i color groc verdods. Els conidiofors son erectes, de longitud
variable i acaben en una caracteristica dilatacid globosa o claviforme (la
vesicula). Els conidis poden ser uniseriats o biseriats.

Fig. 6: Imatges Aspergillus flavus vist al microscopi optic (esquerra) i al
microscopi electronic de rastreig (dreta)

2.2.2 DISTRIBUCIO ASPERGILLUS

Com altres floridures, Aspergillus té una distribucié mundial, com a resultat de
la produccié de nombrosos conidis, que poden ser dispersats pel vent i pels
insectes. Aspergillus flavus creix millor en presencia d’humitat. La seva
temperatura optima de creixement és 37°C, pero pot desenvolupar-se entre els
12 i els 48°C. Espores i altres propaguls d’aguesta especie es poden trobar
habitualment al sol, l'aire i I'aigua.

El sol és un dels ambients habituals d’aquesta espécie, on duu a terme un
paper molt important com a reciclador de nutrients. Aspergillus flavus també és
molt freqlient en l'aire, sobretot als paisos tropicals. Les condicions climatiques
influeixen en la prevalenca d'aquest fong. Calvo et al. (1980) van comprovar
qgue a Barcelona I'Aspergillus flavus i A. niger eren les espécies més frequents
a 'atmosfera, mentre que Guinea et al. (2005) van constatar que a Madrid era
Aspergillus fumigatus. Altres estudis realitzats a Londres, Paris, Li0 i Marsella
(Mallea et al., 1972), reflecteixen I'abundancia d’Aspergillus versicolor al sud,
mentre que a Paris, Londres i Brussel-les, A. fumigatus és el més abundant.
També s’ha comprovat I'existéncia d’aquest fong en l'aire de sales d’hospitals i
domicilis particulars.

2.2.3 CLASSIFICACIO DE LES AFLATOXINES

Resultat del metabolisme d’algunes soques d’Aspergillus flavus i A. parasiticus i
de les especies relacionades, A. nomius i A. niger, és la produccié d'unes
toxines, anomenades aflatoxines, que soOn substancies altament toxiques.
Existeixen quatre aflatoxines importants: B; , B, , G; , G2 i dos productes
metabolics addicionals, M; i M,. Les aflatoxines M; i M, varen ser aillades de
la llet d’animals alimentats amb pinsos contaminats; la designacio de la lletra M,
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prové de la paraula “milk” (llet en angles). Mentre que la designacié de B, de les
aflatoxines B i B, prové de la fluorescéncia blau (“blue”) sota I'exposicio a la
llum ultraviolada (UV), la designacio de G, es refereix a la fluorescéncia de
color verd groguet (“green”) de les estructures il-luminades amb la llum UV.
Aquestes toxines tenen estructures similars i formen un grup Unic de
compostos heterociclics altament oxigenats, naturals.

2.2.4 OBTENCIO DE L’AFLATOXINA UTILITZADA

L’aflatoxina B, que s’ha utilitzat al PCB va ser encarregada a I'empresa Sigma
Aldrich. Es va demanar 1 mg de [laflatoxina B;, concretament.
(referencia: A6636-1MG).

També s’havia suggerit la possibilitat de cultivar el fong en plaques de Petri
amb agar dextrosa patata i mesclar el producte obtingut, en diferents
proporcions, amb el substrat que es proporciona als cucs. Perd aquest
procediment es va considerar molt més laborios.

Fig. 7: Aspergillus flavus en placa

2.2.5 CARACTERISTIQUES DE L’AFLATOXINA B,

-FOrmula molecular: C;7H1,06

-Pes molecular: 312,3 g/mol

-Punt de fusio: 268-269°C

-Temperatura d’emmagatzematge: 2-8°C
-Coeficient d’extincio:

EmM = 25,6(223NM), 13,4 (265nm), 21,8(363nm) Fig. 8: Estructura molecular
-Emissié maxima de fluorescéncia: 425nm (etanol) aflatoxina Br
-Sinonims: AFB1, Aflatoxina B, Aflatoxina B1, 6-Methoxydifurocoumarone
-Solubilitat: cloroform, etanol absolut i DMSO

