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ABREVIATURES

4,4'-DDD: 1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)eta

4,4'-DDE: 1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etilé

4,4'-DDT: 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)eta

g: variancia

AF (AF-1 i AF-2): dominis amb funcié d’activacié transcripcional
AhR: receptor d'hidrocarburs d’aril

AhR-gfp: sistema basat en I’AhR de ratoli més el gen reporter gfp
AhR-JacZ: sistema basat en I’AhR de ratoli més el gen reporter lacZ
AP: alquilfenol

APE: alquilfenol polietoxilat

ARNT: proteina nuclear translocadora de I’AhR

ASE: extraccié accelerada amb solvent (Accelerated Solvent Extractor)
BBP: butil benzil ftalat

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit)

BPA: bisfenol A

BZT: benzotiazole

BZT-OH: 3’-hidroxi benzotiazole

CBs: clorobenzens

DBD: domini d’uni6é al DNA (DNA Binding Domain)

DBP: dibutil ftalat

DEHP: bis(2-etilhexil) ftalat

DEP: dietil ftalat

DES: dietilestilbestrol

DMP: dimetil ftalat

DO: densitat optica

El: estrona

E2: 17p-estradiol

E3: estriol

EE2: 17a-etinilestradiol

ECi0: concentracié de lligand que representa el 10% de la resposta maxima
(Effective Concentration)

ECso: valor que representa la concentracié del compost testat que correspon a la
meitat de l'activitat maxima (Effective Concentration)

EDCs: disruptors endocrins (Endocrine Disruptor Compounds)

EEF: factor d’equivaléncia a I'estradiol (Estradiol Equivalency Factor)
EEQ: equivalents de 173-estradiol (Estradiol Equivalents)

EPA: Agéncia de Protecci6 Mediambiental dels EEUU (Environmental Protection

Agency)
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ER: receptor d’estrogens

ER-RYA: sistema basat en I’'ER més el gen reporter lacZ

ERE: element de resposta a estrogens (Estrogen Response Element)
GC-MS: cromatografia de gasos i espectrometria de masses

GEB: tampo6 d’extraccié del gus (Gus Extraction Buffer)

GFP: proteina verda fluorescent (Green Fluorescent Protein)

HCB: hexaclorobenzé

HCH: hexaclorociclohexans (a-HCH, B-HCH, y-HCH)

HRP: peroxidasa del rave picant (horseradish peroxidase)

ICso: valor que representa la concentracié d’inhibidor que redueix la resposta de
I’efector fins el 50% (Inhibition Concentration)

LBD: domini d’unié al lligand (Ligand Binding Domain)

LC-MS: cromatografia liquida i espectrometria de masses

LC-MS/MS: cromatografia liquida i espectrometria de masses/masses
LOD: limit de deteccid (Limit Of Detection)

MetBZT: 2-metil benzotiazole

MUG: 4-metilumbeliferil B-D-glucuronid

MUGal: 4-metilumbeliferil B-D-galactopiranosid

n.a: no aplicable

n.d: no determinat

NP: nonilfenol

NP41EO: nonilfenol monoetoxilat

NP,EO: nonilfenol dietoxilat

OCs: compostos organoclorats (Organochlorine Compounds)

OP: octilfenol

ORF: pauta oberta de lectura (Open Reading Frame)

PCBs: policlorobifenils

PeCB: pentaclorobenze

POPs : contaminants organics persisitents (Persistent Organic Pollutants)
PR: receptor de progesterona

PR-gfp: sistema basat en el PR huma més el gen reporter gfp
PR-JacZ: sistema basat en el PR huma més el gen reporter lacZ

PVC: clorur de polivinil (PolyVinyl Chloride)

RYA: assaig basat en llevats recombinants (Recombinant Yeast Assays)
SD: desviaci6 estandard

SDS: dodecil sulfat sodic (Sodium Dodecy! Sulfate)

Sig. (bilateral): significacio bilateral

STP: planta de tractament d’aiglies residuals (Sewage Treatment Plant)
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TBT: tributil estany

TCDD: 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina

TOC: quantitat total de mateéria organica (Total Organic Content)

TR: receptor d’hormona tiroidal

U.F.: unitats de fluorescéncia

WFD: Water Framework Directive

X: mitjana

XRE: element de resposta a xenobiotics (Xenobiotic Response Element)
YCM-RYA: sistema basat en I’AhR huma més el gen reporter lacZ

Y-PER: Yeast Protein Extraction Reagent
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INTRODUCCIO

El desenvolupament tecnologic i industrial ha significat prosperitat i benestar per a
la humanitat, perd també ha implicat un alarmant deteriorament del medi ambient.
Durant décades, tones de substancies bioldgicament actives, sintetitzades per a la
seva utilitzacié en agricultura, industria, medicina, etc., han estat abocades en el
medi ambient sense tenir en compte les possibles conseqiiéncies. La manca de
meétodes analitics i toxicologics apropiats, tant per a identificar aquestes
substancies i els seus subproductes com per a determinar la seva activitat biologica
i el seu potencial efecte sobre els éssers vius, ha fet que I'impacte sobre el medi

ambient d'aquests productes hagi passat, i en gran mesura encara ho fa, inadvertit.

El despertar de la consciéncia cientifica i social sobre les possibles implicacions de la
preséncia de contaminants d’origen antropogénic en el medi ambient va tenir lloc a
nivell mundial I'any 1962 amb la publicacié del llibre Silent Spring o Primavera
Silenciosa (Carson, 1962). En aquest llibre la seva autora, Rachel Carson, va ser la
primera en proclamar els efectes dels disruptors endocrins sobre la fauna i la salut
humana i alertava de |'aparicié de certes alteracions en espécies animals, com
I'aprimament de la closca dels ous de les aus i el seu conseqient trencament i
perdua d’eficiéncia, que atribuia a I’exposicié a compostos quimics sintétics com el
DDT i els seus derivats. Des d’aleshores, un gran nombre de substancies han estat
identificades com a perilloses per a la salut humana i/o mediambiental, i la seva
utilitzacié ha estat o bé prohibida o bé regulada a través de diferents legislacions

amb la finalitat de reduir en la mesura possible la seva exposicid.

Per tant, la contaminacié quimica planteja un gran perill per als ecosistemes
naturals i té un gran impacte en la disponibilitat dels recursos d’aigua. Entre els
diferents tipus de contaminants, aquells que interaccionen amb el metabolisme dels
sistemes reguladors i/o hormonals dels éssers vius sén probablement els més
perillosos ja que poden ser toxics a concentracions molt baixes, a vegades en el
limit de deteccié dels procediments analitics convencionals o fins i tot per sota
(Colborn, 1995). Aquests compostos amb activitat biologica especifica reben el nom
general de xenobiotics. Els xenobiodtics poden actuar conjuntament de manera que
quantitats petites, aparentment insignificants, de xenobiotics individuals poden
tenir un important efecte acumulatiu. Donada la seva toxicitat potencial a baixes
concentracions, és fonamental desenvolupar les eines capaces de detectar les

interaccions entre els compostos quimics i els receptors cel-lulars in vitro.

Els bioassaigs basats en la utilitzacié de llevats s’estan convertint en eines generals
per a la deteccid i quantificacié de lligands de receptors nuclears en diferents tipus
de mostres (Coldham et al., 1997; Garcia-Reyero et al., 2001; Andersen et al.,
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1999; Bovee et al., 2005). En els ultims anys, aquests bioassaigs, també coneguts
com a Recombinant Yeast Assays (RYA), han tingut multiples aplicacions entre les
quals es pot destacar la correlacié de la preséncia d’una gran diversitat de
xenobiotics amb activitat hormonal en mostres ambientals (Feldman and Krishnan,
1995; Thomas et al.,, 2001; Quirés et al., 2005). En aquest treball s’han
desenvolupat diferents estratégies basades en I'expressidé de receptors nuclears en

llevats per tal de detectar i quantificar compostos xenobiotics.

I.1. RECEPTORS NUCLEARS

Un receptor cel-lular és una proteina capag de desencadenar respostes cel-lulars
especifiques després d’unir-se a una molécula senyalitzadora, el lligand. Els lligands
poden variar en la seva natura, des de proteines a ions quimics, pero sén especifics
per a cada receptor. Una de les diferents maneres de classificar els receptors
cel-lulars és en receptors nuclears i receptors de membrana. Els receptors nuclears
es troben tant en el nucli com en el citoplasma cel-lular, contrariament als
receptors de membrana, que es troben en la membrana cel-lular i necessiten la

presencia d’un segon missatger per a produir una resposta.

Els receptors nuclears de vertebrats sén dianes conegudes per a diferents
productes quimics que se sap que son perillosos per al medi ambient. Tots els seus
Illigands son compostos lipofilics que travessen la membrana plasmatica, passen al
citoplasma i posteriorment al nucli. Aquests receptors inclouen els receptors
hormonals, que uneixen especificament diversos tipus d’hormones tant esteroidees
(androgens, estrogens, progestagens, mineralcorticoides i glucocorticoides) com no
esteroidees (tiroidals i retinol), i I’AhR, entre d'altres. Un cop associats amb els seus
respectius lligands, els receptors nuclears actuen com a factors transcripcionals en
el nucli cel-lular activant o reprimint I'expressio dels gens als quals regulen (Parker,
1991). Les constants de la uni6 receptor-lligand estan tipicament per sota del nivell
nM, la qual cosa fa que sigui el sistema regulador més sensible en els éssers vius.
Tant és aixi que les alteracions del balang hormonal per substancies exogenes
poden tenir efectes fisiologics profunds, des de disfuncions sexuals i de

desenvolupament a cancer.

