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7. ANEXOS
ANEXO I.1. Determinacidn de proteinas totales por el método Bradford

El ensayo Bradford o azul de Coomassie, descrito por Marion Bradford en 1976, es uno de los
métodos mas populares para la determinacion de la concentracién de proteinas. Esta basado en la
formacion de un complejo entre el azul brillante de Coomassie y las proteinas en solucion,
principalmente a los residuos de arginina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilalanina. Con ello, la
concentracién de proteinas puede ser medida como la cantidad de colorante presente, que absorbe
a una longitud de onda de 592 nm. La reaccién por la que tiene lugar esta posible medicién de la
cantidad de proteinas queda detallada en la Figura I.1. (Kruger, 1994).

Proteina Complexo
(Cadeia lateral + Azul de Coomassie brilhante G-250 proteina e
basica e aromatica) Coomassie

Figura I.1. Representacion esquematica de la reaccidn que tiene lugar en el ensayo de Bradford
(Johnson, 2012).

Entre sus ventajas destaca su compatibilidad con agentes reductores empleados para la
estabilizacién de las proteinas en soluciones, los cuales no resultan compatibles en otros métodos de
cuantificacion tales como el ensayo de Lowry o en ensayo de BCA, ademas de la posibilidad de medir
proteinas de alto peso molecular, ya que el colorante en cuestién (Coomassie) no se une a péptidos
de bajo peso molecular (Olson & Markwell, 2007).

ANEXO 1.2. Uso del enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La acetilcolinesterasa (AChE) pertenece a una familia de enzimas conocidas como
colinesterasas, que son un grupo de esterasas de serina capaces de hidrolizar ésteres de colina, tales
como la acetilcolina. Estas colintesterasas tienen una amplia distribucién, ya que se encuentran
presentes en organismos unicelulares, plantas, invertebrados, y en los vertebrados aparece ya en las
primeras etapas del desarrollo embrionario, por lo que estas enzimas pueden tener diferentes
funciones (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). Es una de las enzimas mas cruciales en la respuesta y
funcién nerviosa, encargada de degradar el neurotransmisor acetilcolina (ACh) a colina y acido
acético (Massoulié, 1993).

A partir de esta hidrdlisis, las moléculas que son liberadas a las uniones neuromusculares
durante los impulsos nerviosos, consiguen detener la transmision sindptica permitiendo la recepcion
de impulsos nuevos. Si hay una inhibicion en la actividad AChe, ello implica la acumulacién de
acetilcolina en el espacio sindptico, lo que mantiene la unién neuromuscular en estado permanente
de excitacién (Zinkl et al., 1991). La neurotransmisién mediada por AChE es crucial para la funcion del
Sistema Nervioso Centra (SNC), ya que su interrupcion abrupta resulta letal, y su pérdida gradual
induce multiples atrofias, como lo es en la enfermedad del Alzheimer, asociado a un deterioro
cognitivo progresivo de la funcién neuromuscular (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). Ademas, cabe
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destacar que la actividad de la AChE ha sido empleada con éxito, y en combinacién con otros
biomarcadores bioquimicos, como una robusta herramienta para el diagndstico de la exposicidn a
diferentes compuestos quimicos en numerosos organismos, entre ellos, los peces (Sancho et al.,
2000).

ANEXO 1.3. Uso del enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima del metabolismo intermedio que se
encuentra presente en todas las células del organismo, bajo cinco formas isoenzimaticas diferentes.
Sus mayores concentraciones se encuentran en el higado, corazoén, rifidn, musculo esquelético y
eritrocitos (Navarro et al., 1996). Esta enzima citoplasmatica, relacionada con la produccién de
energia, es una enzima transportadora de oxigeno que juega un relevante papel en la glucdlisis,
catalizando la conversion reversible de piruvado a lactado (Tietz, 1987).

El empleo de este biomarcador esta basado en que un supuesto estrés quimico
generalmente requiere de obtener energia adicional de forma rapida, lo que aumenta la glicdlisis
anaerobia. Por ello, se han llevado a cabo diferentes estudios en distintos organismos con el fin de
observar estos incrementos en la actividad de la LDH, hecho que se intenta también reproducir en el
presente trabajo para detectar diferencias significativas, y como con el biomarcador AChE, entre
grupos de O. latipes expuestos a microcontaminantes y grupos control.