A l'etiqueta del producte, hi ha un pictograma que diu que és un producte
cancerigen, que pot modificar 'ADN de les cel-lules i provocar danys a la
persona exposada o a la seva descendencia. Un altre pictograma adverteix que
es tracta d’'un producte que pot produir efectes negatius en les funcions
sexuals, perjudicar la fertilitat, provocar la mort del fetus o produir-li
malformacions. L’aflatoxina pot alterar el funcionament d’alguns organs, com el
fetge i també pot afectar als pulmons provocant al-lergies respiratories.
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Els efectes perjudicials de les aflatoxines es deuen a la seva capacitat d’unir-se
de forma covalent a 'ADN. Els danys de 'ADN condueixen a la mutagénesis
seguida d’'una possible disfuncié cel-lular. L'aflatoxina B1 indueix la transversio
de G a T al cod6 249 del gen supressor de tumors p53 .

Aquestes micotoxines sén altament toxiques i molt carcinogeniques. Es troben
entre les substancies carcinogeniques del fetge més potents que es coneixen i
sbn considerades els carcinogens biologics més importants.

2.2.6 AFLATOXINES EN EL MENJAR

Les aflatoxines s6n un contaminant particular del menjar. Es poden trobar en
els productes alimentaris derivats de plantes o animals exposats al creixement
de la floridura, particularment quan els productes alimentaris estan
emmagatzemats. Els seus derivats toxics poden també trobar-se com
contaminants indirectes en productes alimentaris. L'exposici6 humana és
usualment el resultat del consum alimentari.

Productes com els cereals (blat de moro, arrds, civada i melca), oleaginoses
(cacauets, cacau, nous i pistatxos), aixi com fruits secs y especies (pebre i xilis
secs, entre d'altres) son productes en els que freqiientment trobem aquesta
aflatoxina. Les aflatoxines, produides pel fong Aspergillus flavus, no es veuen,
no tenen sabor ni olor, s6n resistents a la calor i als processos de coccid,
ultrapasteuritzacio, nixtamalitzacio i fermentacio.

Hazelnuts Sultanas Paprika Peanuts Pistachios

Fig. 9: Aliments que poden presentar aflatoxina B4

Encara que la deteccié d’'aquesta floridura en productes alimentaris indica el
risc potencial de contaminacié per potencial de [Iaflatoxina, la preséncia
d'aquesta floridura no és una comprovacid de contaminacié per aflatoxina.
Actualment s’han dissenyat nous aparells per tal de calcular els valors no
solament de I'aflatoxina B; sind d’altres productes toxics de forma rapida. Un
exemple és un aparell anomenat ToxiQuant dissenyat per 'empresa anglesa
Toximet. Aquest aparell va ser guanyador del premi d’Innovacié del Consell
Internacional de Nous i Fruits Secs (INC).
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Es va realitzar un test de toxicitat aguda i amb cucs supervivents es va dur a
terme el test de genotoxicitat anomenat Comet Assay.

3.1 TEST DE TOXICITAT AGUDA

Aquesta prova té com a finalitat determinar les concentracions de la dosi letal, i
de la dosi efectiva. La dosi letal (LC50) és la concentracié de toxic necessaria
per causar la mort del 50% de la poblacio tractada en un temps determinat. La
dosi efectiva (EC50) és la concentracié del toxic que origina I'efecte definit
previament.

3.1.1 EQUIPAMENT

- Tubs de vidre de fons pla d'uns 8 cm de llarg i 3 cm de diametre.

- Paper de filtre de grau mig de 80 a 85 g/cm? i aproximadament 0,2 mm de
gruix.

- Parafilm.

- Balanca de precisio.

- Micropipetes.

- Estufa o incubador capa¢ de mantenir una temperatura de 20 + 2°C.

3.1.2 SELECCIO D’INDIVIDUS

Es van seleccionar 10 individus per cada tractament. Com es van realitzar 5
tractaments, es van necessitar 50 individus. Es van seleccionar individus adults
(amb clitel) i d’edat semblant. Els cucs es van netejar amb aigua desionitzada i
es van assecar abans de pesar-los. El pes mitja per grup va ser de 3 a 6
grams.