Aquest treball s’ha centrat en I'estudi d’aquells xenobiodtics capagos d‘interaccionar
amb tres d’'aquests receptors nuclears presents en tots els vertebrats: el receptor
d’estrogens (ER), el receptor d’hidrocarburs d’‘aril (AhR) i el receptor de

progesterona (PR).
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I.1.1. Especificitat de la interaccio receptor-lligand

L'accio dels lligands hormonals en les cél-lules diana ve determinada per una unié
especifica i de molt elevada afinitat amb els receptors. L'especificitat dels receptors
cel-lulars pels seus lligands és variable. La interaccidé receptor-lligand pot ser massa
especifica per a permetre la uniéd de substancies exdgenes a menys que mimetitzin
perfectament el seu lligand natural o molt poc especifica, cas dels anomenats
receptors “promiscus”, que constitueixen una diana important per a molts
contaminants quimics. El mimetisme de substancies té grans conseqléncies
fisiologiques, per exemple, els opioides a linteraccionar amb els receptors del
cervell provoquen resultats dramatics. No obstant aix0, aquestes interaccions
altament especifiques rarament presenten una preocupacié ambiental important ja
que els requeriments estructurals tan sols sén assolits per un nombre limitat
d’estructures quimiques. Per aix0 en aquest treball s’han estudiat dos receptors de
baixa especificitat: el receptor d’estrogens (ER) i el receptor d’hidrocarburs d’aril
(AhR), dels que és conegut que s’uneixen a una gran varietat de substancies
quimiques. L'interés en el seu estudi radica en qué la seva activacid ectopica per
contaminants comuns pot conduir a una gran varietat de desordres reproductius i

de la salut.

Tot i que evolutivament I'ER i I'AhR no estan relacionats, comparteixen la
caracteristica de ser capacos d’unir-se a lligands aromatics. El descobriment de quée
alguns compostos son capagos d’interaccionar amb els dos receptors amb una
afinitat significativa és rellevant. L'origen molecular de la promiscuitat de lligand de
I'ER i I'AhR probablement resideix en les estructures dels seus respectius dominis
d’'unido al lligand (veure més endavant) donat que comparteixen algunes
caracteristiques, com una contribucié important de les interaccions n—n stacking en
el reconeixement del Illigand (Jacobs et al., 2003). Aquestes interaccions sén menys
especifiques que les que estan basades en ponts d’hidrogen i que confereixen
I’especificitat de lligand en la majoria dels receptors nuclears (Jacobs et al., 2003).
A més, el domini d'unié al lligand de I'ER presenta una cavitat hidrofobica d'unid
quasi dues vegades el volum de l'estradiol, el seu lligand natural, una caracteristica
no compartida per altres receptors hormonals amb alta especificitat de lligand (Pike
et al., 2000). Aixo fa que moltes molécules puguin tedoricament encaixar en aquesta
cavitat i, per tant, reproduir com a minim algunes de les reorganitzacions

estructurals, conduint a I'activacié dels gens diana.
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L'ER constitueix un potent activador transcripcional en molts sistemes, incloent el
llevat, probablement degut a la seva forta interacci6 amb una gran varietat de
proteines, algunes de les quals tenen les caracteristiques dels coactivadors
transcripcionals (Shibata et al., 1997; Mak et al., 1999; Edwards, 2000). L'AhR és
un activador molt més deébil per ell mateix. No obstant aixd, la seva via de
senyalitzacié implica la unié a un fort coactivador, I’ARNT, el que augmenta el seu
potencial d’activacié transcripcional (Denison and Nagy, 2003). Aquesta capacitat
d’ambdds receptors d’interaccionar amb diferents coactivadors també pot contribuir

a la seva susceptibilitat per a ser activats per substancies exdgenes.

I.1.2. El receptor d’'estrogens

El receptor d’estrogens (ER) pertany a la familia dels receptors d’esteroides que
inclou molts activadors transcripcionals condicionals capagos de promoure, o en
alguns casos inhibir, I'expressid de gens diana després de la unié dels seus lligands
i que té representants en tot el regne animal, perd no en fongs ni plantes. Tots
aquests receptors comparteixen una estructura similar formada per una série de
regions o dominis comuns en tots ells, encara que la llargada total pot variar entre
els 427 aminoacids del receptor de la vitamina D i els 984 del receptor dels

mineralcorticoides.
Un receptor nuclear tipic conté les seglients regions (Ruff et al., 2000) (Figura I.1):

» A/B: és el domini N-terminal del receptor. Es forca variable i conté un dels
dos dominis amb funcié d’activacié transcripcional (AF) que presenten els

receptors nuclears, I'AF-1.

= C: és el domini d’'unié al DNA (DBD, DNA Binding Domain). Es troba molt
conservat. Té com a diana seqliéncies especifiques de DNA conegudes com a
elements de resposta a hormones. Conté dos dits de zinc, estructures en
forma de llag que presenten un anell d’aquest metall format per un atom de
zinc i quatre residus de cisteina. Els dos dits son necessaris per a unir-se al
DNA; mentre que el dit N-terminal determina |'especificitat de la unié al DNA
(Green et al., 1988), el dit C-terminal sembla implicat en |'estabilitat de la

unio al DNA aixi com en la dimeritzacio dels receptors (Parker, 1991).

= D o hinge: és la regio central i també és forca variable. Conté la senyal de
localitzacié nuclear que determina si un receptor lliure és citoplasmatic o
nuclear (Ikeda et al., 2001).
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= E: és una regio hidrofobica i modular. Conté el domini d’unié al lligand (LBD,
Ligand Binding Domain) i el lloc d’uni6é d’una proteina de xoc térmic, I’'Hsp90.
També conté el segon AF implicat en la transactivacio, I’AF-2.

= F: és el domini C-terminal.

DBD LBD
n —{IZERc | o | E [F]-c
AF-1 AF-2

Figura I.1. Regions d’'un receptor hormonal nuclear.

Els dominis d’activaci6 AF-1 i AF-2 son regulats de manera diferent, com s’ha
demostrat per analisis mutacionals en receptors d’esteroides (Mangelsdorf et al.,
1995). L'AF-2 és estrictament dependent d’hormona, ja que la uni6 del lligand és
necessaria per a provocar el canvi conformacional que el deixara exposat a la
maquinaria transcripcional (Johnson and Craig, 2000). En abséncia de lligand, el
domini E reprimeix I'’AF-1 per mecanismes que encara no sén ben coneguts, tot i
gue sembla probable que sigui com a consequéncia de la unié de I'Hsp90 al domini
E.

L’LBD té una estructura terciaria relativament similar en tots els receptors nuclears.
Aquesta estructura esta formada per onze o tretze hélixs o i varies lamines B que
formen una cavitat d'unié lipofilica (Williams and Sigler, 1998). Dins I'LBD es poden
distingir tres subregions: AF-2 (ja comentada anteriorment), que a més d‘activar la
transcripcié conté un o dos aminoacids de contacte amb el lligand; H9, que
participa sobretot en el procés de dimeritzacié del receptor (Bourguet et al., 1995;
Whitfield et al., 1999); i E1, que resulta crucial per a aquest procés, segurament
formant part de l'estructura adequada per a la formacié de dimers (Bourguet et al.,
1995). A més, a prop del domini N-terminal de la regi6 E1 es troba un residu de
lisina molt conservat que és essencial per a l'activacio transcripcional (Whitfield et
al., 1995; Nolte et al., 1998).

Des del 1996 se sap que en la majoria, sin6 en tots els vertebrats, es troben dues
formes de I'ER, a.iB, amb diferéncies significatives en quant a la seva expressid en
els diferents teixits i a la seva especificitat per alguns lligands (Kuiper et al., 1996).

L'expressié de I'ER és responsable de regular molts processos importants com el
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creixement, la diferenciacio i el funcionament de diversos teixits diana. La Figura

1.2 mostra els diferents teixits a on hi té lloc.

- Cervell
Hipotalem
Pituitaria

- Tim

T cor

Glandula
mamaria

Fetge
Teixit adipos

Tracte
reproductiu

Os

Figura I.2. Teixits i 0rgans a on s’expressa el receptor d’estrogens.

La localitzacié subcel-lular de I'ER en abséncia de lligand ha estat objecte de
controversia, havent-se descrit tant en el nucli com en el citoplasma (Welshons et
al., 1984; Zhang et al., 2004; Cammarata et al., 2004). En qualsevol cas, se sap
que esta unit a un complex multiproteic de xaperones, proteines encarregades
d’afavorir el plegament proteic en general, que impedeixen que el receptor es pugui
unir al DNA. Aguest complex inclou un dimer de la proteina Hsp90 (Catelli et al.,
1985). Un cop s’uneix el lligand al receptor es produeix un canvi de conformacid
qgue provoca l'alliberament del complex multiproteic. Aixo possibilita que el complex
receptor-lligand dimeritzi i s’uneixi a sequéncies de DNA especifiques. Aquestes
seqliéncies s’‘anomenen Elements de Resposta a Estrogens (ERE, Estrogen
Response Elements) i sén sequéncies palindromiques situades en els promotors
dels gens, a prop de llocs d’unidé per a altres factors de transcripcié (Mueller, 2004;
Scrimshaw and Lester, 2004). Quan el complex receptor-lligand s’uneix a I'ERE, la
resta de factors també s’uneixen al promotor i s’activa la transcripcid del gen
(Parker, 1991) (Figura I1.3).
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Figura I.3. Mecanisme d’accié dels lligands que interaccionen amb el receptor d’estrogens. Els
disruptors endocrins afecten principalment aquest mecanisme imitant o bloquejant I’accié dels lligands

naturals.

L'ER mitjanca la resposta estrogénica dels esteroides femenins, el 17B-estradiol i
els seus derivats. Constitueix la diana per als disruptors endocrins amb efectes
feminitzants (Colborn, 1995; Colborn et al., 1993), degut a la seva promiscuitat
que li confereix una gran capacitat d’uni6 a molts compostos quimics. Gran
quantitat de compostos naturals, farmacéutics o industrials com pesticides,
presenten activitat estrogénica, és a dir, actuen com a lligands de I'ER unint-se i
activant aquest receptor (Colborn, 1995; Mangelsdorf et al., 1995; Colborn et al.,
1993; Coldham et al., 1997; Elsby et al., 2000; Scippo et al., 2004; Céspedes et
al., 2004). Per altra banda, els antiestrogens sén compostos que antagonitzen
I'accié dels estrogens competint pel seu receptor de manera que s’hi uneixen

bloguejant els efectes dels lligands naturals (Barron-Gonzalez et al., 2001).