ANEXO II.1. Vibrio fischeri

De entre las muchas especies que se emplean en tests de toxicidad que pueden realizarse
sobre bacterias, algas, protozos, crustaceos o peces (EPA, 1993), el bioensayo que incluye la bacteria
luminiscente V. fischeri destaca por ser uno de los mas utilizados dada su elevada estandarizacion, su
alta sencillez y sensibilidad (Kungolos et al., 1999).

V. fischeri es una proteobacteria gram-negativa, anaerobia facultativa, presente en aguas
dulces y saladas. En condiciones ambientales favorables, estas bacterias emiten luz naturalmente,
requiriendo para ello una concentracién de oxigeno superior a 0.5 mg/L (Romero & Cantu, 2008). El
uso de estas bacterias para monitorizar la contaminacién ambiental se inicié en los afios 60-70, para
la determinacion de toxicidad de aguas, sedimentos y productos diversos. Tras ello, los métodos
fueron estandarizdndose y normalizandose hasta dar con eficientes protocolos (Romero & Cantd,
2008).

Esta bacteria, con frecuencia establece relaciones simbidticas con animales marinos, como el
calamar o ciertos peces. Su bioluminiscencia deriva de la expresién de una serie de proteinas
contenidas en el operdn Jux. Esta luminiscencia se da cuando la concentracién bacteriana es
suficiente. Es entonces cuando se produce la reacciéon quimica catalizada por la luciferasa, enzima
encargada de oxidar compuestos organicos, que libera energia libre en forma de luminiscencia, tal y
como queda plasmado en la siguiente reaccién.
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luciferasa

FMNH, + RCHO + O0; ——3  FMN +RCOOH + H,0 + luz

El uso de esta bacteria en ensayos toxicolégicos tiene como objetivo medir la luminiscencia
emitida por las bacterias V. fischeri tras su exposicion con una muestra de contaminantes y
compararla con la intensidad emitida por bacterias que permanecen en condiciones de crecimiento
control. Esto es debido como consecuencia de la carga tdxica a la que le hemos sometido se
producen una serie de dafios en los procesos metabdlicos asociados con la respiracidn bacteriana,
qgue en final instancia, hace disminuir de forma proporcional la luminiscencia emitida (Romero &
Cantu, 2008).

ANEXO I1.2. Pseudokirchneriella subcapitata

P. subcapitata es un alga verde (clorofita) unicelular cuya morfologia recuerda a una media
luna, con un volumen de entorno a 40-60 um3, que se encuentra presente en sistemas acudticos
epicontinentales eutroficos y oligotréficos (Romero & Cantu, 2008). Este alga esta encargado de
producir oxigeno y sustancias organicas, que seran utilizadas por otros organismos, incluyendo peces
e invertebrados. Es por ello que es un organismo productor (Satyavani et al., 2012).

Si este ecosistema se encuentra alterado debido a la presencia de compuestos quimicos que resultan
toxicos para los organismos que habitan en él, ello puede afectar directamente a la estructura y
funcién del mismo, que resulta en un agotamiento del oxigeno y una disminucién de la productividad
primaria, afectando a la cadena alimentaria del ecosistema acuatico (Cetin & Mert, 2006).

Dado que el dafo en este organismo productor genera un impacto en el resto del ecosistema, es
necesario evaluar el efecto de estos cinco microcontaminantes y la mezcla de los mismos sobre esta
especie, para ver, no solo el efecto que tiene sobre la misma, si no también para evaluar el posible
riesgo sobre el resto del ecosistema. Este ensayo es apto para ser utilizado por si mismo, o como
parte de una bateria de ensayos para estimar el potencial toxicolégico de los compuestos en aguas
dulces superficiales o subterraneas, entre otros tipos de muestras liquidas. Ademas, este ensayo
destacar por requerir una infraestructura basica en el laboratorio, siendo ademas sencillo y de bajo
coste (Romero & Cantu, 2008). El objetivo del mismo es exponer las células a las muestras que
contienen los contaminantes toxicos para poder ver cdmo se ve alterada la tasa de crecimiento de la
poblacién de algas, a través de la inhibicién del mismo.

ANEXO I11.3. Oryzias latipes

Los efectos toxicos de los microcontaminantes puedes ser examinados detectando cambios
en el desarrollo fisiolégico normal de determinados organismos vertebrados primitivos, como son los
peces.