5

IN
|

w

N

Pes total del grup (g)

=

o

T1 T2 T3 T4 GC

Fig. 10: Pes dels grups d’ Eisenia foetida
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3.1.3 CALCUL DE LES CONCENTRACIONS

Es va dissoldre l'aflatoxina B; en etanol absolut. Es van preparar quatre
concentracions diferents de I'aflatoxina i de cadascuna es van omplir 10 ml. Al
no coneéixer les dosis toxiques, es va optar per escollir les concentracions

establertes que van ser:

V;=10ml

V,;=10m|

V=10ml

V,;=10m|

[AFB1]=
0,1mg/ml

[AFB1]=
0,01mg/ml

[AFB1]=
0,001
mg/ml

[AFB1]=
0,0001
mg/mil

Encara que nominalment es van anotar aguestes concentracions, el resultat
dels calculs al laboratori s6n una mica diferents: T1: 0,090009 mg/ml ; T2:
0,009009 mg/ml ; T3: 0,00090009 mg/ml ; T4: 0,000090009 mg/ml.

Com a control negatiu també es van omplir 10 ml perd només del dissolvent

(etanol).

Fig. 11: Imatge tubs de cada tractament
al laboratori

m T2 T3 T4 GC

Fig. 12: Representacio tubs
de cada tractament
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3.1.4 PREPARACIO DE L’ASSAIG

Es van preparar 4 tractaments i un grup
control. Per cada tractament, es van fer 10
repliques, és a dir, es van utilitzar 10 vials
per a cada tractament i també per al grup
control.

Es va cobrir la paret interior dels vials amb
paper de filtre, sense que es solapés.
Després es va afegir 1 ml de la dissolucié
preparada préviament, a cada vial
Mitjangant la micropipeta, amb el vial quasi
horitzontal, es va afegir la dissolucié mentre
que es girava el vial, per tal que la
dissolucié s'impregnés en tot el paper.
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vials

Tot seguit, es va procedir a portar els vials a assecar a la campana de flux
laminar. Quan van estar secs, es van treure de la campana i es va afegir 1ml
d’aigua desionitzada a cadascun del vials. També es va introduir un cuc per
vial, i es van tapar amb parafilm que es va foradar per a quée el cuc pogués
respirar. Finalment es van deixar en una estufa a 20 £+ 2 °C.
Els cucs van estar en exposicio durant 48 hores. Un cop va passar aquest
temps, es van analitzar els cucs de tots els vials per estimar la mortalitat. Es
treia el parafilm i amb I'ajuda d’'unes pinces comprovavem si els cucs havien

mort.

Fig. 14: Procediments del test de toxicitat aguda

3.1.5 OBSERVACIONS

Del grup control, tres individus van perdre liquid celomatic en el moment
d’introduir-los als vials. Possiblement, pel dany produit en el procés de

Sofia Valverde Valera
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manipulacio.
3.2 COMET ASSAY

El «comet assay» alcali o «single-cell gel electrophoresis assay» (electroforesi
de cél-lules individuals en gels d’agarosa) és un assaig de genotoxicitat que
permet detectar trencaments en cadenes senzilles d’ADN en practicament tots
els tipus de cél-lules eucariotes. Va ser realitzat per primer cop per Ostling &
Johansson el 1984 i va ser modificat per Singh el 1988. Actualment, s’ha
generalitzat el seu Us ja que es considera una tecnica genotoxica estandard.

Consisteix en sotmetre una suspensié cel-lular de puresa i concentracions
adequades, procedent d’organs d’animals o de cultius cel-lulars i estesa sobre
un portaobjectes en un gel d’agarosa, a una lisi alcalina, primerament, que
provoca el desenrotllament de la fibra d’ADN, i posteriorment, a una migracio
electroforética de curta durada.

L’ADN, tenyit amb un fluorocrom apropiat, €s observat mitjangcant un microscopi
de fluorescencia. El material genétic no danyat migra agrupat en una massa
arrodonida, pero, en cas d’haver-se produit fragmentacio, els segments d’ADN
de mida menor migren a una distancia superior, produint-se una imatge
semblant a la cua d’'un cometa.

3.2.1 PROCEDIMENT

Aquesta técnica s’ha realitzat en cinc etapes ben diferenciades.

3.2.1.1 PREPARACIO DE LA PRIMERA CAPA D’AGAROSA

Es va encendre el bany termostatic i es va programar a una temperatura de
50°C. Es va preparar agarosa per a electroforesi de punt de fusié normal, al
1%, en aigua milli-Q, en un matras Erlenmeyer omplert fins la meitat del seu
volum, o menys. Per preparar la dissolucié s’ha d’introduir en un microones i
escalfar-la sense que bulli, mitjangant petits polsos, alternats amb moviments
d’agitacio del matras, fins que I'agarosa s’hagi dissolt completament. Després,
es va temperar la solucio sota un flux d’'aigua freda i es va posar dins del bany
termostatic.