La preséncia de lligands de I'ER en l'aigua s’ha convertit en un important indicador
de la contaminacié humana i industrial. Hi ha multiples informes dels seus efectes
sobre la fauna exposada (Solé et al., 2003a; Solé et al., 2003b; Wester et al.,
2004; Mills and Chichester, 2005), tot i que les evidéncies del seu risc per a la salut

humana segueixen essent poc concloents (Safe, 2005).

1.1.3. El receptor de progesterona

El receptor de progesterona (PR) és un receptor nuclear hormonal que, a ligual que
I’ER, pertany a la familia dels receptors d’esteroides. El PR en general presenta una
distribuci6 més limitada en els teixits que altres receptors d’esteroides i només
s’'expressa en vies reproductores femenines, glandula mamaria, sistema nervids
central i hipofisi. Presenta dues isoformes moleculars, la isoforma A i la isoforma B,

que presenta 164 aminoacids més a l'extrem N-terminal. Les dues isoformes
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provenen d’un sol gen sota control de dos promotors diferents, tenen afinitats
similars vers els llocs d'unié al DNA i poden homodimeritzar o heterodimeritzar
entre elles (Shao et al., 2003).

Els efectes d’activacié dels progestagens, nom genéric dels agents que tenen
capacitat de produir efectes similars als de la progesterona, depenen de |'activacio
d’ambdues isoformes. El procés (Figura 1.4) és essencialment el mateix que es
ddna en el receptor d’estrogens, trobant-se implicada també I’'Hsp90, entre d’altres
(Cox and Miller, 2002).

Complex
inactiu

Dimeritzacié !

Figura I.4. Mecanisme d’accié dels disruptors endocrins que afecten el receptor de progesterona
(Leonhardt and Edwards, 2002).

Dels tres receptors hormonals estudiats, les substancies menys conegudes soén les
que interaccionen amb el receptor de progesterona. S’han fet pocs estudis per a
valorar la preséncia i els efectes d’aquests compostos. Tot i aixi, no és ni molt
menys descartable la preséncia de progestagens en diferents ecosistemes i, tot just
ara, esta augmentant linterés per tal de localitzar, classificar i coneixer les
conseqliéncies d’una exposicid continuada. També s’ha de tenir en compte que
molts compostos amb activitat estrogenica (com els compostos organoclorats,
alquilfenols, bisfenol A, etc.) poden unir-se igualment al receptor de progesterona
(Kuil et al., 1998; Scippo et al., 2004).

I.1.4. El receptor d'hidrocarburs d’aril

El receptor d’hidrocarburs d‘aril (AhR), també conegut com a receptor de dioxines,
és un factor de transcripcid activat per lligand que pertany a la familia de proteines
d’'unié al DNA helix-loop-helix (Hahn et al., 1997) i que, per tant, no esta
emparentat ni evolutivament ni estructuralment (Figura I.5) amb I'ER o el PR. No
obstant aix0, tant pel seu mecanisme de funcionament a nivell molecular com per
les respostes fisiologiques el-licitades per la seva activacié es pot considerar part de

la resposta endocrina en sentit ampli.
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Figura I.5. Regions del receptor d’hidrocarburs d’aril.

S’ha vist que les cél-lules no activades per lligand presenten en el citoplasma un
complex multiproteic de proteines tipus xaperones entre les quals predomina
I'Hsp90 (Carver et al., 1994). Un cop s’uneix el lligand, I’AhR interacciona amb una
proteina nuclear translocadora, I'’ARNT, i entra al nucli cel-lular (Figura I1.6). En
aquest procés es dona un canvi conformacional que implica la dissociacié de I'Hsp90
del complex receptor-lligand facilitant-se la formacié de I'heterodimer de I’AhR amb
I’ARNT. Un cop en el nucli aquest heterodimer és capac¢ d’unir-se a seqiéncies
especifiques del DNA anomenades Elements de Resposta a Xenobiotics (XRE,
Xenobiotic Response Elements). En aquest procés participen altres cofactors i
diversos coactivadors. Aquesta interaccidé activa la transcripcido d’enzims especifics
implicats en el metabolisme de xenobiotics com ara els citocroms P-4501A1
(CYP1A1) i P-4501B1 (CYP1B1), entre d'altres (Jones et al., 1985; Schaldach et al.,
1999; Nebert et al.,1993; Sutter et al., 1994; Safe, 1995a). L'’AhR també regula
altres gens implicats en la proliferaciéd cel-lular, regulacié del cicle cel-lular i
apoptosi (Hankinson, 1995; Sogawa and Fujii-Kuriyama, 1997; Hahn, 1998; Kolluri
et al., 1999; Matikainen et al., 2001).

Lligand

CITOPLASMA

Receptor

Complex
Receptor-Lligand

Figura I.6. Esquema simplificat del mecanisme d’accié dels lligands que interaccionen amb el receptor
d’hidrocarburs d‘aril. Els disruptors endocrins afecten principalment aquest mecanisme imitant o

bloguejant I'accié dels lligands naturals.
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El fet de qué I'AhR activi gens que participen en la degradacié de xenobiotics
permet que es consideri com un mecanisme de destoxicacid de contaminants
ambientals. A vegades, pero, alguns d’aquests processos de degradacié donen lloc
a l'activacido metabolica dels xenobiotics convertint-los en compostos més nocius i
més dificils d’eliminar, de manera que els seus efectes poden veure’s agreujats
(Santiago-Josefat, 2002). Entre els compostos perillosos que es poden trobar en el
medi ambient, els lligands de I’AhR constitueixen un factor de risc important degut
al paper central de I'’AhR en el control del metabolisme secundari, en la resposta
immunologica i en els seus efectes genotoxics. De fet, I'activacié ectopica de I’AhR
constitueix un pas inicial que condueix als efectes toxics d’una gran varietat de
contaminants perjudicials (Ahlborg et al., 1992; Peterson et al., 1993; Giesy et al.,
2002).

Tot i que no es coneix el lligand fisiologic natural de I’AhR, es creu que podria ser
un derivat de l'indole (Denison and Nagy, 2003). Els seus lligands coneguts so6n
compostos aromatics hidrofobics amb estructura coplanaria com els flavonoides,
Iindigo i la indirrubina (Adachi et al., 2001), a més de diferents contaminants
ambientals com s6n compostos aromatics halogenats com la 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD, Figura 1.7) considerat el compost més toxic que
existeix (Gray and Ostby, 1995; Gray et al., 1995; Mably et al., 1992), congéneres
planars de les dibenzodioxines i dibenzofurans policlorats, PCBs i molts hidrocarburs
aromatics policiclics com el benzo[a]piré (Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998;
Shimizu et al., 2000; Fent, 2001) (Figura 1.8). Els flavonoides sén compostos amb
un esquelet caracteristic constituit per dos anells de benzé units per una cadena de
tres carbonis produits normalment per les plantes. Dins d’aquest grup es troba com
a lligand més important el que s’ha utilitzat en aquest treball, la B-naftoflavona.
S’ha de tenir en compte que molts dels lligands que poden interaccionar amb I'ER
també ho poden fer amb I'’AhR, amb possibles efectes toxics additius en la cél-lula
(Scippo et al., 2004).

W

o MMU\ o
@ L

Figura I1.7. Estructura de la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina, coneguda generalment com a dioxina
(TCDD). En verd estan representats els dos anells aromatics units per dos atoms d’oxigen (en vermell).

Cada anell presenta dos atoms de clor (en groc).
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Figura I.8. Estructures d’alguns lligands de I’AhR. Es tracta de compostos aromatics hidrofobics amb

estructura coplanaria.

Amb el nom de “dioxines” es coneix una familia de productes quimics que inclou
algunes de les substancies més toxiques conegudes. Com a substancies
organoclorades, la seva perillositat prové no tan sols de la seva toxicitat siné també
de la seva persisténcia en el medi ambient, ja que poden romandre desenes d’anys
abans de ser degradades, i de la tendéncia a acumular-se dins dels organismes
vius. Els seus efectes inclouen disfunci6 immune, disrupcié endocrina, toxicitat
reproductiva, defectes de desenvolupament, embriotoxicitat, teratogenicitat,
hepatotoxicitat, toxicitat dérmica, letalitat i cancer en vertebrats, fins i tot a
concentracions molt baixes (Abbott et al., 1994; Poland and Knutson, 1982; Connor
et al., 1997; Ahlborg et al., 1992; Peterson et al., 1993; Giesy et al., 2002).

Diferents estudis mostren que el TCDD afecta els nivells de les hormones sexuals
en els animals. Aixi, s’han pogut observar danys permanents en animals amb
nivells d’exposicié extremadament petits durant determinades fases de
desenvolupament, com ara la de fetus. En mascles s’ha observat reduccié dels
nivells de testosterona i del nombre d’espermatozoides, desmasculinitzacio i
feminitzacié en el comportament sexual. També s’han observat disminucions dels
nivells de testosterona en homes adults exposats a dioxines durant la seva feina.
Les dioxines també modifiquen les concentracions de les hormones tiroidals en
animals i nadons. Alguns dels possibles efectes de |'alteracié d’aquestes hormones
inclouen baix pes en el naixement, hiperactivitat i problemes d’aprenentatge i de

memoria. Els danys abans del naixement poden provocar canvis permanents.