De entre todas las especies, el pez cebra (Danio rerio) y el pez medaka (Oryzias latipes) destacan por

ser organismos modelos con amplias ventajas frente a otros organismos. Entre estas ventajas se
incluye el conocimiento completo se su genoma, que comparte ademas con mamiferos un 20%-40%
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del mismo. Ademas, la puesta de huevos tiene lugar con frecuencia sin dependencia de la estacion.
Los embriones obtenidos, al ser trasparentes, facilitan el seguimiento de la dinamica de formacién de
sus tejidos y érganos y la observacion de anomalias si las hay, como consecuencia de un determinado
tratamiento o exposicion. A ello cabe sumarle que la maduracion sexual de los mismos tarda solo
entre 2 y 3 meses, siendo ademas relativamente poco laborioso. Todo ello permite reducir, no solo el
tiempo requerido para obtener individuos adultos, si no también los costes asociados a ello (Lin et
al., 2016).

De entre las dos especies barajadas, D. rerio y O. latipes, finalmente se optd por la segunda, dado
que la puesta de huevos resulta mas eficiente. Cabe destacar que las condiciones de mantenimiento
son faciles de reproducir y la viabilidad de los embriones es considerablemente buena (Tabla 11.3.1).

Tabla 11.3.1. Condiciones, duracién y supervivencia del ensayo para la especie O. latipes. (OECD Guideline for
testing of chemicals. 212., 1998)

Duracidn de los Supervivencia del
Especie Temperatura Salinidad Fotoperiodo estadios (dias) ] [.)uracic'm 'cc.:ntrol {% minimo)
(2C) (o/00) (horas) Embricn Alevin tipica del test Emto.c’le Pos?-’
eclosién eclosién
Tras la
fertilizacion
Oryzias (estadio
latipes 2342 - 12-16 8-11 4 |temprano de 80 20
(medaka) gast’ru\a) hasta
5 dias tras la
eclosion (13-
16 dias)

ANEXO I11.4. Lineas celulares de mamiferos (HEK y N2a)

Linea HEK 293

Esta linea recibe el nombre de HEK-293, cuyas siglas corresponden a Human embryotic Cells, y el
numero hace referencia a que fueron obtenidas en el experimento 293avo de Frank Graham en
1977. Estas células embrionarias de rifidn humano fueron recolectadas de un feto, aparentemente
sano, abortado en Holanda en la década de los 70 (Van der Eb, 2012). Se trata de una linea celular
ampliamente empleada en estudios de bioquimica, sobre el uso de adenovirus como vectores.
Ademads, también actian como vehiculos de expresion en proteinas recombinantes.

Ademads, investigaciones toxicoldgicas de diferentes compuestos quimicos presentes en la
bibliografia (Arora et al., 2016; Mallebra Simarro, 2016), entre otros, hacen de esta linea celular, una
buena opcién para el estudio toxicolégico en células humanas de los cinco contaminantes
emergentes de interés del presente trabajo.

Linea N,a
La linea celular Neuroblastoma 2a (Neuro 22 o N2a), son células que pertenecen al neuroblastoma

cerebral de un ratdn albino, que proviene de un tumor espontaneo de la especie Mus musculus, que
se caracteriza por tener un crecimiento adherentes y por poseer una morfologia neuronal ameboidal.
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Cabe destacar que el sistema nervioso puede ser susceptible a multiples efectos téxicos
debido a la exposicién a compuestos quimicos. Segun la EPA, entre el 3 y el 28% de los compuestos
guimicos son potencialmente neurotéxicos (US EPA, 1998). Por ello, muchos trabajos se centran en la
evaluacién, descripcién y utilizacién de métodos in vitro, que permitan, de forma alternativa al
empleo de animales, la investigacion en el campo de la neurotoxicologia en cultivos primarios de
células (Monell, 2007). Es por ello, y debido también a su amplia versatilidad y su facil crecimiento,
qgue han sido objeto de estudio en un gran numero investigaciones, y una herramienta para conocer
los efectos citotdxicos de los cinco microcontaminantes de estudio del presente trabajo.

ANEXO Ill. Procesamiento de los resultados

ANEXO l1l.1. Procesamiento de resultados de V. fischeri

Con los datos de luminiscencia obtenidos del ensayo con V. fischeri se procede a calcular los
siguientes parametros para conocer el efecto inhibidor que tienen los compuestos de ensayo sobre
la bacteria luminiscente.

i. Factor de correlacidén (valores fy): se obtiene a partir de la intensidad de luminiscencia
medida utilizando la ecuacién (i), con el fin de corregir los valores iniciales |, de todas las
muestras de ensayos para poder determinar la disminucion de la luminiscencia provocada
por la exposicién al microcontaminante.

fi= I/l (t= 30 minutos) (i)

Donde,
F«: es el factor de correlacién para el tiempo de contacto de 30 minutos

I, es la intensidad de luminiscencia en la muestra control tras un tiempo de contacto de 30 minutos, en unidades de
luminiscencia relativa

Ip es la intensidad de luminiscencia de la suspensidn bacteriana del ensayo control, tras el acondicionamiento que tiene
lugar durante 15 minutos, y antes de que se afiada la solucion con el microcontaminante, en unidades de luminiscencia
relativa.