Tot sequit, es va transferir part de la solucidé d’agarosa a un vas de precipitats.
Es van submergir els portaobjectes en la solucié d’agarosa al 1% i a 50°C.
Posteriorment, es va treure cada portaobjectes de la soluci6 i es va netejar la
part de sota. Finalment, es va deixar assecar el porta a temperatura ambient i
es va guardar en una capsa de preparacions.
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(3.2.1.2 OBTENCIO DE LA SUSPENSIO CEL-LULAR

Aquesta fase depen del tipus cel-lular que es vol testar i de la procedéncia de
les cél-lules. Es necessita un minim de 10* cél-lules nucleades en 100ul de
suspensi6 i un maxim de 5 x 10°, si la quantitat és menor es fa dificil trobar
cél-lules, i si és major, es solapen. En el nostre cas, com es tractava de
celomocits de lumbricids, es va aplicar un procediment especific.

El procés consisteix a rentar els cucs amb solucié salina (0,57 g NaCl/100 ml
aigua) a temperatura ambient, un minim de 3 cops. Es van seleccionar 13
cucs: 1 individu que va sobreviure al tractament 1, 3 individus que van
sobreviure al tractament 2, 3 individus que van sobreviure al tractament 3, 3
individus que van sobreviure al tractament 4 i 3 individus del grup control.

Els cucs seleccionats es van col-locar sobre un paper de filtre humitejat amb
aigua de l'aixeta i se’ls hi va fer un massatge de les % parts terminals, fins la
cua, en sentit longitudinal, per buidar el contingut de lintesti de matéria
organica i de bacteris que poguessin malmetre la mostra. Tot seguit, es va
introduir cada cuc en un tub de microcentrifuga (“eppendorf”) de 12 ml, al qual
es va afegir 3 ml de liquid d’extrusio (95 % de sali, 2,5 mg/ml EDTA sodic,
10mg/ml de GCE i 5 % de alcohol absolut) a temperatura ambient i a pH de 7.3,
durant 3 minuts. Passats els 3 minuts, es van treure les restes visibles de cada
cuc amb unes pinces, mentre que el liquid obtingut es va centrifugar a 3000 g
durant 3 minuts. Després, es va extreure el sobrenedant mitjancant una pipeta.
Es va afegir 1ml de sali, es va pipetejar la dissolucio i, tot seguit, es va
traslladar el contingut a un altre eppendorf, el qual vam tornar a centrifugar a
3.000 g durant 3 minuts. Finalment, el precipitat es va resuspendre en 60 ul de
sali. ' -

Fig. 15: Muntatge procediment
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|3.2.2.3 SEGONA CAPA D’AGAROSA

Es va preparar una solucié d’agarosa de baix punt de fusié, al 0,9% en aigua
miliQ. Per dissoldre-la, es va passar la dissolucié pel microones durant curts
periodes de temps, sense que bullis. Es va temperar el bany termostatic a 37°C
i després es van barrejar la suspensio cel-lular amb solucié d’agarosa (60l
suspensio cel-lular + 80pl agarosa).

Un cop es va tenir la suspensio cel-lular en
'agarosa, es va aplicar sobre el portaobjectes
en gotes de 5pul, efectuant un moviment
circular de la pipeta per tal que aquestes
guedessin el més planes possibles sobre la
superficie dels portaobjectes. Seguidament, els
portaobjectes es van deixar 15 minuts sobre
una superficie plana i sobre gel. Finalment, es

van mantenir a -20°C durant 6 minuts
exactes. Fig. 16: Aplicaci6 suspensid
cel-lular sobre portaobjectes

(3.2.2.4 LISI ALCALINA

A la solucio stock es va afegir un 1% de Triton X100 i 1% de Lauryl Sarcosine,
minuts abans d'iniciar la lisi. Per fer la lisi, es van submergir els portes en la
solucié durant 2 hores. Aquest procés es va realitzar a 4°C i sense llum.