Els compostos quimics que provoquen efectes similars als produits pel TCDD es
coneixen com a compostos dioxin-like. S'ha demostrat que molts dels efectes toxics
d’aquests compostos dioxin-like es produeixen mitjancant I’AhR (Nebert et al.,

1993; Lucier et al., 1993). Molts dels estudis que aporten evidéncies d’aquesta
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relacié s’han fet amb ratolins amb el gen de I’AhR disromput (knockouts). Aquests
ratolins son viables tot i que desenvolupen alteracions en diferents organs
relacionades amb I'envelliment indicant que I’AhR també juga un paper important
en la fisiologia i I'hnomeostasi de la majoria dels 6rgans (Fernandez-Salguero et al.,
1997). Durant I'exposici6 d’aquest ratolins a dioxines, s’‘observa que no
desenvolupen simptomes d’intoxicacid, és a dir, no hi ha induccié dels diferents
enzims implicats en el metabolisme de xenobiodtics, com el CYP1A1l. Aixd demostra
que l'expressid d’aquests enzims i la toxicitat d’aquests compostos esta mitjancada
per I'AhR (Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998; Fernandez-Salguero et al.,
1996). A més, aquests ratolins knockouts no desenvolupen lesions significatives en
fetge, tim, cor, ronyo, pancrees, melsa, ganglis limfatics i Uter quan sén exposats al
TCDD (Fernandez-Salguero et al., 1996). De la mateixa manera, aquests ratolins
tampoc desenvolupen tumors en preséncia de benzo[a]pireé, un cancerigen
ambiental que indueix I'expressié6 del CYP1A1l (Shimizu et al., 2000). Totes
aquestes dades aporten una evidéncia directa de quée I'’AhR esta implicat en els

processos de toxicitat i carcinogénesi relacionats amb els compostos dioxin-like.

La preséencia d’aquests compostos esta controlada en els llocs de produccié com els
incineradors. No obstant aix0, es poden trobar en molts ambients diferents,
incloent-hi llocs allunyats, degut a la seva capacitat per a viatjar aerotransportats
llargues distancies a llocs remots allunyats de la influéncia humana (Simonich and
Hites, 1995; Grimalt et al., 2001). Per tant, els assaigs per a detectar l'activacié de
I’AhR i la subsegient transduccié del senyal s’estan convertint en unes eines

interessants per a supervisar la contaminacié en mostres ambientals.
I.2. XENOBIOTICS

La paraula “xenobiotic” deriva del grec "xeno" ("estrany") i "bio" ("vida") i s’aplica a
aquells compostos amb activitat biologica externs als organismes vius perd que
tenen la capacitat d’interaccionar amb ells. “Xenobiotic” és un terme genéric que
s’assigna a tota substancia que ingressa o entra en contacte amb un organisme
sense ser un dels seus components naturals i que és capacg de produir alteracions
en diferents vies metaboliques, sigui de manera immediata o a mitja o llarg termini.
Davant d'aquesta agressid, |I'organisme recorre a un complex sistema per a tractar
de neutralitzar quimicament l'efecte d’aquestes substancies i finalment eliminar-les

de la manera més rapida i eficient possible.

Els xenobiotics poden ingressar en l'organisme per diferents vies: oral, respiratoria,

a través de la pell, etc., essent les més comunes les dues primeres. Sigui quina
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sigui la via d'ingrés, els xenobiotics sempre arribaran a la sang i, per conseglent,
podran afectar a totes les cél-lules de I'organisme. D’aquesta manera, el seu efecte,
beneficiés o toxic segons el cas, dependra de la via d’ingrés, de les caracteristiques
quimiques, de la concentracidé efectiva en sang i, d'una manera molt important, del
poder de destoxicacié que pugui oposar I'organisme al xenobiotic en qulestié. En el
cas de I'hnome, aquests compostos estranys son subseqiientment eliminats, sigui de
manera intacta o metabolitzats per enzims destoxicants que realitzen una
biotransformacié del xenobiotic a través de reaccions d’oxidacid, reduccio, hidrolisi,
conjugacions amb metabolits cel-lulars, etc. El resultat d’aquesta biotransformacio
és la formacié de productes no toxics o de baixa toxicitat cel-lular i que a més

siguin de facil excrecidé (Guengerich and Uebler, 1986; Falkay et al., 1987).

I.2.1. Biotransformacio i bioactivacio6

La biotransformacio és el procés a través del qual els xenobiotics sén modificats
quimicament pel metabolisme dels éssers vius. En ell participa un complex grup de
proteines amb propietats enzimatiques, com el citocrom P-450, que sén capaces de
transformar quimicament els xenobiotics. Totes les cél-lules del nostre organisme
han desenvolupat, en major o menor grau, la capacitat de destoxicacié dels
xenobiodtics, tot i que hi ha algunes que realitzen aquesta funcié de forma més
eficient i especifica. En concret, alguns teixits com el fetge, el pulmd o lintesti
posseeixen la maquinaria metabolica necessaria per a fer front a aquests
compostos estranys. El fetge és el que té una major importancia destoxicant,
concretament sén els hepatocits els encarregats del procés de transformacio

quimica dels xenobidtics previ a la seva eliminacié de I'organisme.

El procés de biotransformacié d’'una molécula estranya en l|'organisme a una
especie excretable es realitza per etapes. En una primera etapa, coneguda com a
Fase I, els xenobiotics no hidrosolubles generalment es converteixen en moléecules
carregades electricament a l'incorporar grups quimics que aporten més polaritat a
I’'estructura. Alguns xenobiotics poden ser eliminats una vegada que han patit
aquesta biotransformacié degut a qué el producte resultant és suficientment
hidrosoluble com per a ser excretat. No obstant aixo, la majoria de les substancies
necessiten d’'una segona etapa, anomenada Fase II o de conjugacid, per a la seva
biotransformacié total. Aquest procés consisteix en la unié del xenobiotic a algunes
molécules d’origen cel-lular formant-se un compost estable, molt poc reactiu i de
gran solubilitat en l'aigua de manera que la seva excrecio, principalment per via

urinaria, és rapida i total.
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A través d’aquest procés global, una molécula d’escassa solubilitat, que hauria de
ser eliminada de l'organisme molt lentament, podra ser facilment excretada a
través de la seva biotransformacié en les etapes I i II. No obstant aix0, a vegades
els metabolits resultants de la biotransformacié d’un xenobiotic sbn més toxics que
el propi xenobidtic original. Aquesta conseqliencia indesitjable de la
biotransformacié té lloc quan es produeixen espécies quimiques molt reactives. El
conjunt de reaccions metaboliques que incrementen la toxicitat dels xenobiotics es

coneixen amb el nom de bioactivacio.

I1.2.2. Toxicologia i contaminacié mediambiental

La toxicologia mediambiental o ecotoxicologia és la divisié de la toxicologia que
s’encarrega de la deteccidé i valoracié de lI'impacte dels agents toxics sobre la
biosfera i/o els ecosistemes. Tracta de les interaccions entre les substancies
quimiques presents en el medi ambient i la biota, i estudia els seus efectes
adversos a diferents nivells, des del nivell de molécula, cél-lula, teixit, organ i

organisme fins a poblacions i ecosistemes.

L'estudi ecotoxicologic dels contaminants requereix una feina multidisciplinar que
inclogui els processos tant fisicoquimics com moleculars, toxicologics, fisiologics i
ecologics. Una relacié causa-efecte entre els efectes trobats i els compostos quimics
analitzats en mostres ambientals és, sovint, molt dificil d’establir i tan sols una
aproximacido que inclogui conceptes ecologics, quimics i toxicoldogics permetra

entendre els efectes ecotoxicologics en els ecosistemes contaminats (Kent, 2001).

La Unid Europea ha establert una estratégia legislativa per a fer front als
xenobiotics degut a l'impacte que tenen en la salut dels éssers vius i als problemes
que s’han trobat associats a ells. L'objectiu de la nova llei europea sobre els
productes quimics, REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction
of Chemicals), és millorar la proteccié de la salut humana i I'ambient a través d’una
millor i més rapida identificacié de les caracteristiques dels diferents xenobiotics. La
regulacié del REACH ddéna una gran responsabilitat a la indUstria que ha de compilar
dades sobre les caracteristiques de les substancies quimiques i proporcionar
informacid sobre la seva perillositat i dels protocols adients per a una manipulacid
segura en una base de dades a on els professionals i els consumidors puguin
consultar-la. Tot aix0 queda reflectit en una série d’accions a curt, mitja i llarg

termini.
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A curt termini s’ha establert una llista de contaminants prioritaris, entre els quals es
troben compostos com els hidrocarburs aromatics policiclics, PCBs, pesticides,
dioxines, etc. Aquestes accions inclouen la supervisié dels seus nivells en els
aliments i en I'ambient, aixi com la identificacié dels grups de persones vulnerables,
com els nens, que necessiten consideracions especials. Les accions a mitja termini
es centren en el desenvolupament i validaci6 dels meétodes acordats
internacionalment per a garantir que els productes quimics sospitosos siguin
analitzats d’una manera rapida i aixi treure conclusions de com poden afectar a la
salut dels éssers vius. També s’encarrega de la substitucié progressiva dels
productes quimics perillosos quan s’identifiquen alternatives més convenients.
Finalment, les accions a llarg termini estan relacionades amb I'actualitzacid i
I'adaptacié de la legislaci6 a través d’una avaluacid de riscs. Aix0 inclou la

incorporacié de nous tests de toxicitat o I'adaptacié dels que ja existeixen.