Con la siguiente ecuacion (ii) se calcula el factor de correlacién medio () y los valores individuales
con respecto a la media, dandonos una cifra significativa en tanto por ciento.

[ ke = fioi/ T ie] % 100 (ii)
Donde,
fii €s un de los valores individuales del factor de correlacion

1« es el valor medio del factor de correlaciéon

Una vez hallado el factor de correlacién medio se procede a calcular el valor /.
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Valor I: se trata del valor corregido de I, para las microplacas de ensayo, inmediatamente antes de
gue se afiada la muestra de ensayo, y que se obtiene a partir de la ecuacion (iii).

le=1p ® .|rkt (iii)

Donde,

_Tkt, visto anteriormente, es la media de los valores f;;

Io es la intensidad de luminiscencia de la suspension del ensayo control, inmediatamente antes de proceder a anadir la
muestra que contiene el microcontaminante, en unidades de luminiscencia relativa

I+ es el valor corregido de I, de los pocillos de la microplaca, inmediatamente antes de afiadir la muestra de ensayo que
posee el microcontaminante

Después se procede a calcular el efecto inhibidor de la muestra de ensayo a partir de la ecuacién (iv)
He=(lee- 1) [ 1 ll}l}] (iv)

Donde,

H; es el efecto inhibidor de la muestra de ensayo, tras un tiempo de contacto de 30 minutos, expresado en tanto por ciento

I+ véase en la ecuacion iii

I; es la intensidad de luminiscencia de la muestra de ensayo, transcurridos los 30 minutos de tiempo de contacto, en

unidades de luminiscencia relativa

Conociendo los valores de H; para cada una de las réplicas de una misma dilucién, se procede a
calcular la media del efecto inhibidor para cada una de las diluciones ensayadas ( !!;).

Seguidamente, para evaluar las relaciones concentracion/efecto (CE), se calcula, para cada dilucion,
el valor gamma con la siguiente ecuacion (v).

fe=[1:/(100- )] (v)
Donde,
1", es el valor gamma de la muestra de ensayo tras un tiempo de contacto de media hora.
-

1, es la media de H,.

ANEXO I11.2. Procesamiento de resultados de P.subcapitata

A partir de los datos de fluorescencia obtenidos, éstos son trasformados a valores de
concentracién celular (Necélulas/mL), con ayuda de una curva de calibrado que ha de obtenerse
previamente.

Esta curva de calibrado se obtiene llenando las microplacas de forma manual, hasta un
volumen de 300 iL/pocillo y con ayuda de una pipeta multicanal, con las diluciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512, procedentes de un cultivo de algas en fase exponencial de
crecimiento. A continuacion se mide la fluorescencia a las longitudes de onda de 430 nm (excitacién)
y 663 nm (emision). Ademas, se procede a realizar un recuento del nimero de células por cada
dilucidn, con la cdmara cuenta glébulos Neubauer, a un aumento de 40X en el microscopio éptico,
para finalmente obtener la curva de calibrado que representa fluorescencia vs concentracion celular
(1.1).
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Tabla lll.1. Ecuacion de regresion lineal obtenida de la curva de calibrado para el ensayo de toxicidad de P.
subcapitatase.

Organismo de ensayo | Ecuacion de regresion R?

P. subcapitata y =129.27x + 6971.7 0.99

Donde,

y = N2 células/mL

x = valores de fluorescencia para las diluciones obtenidas de un cultivo madre en fase exponencial de
P. subcapitata

R’ = coeficiente de determinacion (p<0.005)

Con los valores de concentracién celular obtenidos en el presente ensayo de toxicidad, de
cada dilucién del microcontaminante y del control, se calculan las curvas de crecimiento y los
porcentajes de inhibicion del crecimiento del alga, para los diferentes tiempos (24 , 48 y 72 horas).
Con el fin de conocer el efecto que tienen muestras de ensayo sobre el crecimiento del alga, dicho
efecto se determina por el método de comparacidon de areas bajo las curvas de crecimiento,
atendiendo a la ecuacién (vi).