Fig.17: Portes sotmesos a la solucié

-3.2.2.5 PREPARACIO DE LA CUBETA D’ELECTROFORESI

Transcorregut el temps de lisi, es van traslladar els portes a una cubeta
d’electroforesi plena de tampé d’electroforesi, on es van mantenir a 4°C, durant
20 minuts. Per tal que el pas del corrent durant I'electroforesi fos uniforme al
llarg de tota la superficie, es van omplir les fileres lliures amb portes sense
agarosa, per igualar la resistencia. Els portes es van col-locar I'un al costat de
I'altre, molt propers, ben arrenglerats i banyats en el tampé d’electroforesi.
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3.2.2.6 ELECTROFORESI ALCALINA

Es va iniciar en connectar la cubeta d’electroforesi a la font d’alimentacié. La
solucié es va fer correr a 0,8-1,5 V/cm i 300 mA durant dues hores, en el nostre
cas. Si els parametres no s’ajusten, s‘ha de treure o afegir tamp6 d’electroforesi
fins arribar als valors desitjats.

5.2.2.7 NEUTRALITZACIO PH:7.5

Després de treure els portes de la
cubeta, es van fer 3 rentats, durant 5
minuts, en solucio Tris 1M.
Posteriorment, es van assecar sobre
paper i es van guardar en una caixa de
preparacions.

Fig. 18: Cubetes amb solucioé Tris 1M

3.2.2.8 TINCIO

Si els portes s’han deixat assecar, s’han de tornar a hidratar, durant 10 minuts
amb aigua milli Q. Posteriorment es tenyeixen amb 20ul de DAPI o 4'6-
diamino-2-fenilindo, marcador fluorescent que s’uneix fortament a regions
enriquides en Adenina i Timina en sequencies d’ADN, a una dilucié de 5ug/ml,
escampant-lo bé per la superficie dels portes. EI DAPI s’ha de mantenir a 4°C
mentre no es faci servir i cal evitar en tot moment que li arribi la llum. Abans
d’observar la preparacidé pel microscopi, convé esperar 3 minuts per a que el
DAPI actui. Cal mantenir en tot moment la llum apagada, per a evitar la
degradacio del DAPI.

Fig. 19: DAPI per tenyir els portes

3.2.2.9 OBSERVACIO | VALORACIO DELS RESULTATS

Existeixen dues formes d'analitzar els resultats, una d’automatica i l'altra de
manual. En ambdods casos la base és la utilitzaci6 d'un microscopi
d’epifluorescencia amb un filtre que permeti el pas de longituds d’ona
d’excitacio de I'espectre ultraviolat, entre 330 i 380 nm. La diferencia és que en
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un cas l'observacido es complementa amb I'Us d'un software especialitzat,
mentre que en l'altre cas només s’utilitza el microscopi.

En el cas de fer 'observacié amb software, es fa servir un aplicatiu especialitzat
anomenat Comet Assay IV, amb el qual es poden detectar facilment les
cél-lules i mesurar-les amb gran exactitud. Es molt senzill d'utilitzar, pero es
requereix la presencia d’una camera de video instal-lada sobre el triocular del
microscopi d’epifluorescencia i connectada a un ordinador.

Consisteix en connectar el microscopi d’epifluorescencia a l'ordinador. La
camera de video, d’alta resolucio, transfereix les imatges al monitor de
'ordinador. Aquestes imatges reflecteixen el que s’observa per l'ocular del
microscopi. Qualsevol reenfocament o0 moviment de la platina es mostra en la
pantalla, en temps real. El procés resulta tant senzill com clicar a les ceél-lules,
perque el programa proporciona immediatament tots els parametres de
mesura. Per tal d’enregistrar la segient cél-lula, es torna a repetir el procés.
Per fer el procés més facil, les cel-lules enregistrades es marquen amb una
creu, per a evitar la possible repeticio. Totes les cel-lules avaluades i els seus
respectius resultats sén afegits automaticament a una llista de resultats. No
obstant, les preparacions han d’haver estat ben executades. Contrariament, el
proceés no es realitza de forma eficag.