A part dels contaminants prioritaris, existeix un nombre dificil d’estimar de
contaminants ambientals dels que se sap molt poc o res. Aquests contaminants,
denominats globalment contaminants organics emergents, es defineixen com a
contaminants préviament desconeguts o no reconeguts com a tals la preséncia dels
quals en el medi ambient no és necessariament nova pero si la preocupacio per les
seves possibles conseqiiéncies. Constitueixen una linia prioritaria d’investigacio de
I’Organitzacié Mundial de la Salut, de I’Agencia de Proteccié Mediambiental dels
Estats Units (EPA, Environmental Protection Agency) i de la Unié Europea. Aquests
contaminants no necessiten ser persistents per a ocasionar efectes negatius degut
a la seva elevada produccié i consum que implica una continua introduccié en el
medi ambient. Entre els contaminants organics emergents es poden trobar
retardants de flama (difenil éters polibromats), detergents de tipus alquilfenol
etoxilat i els seus derivats, parafines clorades, ftalats, subproductes de desinfeccid
de l'aigua potable, productes de transformacié de pesticides, metil tert-butil éter i
altres additius de la benzina, surfactants perfluorats, farmacs, productes per a la
higiene personal, bisfenol A, etc. A mesura que les tecniques d’analisi avancen i la
seva sensibilitat i sofisticacié milloren, augmenta el nombre de compostos que per
la seva ubiqlitat, persisténcia i toxicologia es consideren nocius i perillosos per a
I'home i el medi ambient. Els descoberts fins ara representen una part molt petita
dels que segurament existeixen. De tots els contaminants organics emergents, els
que probablement susciten més preocupacid en l'actualitat sén els disruptors

endocrins.

23



INTRODUCCIO

I1.2.3. Disrupcio endocrina

En els Ultims anys ha augmentat la preocupacié a nivell mundial pel possible efecte
nociu resultant de I'exposicié a diferents productes quimics que tenen el potencial
d'interferir amb el sistema endocri d’homes i animals alterant el seu
desenvolupament, creixement, reproduccié i comportament. Els compostos que
alteren el correcte funcionament del sistema endocri dels éssers vius que viuen sota
exposicié continuada es coneixen amb el nom de disruptors endocrins (EDCs,
Endocrine Disruptor Compounds). S’entén per disruptor endocri aquell compost,
natural o sintétic, capag d’interaccionar amb els diferents receptors hormonals bé
suplantant les hormones naturals, bloquejant la seva acci6 o bé augmentant o
disminuint els seus efectes i alterant el correcte funcionament de la via. Aquests
compostos es caracteritzen per actuar a baixes concentracions, ser persistents i
presentar una gran capacitat de bioacumulacid, fet que incrementa enormement la
seva perillositat. Tot aix0 ha fet augmentar I'interés de la comunitat cientifica vers
la identificacié de noves substancies amb capacitat disruptora i el desenvolupament

de nous protocols que permetin la seva deteccid.

Els efectes dels EDCs es coneixen fa més de 30 anys i han estat descrits en moltes

especies animals. Els més destacables son:

= Funcionament tiroidal anormal en aus i peixos

» Alteracions del sistema immunologic d’aus i mamifers

= Alteracions sexuals

= Desmasculinitzacio i feminitzacié de peixos i aus

= Disminucié de la fertilitat i creixement en aus, peixos, mol-luscs i mamifers
= Disminuci6 de I'eficacia en el procés d’incubacid en peixos, aus i tortugues

= Problemes en les closques dels ous

Entre els efectes més destacats en humans associats a l'exposicid a aquests

compostos estan:

= Malformacions en nounats

= Problemes en els testicles

= Esperma anormal i pobre

= Augment en la incidéncia d'infertilitat, deguda a una caiguda en el nombre
d’espermatozoides en I'home i a endometriosis en dones

= Funcionament tiroidal anormal
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= Desenvolupament de cancers de dependéncia hormonal (prostata, ovaris,

mama, etc.)

Els compostos sospitosos d’interferir amb el receptor d’estrogens (xenoestrogens)
son els més coneguts i estudiats. S’entén per xenoestrogen qualsevol substancia
quimica, sigui o no esteroide, externa als organismes vius capa¢ d’unir-se al
receptor d’estrogens i activar la resposta hormonal. Uns sén d’origen natural
(fitoestrogens) i es degraden rapidament, mentre que els d’origen sintétic o
industrial, com ara els estrogens sintétics, pesticides, ftalats, dioxines, PCBs, DDT i
bisfenols, sén molt resistents al pas del temps i, degut a qué es troben amb
freqliencia en el medi ambient i a qué es comporten com a estrogens de gran
poténcia, es consideren responsables de greus alteracions tant a nivell individual
com ecologic. Exemples d’aquests efectes sén greus malformacions en embrions i
fetus de diferents espeécies i, dins de I'espécie humana, s’han trobat evidéncies de
que l'exposici6 a EDCs durant la gestacié pot alterar permanentment tant el
desenvolupament del tracte reproductiu com la seva fisiologia (Gill et al., 1979). En
concret, els xenoestrogens semblen ser responsables de molts casos d’esterilitat
masculina i aparicié de cancer de mama. S’ha vist, per exemple, que compostos
amb activitat estrogenica, ja sigui compostos ambientals com el metoxiclor (Gray et
al., 1985) o bé compostos farmacéutics com el dietilestilbestrol (DES) (McLachlan
and Dixon, 1997), indueixen pubertat precog i produeixen disrupcions en el cicle de
ratolins adults. Es ben conegut el fet que els estrogens tenen un paper crucial tant
en el desenvolupament del tracte reproductiu com en la diferenciacié sexual del
cervell (Cooper and Kavlock, 1997). La disrupcié del desenvolupament sexual
també ha estat descrita en altres espécies com en tortugues (Crews et al., 1995) o

aus (Fry and Toone, 1981).

De tots els xenoestrogens, els més potents son els estrogens sintetics. No obstant
aix0, hi ha altres families de substancies que, tot i presentar una menor activitat
estrogénica, aquesta es veu compensada amb uns nivells ambientals més alts
degut a qué es produeixen i utilitzen en grans quantitats. Aquest és el cas, per
exemple, dels detergents de tipus alquilfenol etoxilat que, juntament amb els
estrogens, van ser identificats en un estudi recent com els responsables de
|'aparicié simultania d’organs reproductors masculins i femenins en peixos en les

rodalies de plantes de tractament d’aiglies residuals (Petrovic et al., 2002a).

Els disruptors endocrins també poden actuar per mitja d’altres receptors, com és el
cas del receptor d’hidrocarburs d‘aril. S’ha vist que |'exposicié al TCDD durant la

gestacio pot provocar malformacions del tracte reproductiu femeni (Gray and
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Ostby, 1995), reduir el nombre d’espermatozoides (Gray et al., 1995) i feminitzar
el cervell masculi (Mably et al., 1992). El TCDD també pot produir cancer, cloracné
(malaltia de la pell que provoca la seva despigmentacid), anormalitats en el sistema

immunologic i disfuncions del cervell (Colborn et al., 1997).

Els EDCs poden, doncs, actuar en multiples vies per multiples mecanismes d’accio i
afectar diferents fases, tant durant el desenvolupament com un cop assolit |'estat
adult, fent extremadament complex l|‘estudi dels seus mecanismes i dels seus

efectes.

I.2.3.1.Les hormones com a contaminants ambientals

Ja fa molts anys que es coneix que I'administracié d’hormones pot tenir efectes
molt importants en I'organisme, fins i tot a concentracions molt baixes. Tot i que
sovint es fan servir les seves propietats amb finalitats terapéutiques, una
contaminacid amb hormones pot tenir resultats molt greus, degut justament a la
seva elevadissima eficiéncia. Un clar exemple es troba a principis dels anys trenta
quan es van tractar rates prenyades amb una petita dosi extra d’estrogens. El
resultat van ser multiples deformacions en les cries: mal desenvolupament sexual,
defectes estructurals en Uter, vagina i ovaris en femelles i deformitats genitals en

mascles (Colborn et al., 1997).

Les hormones naturals, com el 17B-estradiol (E2), o sintétiques, com el 170-
etinilestradiol (EE2) o el dietilestilbestrol (DES), sén presents sobretot en aigles
residuals i sén abocades als rius a on actuen com a compostos contaminants
(Garcia-Reyero et al., 2001). Malgrat que les seves concentracions no acostumen a
ser molt elevades, els seus efectes poden ser perillosos ja que actuen a

concentracions extremadament baixes.

I1.2.3.1.1. Estrogens sintétics

Els estrogens sintétics sén compostos quimics amb activitat estrogénica
desenvolupats industrialment com a productes farmacéutics. S’utilitzen, per
exemple, en pindoles anticonceptives i per al tractament de desordres hormonals
tan freqients com la menopausa. Es comporten de la mateixa manera que les
hormones naturals i provoquen trastorns en la salut humana (Degen and Bolt,
2000). En homes sén els responsables d’una baixa qualitat d’esperma, cancer de
testicle i organs sexuals deformes. En dones provoquen cancer de mama i dels
organs reproductors, malaltia fibroquistica de la mama, sindrome de I'ovari

poliquistic, endometriosi, miomes uterins i malaltia inflamatoria de la pelvis. Els
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fetus i embrions, el desenvolupament dels quals esta controlat en gran mesura pel
sistema endocri, semblen ser particularment sensibles a la seva exposicié (Iguchi et
al., 2002). Les femelles transmeten aquestes substancies quimiques a la seva
descendéncia abans del part i després durant l'alletament i, com a consequiéncia a
la seva exposicio, els individus pateixen durant la resta de la seva vida trastorns de
la salut i canvis en la seva capacitat reproductiva. Se sap que |'efecte disruptor dels
EDCs es pot presentar anys després de la seva exposicid, podent ser molt més

evident en la descendéncia de la poblacié contaminada (Colborn et al., 1997).

Un exemple d’estrogen sintétic amb alta afinitat pel receptor d’estrogens és el DES.
El DES va ser sintetitzat per primera vegada l'any 1938 i immediatament es va
comengar a administrar a dones embarassades amb risc d’avortament. Finalment,
el DES es va acabar administrant per moltes més coses, com la menopausa o el
tractament de l'acne o cancer de prostata, entre d’altres. Uns anys després van
comencar a apareixer els problemes. Es va veure que el DES provocava
malformacions genitals greus com la criptorquidia (falta de migracid testicular) o la
hipospadia (obertura anormal congénita de l'uretra dins de la vagina o en la cara
inferior del penis) en els fills de les dones que havien estat en tractament amb DES

(Gill et al., 1979; Colborn et al., 1997) i cancer de matriu precog en les filles.