N; — N, N; + N, — 2N,
A:%xtl+%x(tz—tl)+

N1y + N |- 2N,
(n—1) n 0
2 Xt = ta-n)  (vi)

Donde,

A = drea bajo la curva de crecimiento

No = N2 de células/mL nominal a t,

N; = N2 de células/mL a un tiempo t;

N, = N2 de células/mL a un tiempo t,

t, = tiempo de la primera medida tras el comienzo del ensayo
t, = tiempo de la enésima medida tras el comienzo del ensayo

Con el fin de calcular el porcentaje de inhibicidon del crecimiento del alga para cada dilucidon
de la muestra ensayada (la) se procede a calcular la diferencia entre el area bajo la curva del
crecimiento del control (A, y el drea bajo la curva de crecimiento del alga con la dilucién del
microcontaminante (A;).
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ANEXO IV. Gréficos del modelo ajustado del analisis de regresion avanzada probit para
Oryzias latipes con limites al confianza de 95%, en los cinco microcontaminantes de

estudio.
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Figura IV.1. Grdfico del modelo ajustado del andlisis de regresion avanzada probit en Oryzias latipes, para el

microcontaminante CVF.
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Figura IV.2. Grdfico del modelo ajustado del andlisis de regresion avanzada probit en Oryzias latipes, para el

microcontaminante DCF.
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Figura IV.3. Grdfico del modelo ajustado del andlisis de regresion avanzada probit en Oryzias latipes, para el

microcontaminante PCP.
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Figura IV.4. Grdfico del modelo ajustado del andlisis de regresion avanzada probit en Oryzias latipes, para el
microcontaminante PFO.
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Figura IV.5. Grdfico del modelo ajustado del andlisis de regresion avanzada probit en Oryzias latipes, para el
microcontaminante TBT.
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ANEXO V. Valores PEC/PNEC segun la directriz DOCE N2L/ 161/9 (1994)

Tabla V.1. Valores PEC/PNEC para los cinco microcontaminantes de estudio.

Compuesto quimico Organismo A Al
(PNEC = NOEC/100) (PNEC = EC5,/1000)
V. fischeri 4.3g% 3.6E”
P. subcapitata 2.0E% 1.1
CVF O. latipes - 0.18
Linea celular HEK 2.6E% 2.7E%
Linea celular N2a 1.3 2,41E-03
V. fischeri 1.5% 89E%
P. subcapitata 1.6E7% 4.4 %
DFC 0. latipes - 1.5E°%
Linea celular HEK 13 1.8 ™
Linea celular N2a 5.1 7.3E%
V. fischeri 5.7 9.8E%
P. subcapitata 3.2 449.4
PCP 0. latipes - 2.3E%
Linea celular HEK 5.1E% 52E%
Linea celular N2a 5.1E% 9.8 %
V. fischeri 1.3 -
P. subcapitata 2.1E% 6.9 E%
PFO ; -05
O. latipes - 10E
Linea celular HEK 3.1 5.1E%
Linea celular N2a 6.1 1.7E%
V. fischeri 3.1E% 5.8 %
P. subcapitata 7.8E° 31.0
TBT Linea celular N2a - 3.5g%
V. fischeri 2.1 % 47€%
0. latipes 6.6 E% 6.0 E%
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ANEXO VI. Resultados de los indices de riesgo por descarga directa y a escala local.

Tabla VI.1. indices de riesgo por descarga directa y a escala global para los cinco
microcontaminantes.

_ . indice de riesgo por indice de riesgo a escala
Compuesto quimico Organismo .
descarga directa local
V. fischeri 0.0 3.0
P. subcapitata 0.0 3.0
CVF 0. latipes 0.0 3.0
Linea celular HEK 0.0 3.0
Linea celular N2a 0.0 3.0
V. fischeri 0.0 5.0
P. subcapitata 0.0 5.0
DFC O. latipes 0.0 5.0
Linea celular HEK 0.0 5.0
Linea celular N2a 0.0 5.0
V. fischeri 2.5 6.3
P. subcapitata 10.0 10.0
PCP 0. latipes 0.0 5.0
Linea celular HEK 0.0 5.0
Linea celular N2a 0.0 5.0
V. fischeri - -
PFO P. subcaPitata 0.0 3.0
O. latipes 0.0 3.0
Linea celular HEK 0.0 3.0
Linea celular N2a 0.0 3.0
V. fischeri 0.0 3.0
P. subcapitata 10.0 6.0
TBT Linea celular N2a 0.0 3.0
V. fischeri 0.0 3.0
O. latipes 0.0 3.0
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