Quan es fa servir només el microscopi,
s’'analitza la placa ordenadament i es fa una
estima del grau d’afectacio de cadascuna de les
cel-lules. Aquest grau d’afectacio es va avaluar
del 0 al 3, que és respectivament de menor al
major. No es va comptabilitzar el nivell 2, per les
dificultats que comporta la diferenciacié dels
nivells 1 i 3, en alguns casos. Aquest métode Fig. 20: Imatge microscopi
s’anomena Visual Score. epifluroescencia

Al grau 0, es troben les cel-lules ben definides, de contorn arrodonit, per no
haver-se produit la fragmentacié de 'ADN. Quan els nivells d’afectacio van
augmentant, la fragmentaci6 és fa evident, i apareix 'anomenada cua del
cometa, que pot ser meés llarga 0 més curta. El procés amb el que es va dur a
terme l'avaluacié del procés va ser el segon, perqué el software no va ser
capac de detectar correctament els nuclis.

1

&

Fig. 21: Graus d’afectacié Comet Assay mitjancant dosis creixents d’un genotoxic
conegut UMS
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4 .RESULTATS

4.1 TEST DE TOXICITAT AGUDA

Els resultats mostren una mortalitat més elevada entre els cucs sotmesos a
dosis més altes d’'aflatoxina B, (figura 22). Mentre que entre els sotmesos al
tractament 1 van morir 7 individus (70%), entre els sotmesos al tractament 2
van morir 2 (20%), cap (0%) entre els sotmesos al tractament 3 i un individu
entre els sotmesos al tractament 4.

\
\

pd

Individus morts
O = N W A~ O O N (o]

T T2 T3 T4 GC

Fig. 22: Grafic dels individus morts test toxicitat aguda

No obstant, s’ha de dir que va escapar un cuc dels sotmesos al tractament 3,
que no s’ha comptabilitzat com a mort, i que els tres individus morts del grup
control van manifestar pérdua de liquid celomatic préeviament, durant el procés
de manipulacié, com s’ha informat anteriorment.

Fig. 23: Vials passades les 48 hores
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Amb els resultats obtinguts, es va calcular la mortalitat (Fig. 23).
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Fig. 24: Grafic en qué es relaciona la concentracio6 d’aflatoxina B1 amb la
mortalitat.
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Fig. 25: Representacio dels cucs morts en cada tractament.

[ I A
|

4.2 COMET ASSAY

Els resultats del Comet Assay van mostrar una major afectacio a les dosis més
altes i una menor afectacié a les baixes. També es va comprovar la manca
d’afectaci6 al grup control.

Es van analitzar 60 cel-lules de cada placa. Els resultats es van anotar a un full
d’Excel. La mitjana dels resultats obtinguts per cada réplica analitzada va ser la
seglent:
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TAULA 1. COMET ASSAY, MITJANA DE RESULTATS OBTINGUTS PER A CADA INDIVIDU

017 005 012 28 276 266 276 222 208 190 168 163 2,08

S’ha de tenir en compte que els rangs del Visual Score sén: 3- maxim dany i
0-sense danys.

TAULA 2. COMET ASSAY, MITJANA GENERAL RESULTATS OBTINGUTS PER A CADA TRACTAMENT

0,11 2,80 2,73 2,07 1,80
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VALORACIO DE LA GENOTOXICITAT
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CONCENTRACIONS D'AFLATOXINA B1 (pg/ml)

Fig. 26: Valoracio de la toxicitat en relacié a la concentracioé de I’aflatoxina B,
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L'aflatoxina B, produida pel fong Aspergillus flavus, causa efectes toxics
sistémics i genotoxics sobre el cuc Eisenia foetida. Amb el test de toxicitat
aguda, s’ha manifestat una mortalitat progressiva a cadascun dels tractaments,
assolint el 70% al tractament 1 (90,01 ug/ml). Queda per tant demostrat que per
dosis superiors a 90 ug/mL la mortalitat del cuc de terra es evident, obtenint un
20% d’efecte sobre la viabilitat. Pel que fa al test de genotoxicitat, es veu una
dosi-resposta clara en quant a l'afectacié del DNA. Un augment de la dosi
d’aflatoxina B; causa un increment de dany en el DNA. Dosis superiors a
0,09 ug/mL causen un efecte molt evident sobre el DNA.

No s’ha pogut determinar amb exactitud la dosi letal d’aflatoxina B; per a
E. foetida. No obstant, podem estimar que es troba entre les concentracions
dels tractaments 1 (90,01 pg/ml) i 2 (9 ug/ml), que van comportar unes
mortalitats del 70% i del 20%, respectivament. Per tal de determinar amb
precisio la dosi letal, s’haurien d’haver fet molt més tractaments.