Hi ha una linia de pensament que apunta que donat que ja existeixen en la natura
tants estrogens naturals, no hi ha perqué preocupar-se pels sintétics. No obstant
aix0, és important tenir en compte les diferéncies que existeixen entre els
impostors hormonals naturals i els sintétics. Aquests ultims impliquen un perill més
gran que els compostos naturals ja que en el cas dels estrogens sintétics més
hidrofobics poden persistir en el cos durant anys mentre que els estrogens vegetals

(o fitoestrogens) poden ser eliminats en un dia.
I1.2.3.2.Fitoestrogens

Son productes naturals presents en les plantes amb estructura no esteroidal i
activitat estrogeénica. Els fitoestrogens ajuden a regular el creixement de les plantes
i a protegir-les de I'estrés i dels efectes nocius de la radiacié ultraviolada. També es
creu que son part del mecanisme de defensa contra herbivors i patdogens. Aquest
tipus de compostos quimics sén forca abundants en molts tipus d’aliments. Les
dues classes principals de fitoestrogens, més actives i rellevants per al consum
huma, son les isoflavones i els lignans que es caracteritzen per presentar activitat

estrogénica debil en I'organisme.
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Les isoflavones pertanyen a una classe de compostos coneguts com flavonoides,
nom genéric dels compostos fenolics produits normalment per les plantes. Es
troben en una gran varietat de plantes i vegetals, en especial en les lleguminoses i
les graminies, i son estructuralment similars als estrogens, de fet actuen d’una
manera semblant, tot i que la seva accié és molt més débil. Les isoflavones més
estudiades son la Genisteina i la Dadzeina. Totes dues sén compostos derivats de la

soia, Unica font natural d’isoflavones amb quantitats nutricionalment significatives.

I1.2.3.2.1. Genisteina

La Genisteina, un fitoestrogen produit de forma natural present en la soia i en el
trevol vermell, ha atret linterés cientific pels seus possibles beneficis en la
prevencié del cancer i de les malalties cardiaques. De la mateixa manera que altres
fitoestrogens, la Genisteina pot funcionar de dues formes: incrementant o
disminuint els efectes dels estrogens. Aixd és aixi perqué la Genisteina és capag
d’unir-se als receptors cel-lulars activant-los perd no tan intensament com
I'estradiol i, al mateix temps, evita que el propi estradiol s’hi uneixi. El resultat és
gue quan hi ha nivells alts d’estrogens en el cos, com per exemple passa abans de
la menopausa, la Genisteina podria bloquejar parcialment els seus efectes
competint per la unié als receptors i, al comportar-se comparativament com un
estrogen debil, minimitzaria I'efecte estrogénic. Degut a qué els estrogens semblen
incrementar el risc de diferents tipus de cancer, el consum regular de Genisteina
podria ajudar a reduir aquest risc. In vitro s’ha trobat que la Genisteina suprimeix
el creixement d’un gran nombre de cél-lules canceroses, fins i tot en tipus de
cancers que no son afectats pels estrogens (Messina et al., 1994; Alhasan et al.,
2000). En concret, el principal efecte protector s’'obté en tumors de mama, colon i
prostata. Les isoflavones, a més, ajuden a prevenir I'angiogénesi, és a dir, el procés
de formacié de nous vasos sanguinis propis de la formacié d'un tumor (Fotsis,
1995; Fotsis et al., 1997). D’'aquesta forma es deixa al tumor sense font
d’alimentacié i oxigen impedint el seu creixement i es facilita que I'organisme el

pugui eliminar.

Per altra banda, si hi ha pocs estrogens presents en el cos, com passa després de la
menopausa, la Genisteina pot compensar-ho parcialment unint-se als receptors de
manera que alleuja els simptomes propis de la menopausa com sén les sufocacions,
fatiga, suor nocturna, canvis en l'estat d’anim, etc. Aquesta és una rad per a
utilitzar la Genisteina per a prevenir |'osteoporosi. En les dones, |'osteoporosi té lloc
més freqlentment després de la menopausa quan els ovaris deixen de produir

estrogens, els quals tenen un gran efecte protector en els ossos. Estudis en
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animals, aixi com una prova doble cec controlada per placebo en humans,
suggereixen que la Genisteina pot ajudar a restaurar la proteccidé ossia (Fanti et al.,
1998; Morabito et al., 2002). Les evidéncies indiquen que, a diferéncia dels
estrogens que primordialment ajuden a prevenir la destruccié dels ossos, la
Genisteina també podria ajudar a promoure la seva formacié (Fanti et al., 1998;
Morabito et al., 2002).

Nombrosos estudis han demostrat també que el consum d‘aliments rics en
fitoestrogens modifica alguns dels factors de risc de les malalties cardiovasculars.
La Genisteina és la responsable d'un efecte antitrombogénic a l'inhibir I'agregacio
plaguetaria i el creixement de les cél-lules que formen la placa d’ateroma que
obstrueix les artéries, principal causa dels atacs cardiacs (Tham et al., 1998). A
més, alguns estudis in vitro han demostrat que la Genisteina podria reduir l'oxidacié
de les LDL (lipoproteina de baixa densitat) disminuint la seva capacitat aterogeénica,
augmentar els nivells de les HDL (lipoproteines d’alta densitat) i ajudar a evitar que
el colesterol es diposités en les parets dels vasos sanguinis (Tham et al., 1998). Un
estudi doble cec va trobar que el consum de Genisteina també ajuda a relaxar la
paret arterial, efecte que ajudaria a prevenir la malaltia cardiaca (Squadrito et al.,
2003). Les isoflavones també sén antioxidants naturals amb propietats
comparables a les de la vitamina E. Aquesta accié antioxidant de les isoflavones pot
reduir el risc a llarg termini de cancer, prevenint el dany dels radicals lliures en el
DNA.

I1.2.3.3.Bisfenol A

El bisfenol A (BPA) és un xenoestrogen molt present en la vida quotidiana. Es tracta
d’un quimic industrial sintetitzat en la década dels anys trenta i utilitzat
principalment en la fabricacié de plastics, reines epoxid, alquilfenols, poliestirens i
algunes reines de poliéster. Aquest disruptor endocri actua com estabilitzant en
|’elaboracié de policarbonats plastics utilitzats en envasos i contenidors d'Us comu
en la indUstria alimentaria i en la llar, com envasos per a guardar aliments i
begudes, productes electronics i productes de seguretat. També es pot trobar en
detergents (Choi and Jeung, 2003). Estudis posteriors van revelar la seva utilitat
com a ingredient en pesticides, en especial fungicides, aixi com en productes
antioxidants, retardants de flama (com els utilitzats en equips informatics) i
estabilitzants de PVC (clorur de polivinil o PolyVinyl Chloride). La seva amplia

utilitzacio, per tant, assegura una extraordinaria difusié en el medi ambient.
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Diferents estudis en ratolins han suggerit que el BPA té una accio indirecta sobre el
programa de divisid cel-lular que es tradueix en alteracions cromosomiques
associades a |'aparicié d’anormalitats en el fetus o a malalties de base genética com
la Sindrome de Down (Hunt et al. 2003; Can et al. 2005). No hi ha evidéncies de
gue els mateixos efectes es puguin donar en humans, tot i que hi ha grans
similituds en el desenvolupament embrionari d’'ambdues espécies. Per altra banda,
diferents estudis publicats en els Ultims anys han evidenciat la relacié d’aquest
compost amb alteracions del cicle hormonal. S’ha correlacionat la preséncia
d’elevades dosis de BPA en sang i cordd umbilical de dones embarassades amb
I’'aparici6 d’anormalitats en fetus i nounats. També s’ha correlacionat amb un
increment de cancer de prostata, de mama i malformacions reproductives en

diferents espécies animals i en humans (Maffini et al., 2006).

1.2.3.4. Alquilfenols

El 1987 A.M. Soto i C. Sonnenschein treballaven amb cultius de cél-lules
cancerigenes sensibles als estrogens quan van veure que els cultius es
contaminaven amb algun tipus d’estrogen. Finalment, van descobrir que la
substancia contaminant era quelcom que provenia del plastic a on es realitzaven els
cultius. La contaminacié estrogénica va resultar ser produida per nonilfenol,
substancia que pertany a una familia de compostos quimics sintetics anomenats
alquilfenols, que son estructures quimiques senzilles amb un anell fenolic i una
cadena alquilica, ramificada o no (Figura 1.9). Els alquilfenols i els seus productes
de degradacié no es produeixen naturalment sind que tots ells s6n conseqliéncia de
I'activitat antropogénica. Per exemple, el nonilfenol s’afegeix als plastics com a

antioxidant per tal de fer-los més estables i resistents.

A) B)
OH 0 H, H,
O~ C~._ ~OH
C 0 C
H, H;
R R -l
Alquilfenol (AP) Alquilfenol polietoxilat (APEn = m+1)

Figura I1.9. Formula general dels alquilfenols (A) i dels alquilfenols polietoxilats (B) (Ying et al., 2002).

La degradacié de detergents industrials, pesticides i altres productes de neteja
personal fets amb alquilfenols polietoxilats (APEs) (Soto et al., 1991) és una altra
font important de nonilfenol en el medi ambient. Els APEs sén una de les classes de

surfactants més utilitzades per la indUstria. Es fan servir en detergents, pesticides i
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altres productes industrials que acaben abocant-se en les aiglies residuals que
alimenten depuradores o bé directament en el medi ambient. Durant la seva
degradacio es produeixen APEs de cadena més curta com els compostos mono, bi o
trietoxilats, i alquilfenols (APs) molt més actius com el nonilfenol (NP) o |'octilfenol
(OP).

Les aigles residuals son la principal font de contaminacié per APEs dels rius.
Malgrat que aquestes aiglies pateixen un procés de depuracié, aquest no sol ser
suficient per tal d’eliminar-los completament i, per tant, aquests compostos sén
contaminants habituals dels rius europeus a on sén persistents i es troben en
concentracions elevades. Per exemple, s’ha determinat la preséncia de compostos
alquilfenolics i activitat estrogénica i antiestrogénica en diferents punts de la conca
del Llobregat (Garcia-Reyero et al., 2001; Castillo et al., 2000; Solé et al., 2000;
Petrovic et al., 2000a; Petrovic et al., 2000b). També es poden trobar en sediments
(Dayue et al., 1999; Céspedes et al., 2004) i, fins i tot, en I'atmosfera (Dachs et
al., 1999; Van Ry et al., 2000). Durant els processos de desinfeccid i tractament de
les aigles de consum, es generen derivats halogenats del NP i dels seus derivats
alquilats (Garcia-Reyero et al., 2004). De fet, s’han trobat quantitats en el rang des
dels ppb als ppm de derivats del NP halogenats, clorats i bromats, en aigles
preclorades i en fangs d‘una planta de tractament d’aiglies per al consum de
Barcelona, tot i que semblen estar absents (o per sota del limit de deteccid) en

I'aigua de l'aixeta (Petrovic et al., 2001a).

L'OP també prové de la degradacié de detergents i esta considerat, de la mateixa
manera que el NP, un compost estrogenic. De fet, els efectes estrogenics del NP i
de I'OP han estat ampliament demostrats. Experiments fets per J. Sumpter van
demostrar que I'OP produia en les cries de rates tractades amb ell els mateixos
efectes que el DES (Colborn et al., 1997). Estudis previs en el nostre laboratori
(Garcia-Reyero et al., 2004) han demostrat que, a diferéencia del NP que in vitro
presenta una afinitat important per I'ER, molts dels seus derivats actuen com a
estrogens molt débils. En concret, experiments in vivo i in vitro han demostrat que
I’efecte estrogeénic dels alquilfenols és de 3 a 5 ordres de magnitud menor que el
del 17B-estradiol endogen (Ahel et al., 1994; Céspedes et al., 2004; Van den Belt
et al., 2004). Tot i aix0, donada la gran quantitat de fonts de les que poden
provenir, la seva ubiquitat, la seva natura persistent i el seu caracter lipofilic, tot i
la seva baixa estrogenicitat intrinseca, es consideren els principals disruptors
endocrins en el medi aquatic i constitueixen un greu problema tant en el tractament
de residus com en el tema de la toxicologia mediambiental i, per tant, mereixen

una monitoritzacid continua (Ahel et al., 1994; Céspedes et al., 2005).
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I.2.3.5. Ftalats

Els ftalats sén un grup de substancies quimiques sintétiques relacionades
estructuralment amb un acid organic, l'acid ftalic. Els ftalats s'utilitzen
principalment com a additius que s’empren ampliament en plastics, sobretot en
PVC, i altres materials en els que actuen com a plastificants per a fer-los més suaus
i flexibles. Estan presents en una amplia série de productes industrials, en
productes de medicina, per a la llar i de consum, fins i tot en productes d’higiene
personal. Diferents estudis han demostrat que aquestes substancies tenen capacitat
estrogénica débil. Aquests contaminants no necessiten ser persistents per a
ocasionar efectes negatius degut a la seva elevada produccié i consum que implica
una continua introduccié en el medi ambient. Aix0 és important des del punt de
vista toxicologic ja que actualment es poden trobar com a contaminants en
qualsevol ecosistema a on les persones es troben exposades a dosis elevades. De
fet, els ftalats es consideren els contaminants mediambientals més abundants. En
aquest treball s’han analitzat els seglients ftalats: DEHP (bis(2-etilhexil) ftalat), DEP
(dietil ftalat), DMP (dimetil ftalat), DBP (dibutil ftalat) i BBP (butil benzil ftalat).

Els ftalats entren en el cos a través dels aliments, I'aire que es respira, el contacte
amb la pell i les transfusions sanguinies. Segons I'EPA la principal font de
contaminaciéo amb DEHP, I'agent plastificant més utilitzat, és a través dels aliments.
El DEHP contamina els aliments durant I'emmagatzematge a través dels envasos.
També s’utilitza com a additiu en molts materials de construccié fets de PVC, per
exemple, en revestiments de pisos, canonades, paviments i paper pintat. El DEHP
també s'utilitza en perfums i en productes fets de PVC flexible com sén les cortines
de bany, manegues de jardi, bolquers, pel-licules plastiques per a embolicar
aliments, guants, cateéters i altres instruments médics com tubs per a fluids. Els
nens poden absorbir quantitats més elevades de ftalats degut a qué moltes de les
joguines per a la denticié es fan amb vinil altament flexible que conté ftalats. Les
transfusions sanguinies representen una altra font de ftalats en les persones a
través de les bosses que contenen la sang. Els ftalats es dispersen des del vinil o
els aparells medics de PVC a les solucions que després s'introdueixen en els
pacients. Els malalts, especialment els nens degut a qué els seus sistemes encara
estan en desenvolupament, poden ser especialment sensibles a aquesta classe
d’exposicid. La quantitat de ftalats en el cos augmenta també al respirar aire o pols
contaminats amb aquestes substancies provinents dels sols de vinil. El contacte
amb la pell pot ser una important via d’absorcid dels ftalats, per exemple, a través
dels productes higiénics com el sabd. En concret, el DEP s'utilitza en diferents

productes amb aromes com sabons, cremes hidratants, locions, xampus i perfums.
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El DEP també esta present en productes de plastic com els raspalls dentals,
joguines i embolcalls d’aliments. Més del 75% del DBP s’utilitza com a plastificant
en polimers com el PVC, el 14% en adhesius, el 7% en tints i el 3% en altres
aplicacions diverses, entre les que s’inclouen pintures, segelladors, lubricants i
agents cimentants emprats en construccid, aixi com productes de consum, per
exemple, en cosmeétics com esmalts d’ungles, perfums, etc. El BBP també s'utilitza
principalment com additiu per a plastificar el PVC o altres polimers. Entre d’altres,
el BBP també s’utilitza en perfums, laques i espuma per al cabell, adhesius i coles,

productes per a I'automocio i revestiments de sols de vinil.

Els ftalats ocasionen una amplia gamma de riscs per a la salut com sén danys en el
fetge, ronyons i pulmons, aixi com anormalitats en el sistema reproductor i en el
desenvolupament sexual (Duty et al., 2003; Foster, 2005). En animals de laboratori
s’han observat efectes de disminucid de pes, funcié testicular i nombre
d’espermatozoides en la descendéncia d’animals exposats (Sharpe et al., 1995;
Gangolli, 1982). Els ftalats també soén toxics per als embrions en desenvolupament,
provocant malformacions i mort. A més, els ftalats es classifiquen com a 'probables
cancerigens en humans' (Kleinsasser et al., 2000 ; Sonne et al., 2004 ; Foster,
2005).

1.2.3.6.Desincrustants heterociclics

Des de fa anys, s’'afegeixen alguns biocides a les pintures utilitzades en
embarcacions per a evitar el creixement d‘algues i altres organismes vius en les
superficies que estan en contacte amb l'aigua. Els productes quimics utilitzats en
I'actualitat substitueixen als compostos organometal-lics d’estany, com el tributil
estany (TBT), que s’han utilitzat des de fa anys i que actualment estan prohibits
degut als problemes de toxicitat que presenten (Lépez de Alda et al., 2001; Castillo
et al., 1997). Entre ells es troben dos compostos heterociclics analitzats en aquest
treball: el Sea-Nine i I'Irgarol (Petrovic et al., 2001b).

El Sea-Nine® és un netejador molt actiu contra les algues i diatomees. El seu
ingredient actiu és el DCOI (4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolina-3-ona), que resulta
extremadament toxic per a una amplia varietat d’organismes marins que estan en
contacte directe amb les embarcacions (Arrhenius et al., 2006). Tot i que el DCOI
que forma part de la pintura de l'embarcacié és estable, quan s‘allibera per
lixiviacid i es posa en contacte amb l'aigua del mar, es degrada rapidament per

diferents microorganismes a compostos que sén basicament no toxics. L'Irgarol és
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un altre agent biocida antialgues que recentment s’ha utilitzat en pintures

antiincrustants per a embarcacions.

Altres biocides que substitueixen com a antiincrustants als TBTs son el Diclofluanid
(fenilsulfamida amb propietats com a acaricida i fungicida afegida a les pintures i a
la fusta per a donar proteccid) i el Diuron (veure més endavant) (Petrovic et al.,
2001b).

I.2.3.7.Fenilurees

Els derivats de la fenilurea sén herbicides utilitzats en agricultura per a controlar les
males herbes en plantacions de diferents conreus i en zones no conreades com
carreteres, vies i parcs. Entren en les plantes a través de les arrels i actuen inhibint
la fotosintesi. En aquest treball s’han analitzat tres derivats: el Diuron, el N-Demetil
diuron i la 1-(3,5-Diclorofenil)urea.