Pel que fa a la dosi efectiva i malgrat no haver-se definit un efecte concret en
el moment d’iniciar-se I'experiment, podem afirmar pels resultats del Comet
assay que s’ha manifestat efecte genotoxic a totes les concentracions
utilitzades de I'aflatoxina. Per a propers estudis, s’hauria de reduir el factor de
dilucio entre les dosis per tal d’acotar millor la EC50.

La mort de tres cucs del grup control indica que la manipulacié dels exemplars
potser no es va fer de la forma adient, aquesta hauria de ser precisa per evitar
alterar-los durant el procés.

No obstant, creiem que es pot afirmar que el cuc de Terra california, Eisenia
foetida, es veu afectat per I'aflatoxina B1, tant a nivell sistéemic com a nivell
genomic. | per tant, que la nostra hipotesi inicial, que contemplava la possibilitat
del desenvolupament d’alguna mena de resistencia, ha estat refutada. No és
facil trobar una explicacio a aquest fet. D’una banda, potser s’ha reconegut una
convivencia entre el cuc i el fong que realment no ha existit, ja que el sistema
utilitzat es un sistema aillat on només es testa I'aflatoxina i el cuc. No es té en
compte un ecosistema complert. També s’ha de tenir en compte que E. foetida
€s un organisme molt cultivat, resultant en bona part d’'una intensa selecci6
artificial. D’altra banda, s’ha admeés que la preséncia del fong Aspergillus en un
determinat medi, en aquest cas el sol, ha de ser un indici segur de la presencia
de laflatoxina Bi, quan tampoc coneixem les condicions ambientals que
afavoreixen la produccid del toxic. També es desconeixen les concentracions
d’aflatoxina que es poden trobar habitualment al medi ambient i les dosis que
en exposicions més o menys perllongades poden afectar als éssers humans.
Possiblement les concentracions utilitzades de 90 ug/ml s6n massa elevades i
poden afectar indiscriminadament a tot tipus d’organismes.
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Aquests dubtes, la ubiquitat del fong i les importants conseqiencies que pot
tenir I'aflatoxina per a la salut humana, sén factors que poden justificar aquest
estudi i altres investigacions posteriors.

Finalment, he de dir que, independentment dels resultats obtinguts, considero
gue la meva experiéncia ha estat totalment satisfactoria, perqué m’ha permés
conéixer els tipus de treballs que es fan a la Unitat de Toxicologia i
Ecotoxicologia, les técniques i els instruments que fan servir, i molt
especialment, el seu personal investigador, que ha contribuit a fer la meva
estada al PCB profitosa i inoblidable.
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Deixo constancia del meu agraiment a totes les persones que m’han ajudat a
fer aquest treball:

Als meus tutors del treball de recerca, David Ramos Lopez, el meu tutor al Parc
Cientific, i Marian Querol, la meva tutora a l'institut Baldiri Guilera, per la seva
disposici6 incondicional.

Al meu professor de biologia durant els dltims dos anys, Antoni Garro, que va
obrir-me els ulls a I'hora d’escollir un treball de recerca que m’assentés les
bases de la metodologia cientifica i va presentar-me a Josep Maria Fernandez
Novell, qui em va ajudar momentaniament fins que finalment vaig accedir al
Parc Cientific.

A la meva familia per donar-me un gran ajut emocional i estar sempre
disposats a ajudar-me. Al meu germa per ajudar-me a I'hora de polir el treball, i,
especialment, al meu pare, que va saber presentar-me el mon de la
investigacio i va ajudar-me des del primer moment fins I'Gltim en tot el procés
de fer realitat el treball.

Als meus amics, la majoria dels quals passem per la mateixa situacio i ens hem
ajudat constantment fent aixi la carrega del treball menys feixuga.

A l'Aida Llacuna Gorriz, que va ajudar-me a fer les practiques durant I'estada al
Parc Cientific.

A tot I'equip del Parc Cientific, per brindar-nos I'oportunitat tant a mi com als
altres companys de realitzar el treball al seu centre i apostar d’aquesta forma
per nosaltres. Sense aquesta possibilitat, el treball hagués estat molt més dificil
de realitzar.

No podria haver fet el treball sense la vostra ajuda, gracies.
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