De tots ells, el més utilitzat és el Diuron. El Diuron es considera toxic per a |'ésser
huma en el que provoca irritacié en pell i mucoses per contacte. Conté quantitats
significatives de dues impureses del seu procés de fabricacio, el 3,3'.4,4'-
tetracloroazobenze i el 3,3',4,4'-tetracloroazoxibenz&é, que presenten activitat
dioxin-like i que causen cloracné i importants afeccions en la pell. Els efectes
sistémics només soén probables en cas d’una ingesta considerable i inclouen
taquicardia i reduccié de la capacitat pulmonar, nausea, vomits, emfisema moderat
i perdua cronica de pes per exposicié perllongada. El 1997 I'EPA el va classificar
com a un conegut/probable cancerigen (US EPA, 1999). Es persistent i es pot
trobar en aigua, sediments i sols marins. També s’utilitza com a biocida accelerador
en pintures antiincrustants a on la seva activitat incrementa l'eficacia del coure
d’aquests productes. La legislacié de la Unié Europea estableix limits molt rigorosos

per a la preséncia d’aquests compostos en aigles i aliments.
1.2.3.8.Benzotiazoles

El benzotiazole (BZT) és un compost aromatic heterociclic emprat en sintesi
organica la molécula del qual esta constituida per dos anells condensats, un de
benzé i un de tiazole. Es troba amb freqliéncia en diferents compartiments
ambientals com sediments i aigles residuals, a més de residus hospitalaris, a on
presenta un important impacte en el medi ambient degut a qué és un compost molt

poc biodegradable i a la seva potencial toxicitat.
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Els benzotiazoles tenen un ampli espectre d’activitat biologica. Segons les
substitucions en l'anell de tiazole s’utilitzen com a fungicides, agents antialgues,
vulcanitzadors relacionats amb la fabricacié de cautxu, asfalt, rodes, plastics, etc., i
en medicina. En concret, alguns presenten una potent activitat antitumoral inhibint
el creixement de tumors de manera selectiva en una série de linies cel-lulars (Shi et
al., 1996; Kashiyama et al., 1999; Yoshida et al., 2005). També sén efectius en el
tractament de desordres degeneratius com l’esclerosi lateral amiotrofica (Jimonet
et al., 1999; Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al., 1996) i en pacients amb
Huntington (Heiser et al., 2002). En aquest treball s’'ha analitzat el BZT junt amb
dos derivats seus: el 3’-hidroxi benzotiazole (BZT-OH) i el 2-metil benzotiazole
(MetBZT).

I1.2.3.9.Contaminants organics persistents

Els contaminants organics persistents (POPs, Persistent Organic Pollutants) han
anat guanyant importancia a mesura que s’han anat coneixent més profundament.
Es pot dir que els POPs so6n contaminants amb un efecte global, independentment
del seu origen. El fet de qué els POPs siguin compostos organics persistents, volatils
o semivolatils i bioacumulables (De Voogt and Brinkman, 1989) i de qué presentin
una elevada estabilitat quimica i hidrofobicitat fa que resultin altament perillosos
degut a la incapacitat del medi per a eliminar-los a curt termini fent que romanguin
molt de temps en el medi, fins i tot aquells que ja han estat prohibits i han deixat
de produir-se. De tots els POPs, els compostos organoclorats son els més ben

coneguts.
1.2.3.9.1. Compostos organoclorats

Els hidrocarburs aromatics es poden estabilitzar quimicament substituint els atoms
d’hidrogen per diversos halogens com el fluor, el clor, el brom i el iode. De tots
aquests, el clor ha estat el més utilitzat, donant lloc als compostos organoclorats
(OCs, Organochlorine Compounds). Tecnicament |'estabilitat que s’aconsegueix
mitjancant la cloracid, o altres formes d’halogenacidé, és una caracteristica molt
desitjable ja que permet una major resisténcia i durabilitat, caracteristiques

importants per exemple en el cas dels pesticides.

Des del punt de vista ambiental, els compostos organoclorats tenen tres propietats
molt importants que fan que siguin especialment perillosos (Newton, 1979). La
primera és una enorme estabilitat quimica en el medi que els fa resistents a la

degradacio fotolitica, quimica i biologica i fa que romanguin practicament inalterats
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durant periodes de temps molt llargs (Tanabe and Tatsukawa, 1986; De Voogt and
Brinkman, 1989). Es considera que com més residus de clor presentin més
recalcitrants sén, o sigui, més persistents degut a qué presenten una major
hidrofobicitat i, per tant, estan menys biodisponibles. La segona propietat és la
seva elevada tendéncia a bioacumular-se a través de la cadena trofica (Looser and
Ballschmitter, 1998; D’Adamo et al., 1997). Tot i que es tracta de lligands débils, la
seva elevada liposolubilitat implica la seva persisténcia en el teixit adipés dels
éssers vius, provocant efectes toxics cronics fins i tot a nivells ambientals

relativament baixos (Bernes, 1998).

La bioacumulacié defineix la capacitat dels éssers vius d’acumular contaminants
quimics en el seu organisme, ja sigui directament a partir del medi on viuen
(bioconcentracid) o bé mitjancant la seva alimentacié (biomagnificacid) (Hellou et
al., 1998). La bioacumulacié dels compostos contaminants esta regulada per
diversos factors com poden ser les propietats fisicoquimiques i la biodisponibilitat
del compost, les condicions ambientals, el contingut lipidic dels teixits i la
susceptibilitat de I'especie i/o de I'individu (Barron, 1990). No obstant aix0, la seva
disponibilitat dependra sobretot de la seva solubilitat en aigua (Baumard et al.,
1998).

La tercera propietat és el fet de ser compostos semivolatils, la qual cosa deriva en
una gran capacitat de distribucié arreu del planeta ja que son transportats per
I'atmosfera fins a llocs molt llunyans dels seus punts d’emissié (Muir et al., 1990;
Wania and Mackay, 1996), dispersant-se ampliament per tots els compartiments
mediambientals (aire, aigua, sol, sediments i éssers vius) i arribant a ser detectats
fins i tot en zones remotes suposadament netes on no s’havien produit ni aplicat
mai (Atlas and Giam, 1981; Wania and Mackay, 1996). Per exemple, s’ha trobat
una important acumulaci6 de PCBs en el Cercle Polar Artic (Muir et al., 1988)
afectant a les poblacions indigenes i a la fauna local (Norstrom et al., 1988) degut a
que les baixes temperatures afavoreixen la precipitacié d’aquestes substancies
(efecte de destil-lacid global o grasshopper effect) (Wania and Mackay, 1996;
Grimalt et al., 2001; Simonich and Hites, 1995).

L'intercanvi gasés aire-sol i aire-aigua i la deposicié sén els principals processos
d’arribada dels POPs des de l'atmosfera al sol, aigua i sediments. La importancia
relativa d’aquests processos depén molt de les condicions meteorologiques i de la
climatologia propia de la zona (McVeety and Hites, 1988; Hoff et al., 1996; Muir et
al. 1996). El sol té una gran importancia en I'acumulacid, transformacio i reciclatge

dels POPs. Els sols han actuat com a llocs d’emmagatzematge dels POPs durant els
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periodes de major concentracié en l'aire. En periodes de restricci6 com l‘actual,
sobretot a nivell de compostos organoclorats, els sols poden revertir el seu paper
acumulador i assolir una major importancia com a alliberadors dels POPs acumulats
(Harner et al, 1995; Ribes, 2003). De fet, alguns autors consideren que el sol és
actualment la principal font de reincorporacié de POPs a I'atmosfera (Harrad et al.,
1994; Harner et al., 1995; Alcock et al., 1999).

Els POPs arriben a l'aigua bé per processos de deposicido o bé per intercanvi gasos
amb l'atmosfera. Un cop en l‘aigua, els POPs poden patir diferents efectes: poden
entrar a formar part de la cadena trofica o bé sedimentar. Quan els POPs sén
ingerits o absorbits per la fauna, es van bioacumulant i entren a formar part de la
cadena trofica; mentre que quan arriben als sediments, es poden acumular, poden
ser degradats o poden resuspendre’s i tornar a incorporar-se a l'aigua. Un cop els
POPs es troben en el sol, vegetacié i aigua, poden ser reincorporats a |'atmosfera

mitjancant intercanvi gasds (font d’emissié secundaria).

Els sediments es consideren com a desti final dels POPs. Aquests s'hi van
acumulant i, degut a la seva elevada hidrofobicitat, la redissolucié esdevé molt
lenta. Aix0 fa que els sediments puguin actuar com a una font continua de
contaminants (Bernes, 1998). Els POPs que arriben als sediments, aixi com la seva
distribucid, poden diferir en gran manera dels POPs que es troben en el sol, degut
basicament als processos interns del llac, com la recirculaci6 de l'aigua o la
resuspensid. Estudis previs en el nostre laboratori han mostrat quantitats
significatives de compostos amb activitat estrogenica i dioxin-like en llacs europeus
remots d’alta muntanya que s’han relacionat amb activitat humana (Garcia-Reyero
et al., 2005; Boronat et al., 2007b). Aquests contaminants van trobar-se en
concentracions massa elevades per a les suposades condicions pristines d’aquests
llacs (Wathne et al., 1997; Fernandez et al., 1999; Fernandez et al., 2000; Grimalt
et al., 2001). Aquests llacs d‘alta muntanya poden ser utilitzats com a punts de
referéncia per a observar i avaluar la contaminacié per transport atmosféric a gran
distancia, ja que estan situats Illuny de les zones que tenen un impacte huma
directe i el seu proveiment d’aigua ve de la pluja i la neu, de manera que actuen
com a col-lectors passius de substancies quimiques antropogéniques
aerotransportades. Les masses d’aire que arriben a les zones d’alta muntanya ja
han recorregut grans distancies i, per tant, els contaminants que s’hi troben sén
molt variables i és gairebé impossible determinar la seva procedéncia ja que poden
haver passat per moltes fonts d’emissié diferents i poden haver patit molts

processos de degradacio.
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Aquestes caracteristiques fan que la majoria dels OCs formin part de les llistes de
contaminants organics persistents prioritaris publicades pel Programa del Medi
Ambient de les Nacions Unides, la Unié Europea i I'EPA. A continuacié es presenta

una breu descripcid dels principals grups d'OCs.

= Clorobenzens

Els clorobenzens o benzens clorats (CBs) sén anells aromatics amb un o més atoms
de clor substituint hidrogens que s’utilitzen com a intermediaris en les tintures i
com a dissolvents. Entren en l'organisme a través de la seva inhalacié o, quan
estan en forma liquida, per absorcidé cutania. Els efectes nocius que produeixen es
classifiquen com a locals i sistémics. El efectes locals son irritacio de la pell,
conjuntiva i membranes de les mucoses de les vies respiratories superiors; a més,
el contacte perllongat o repetit amb els clorobenzens liquids pot provocar cremades
en la pell. En quant als efectes sistémics, cal tenir en compte que la seva toxicitat,
en general, disminueix a mesura que augmenta el nombre d’atoms de clor
substituents. Basicament, l’exposicié aguda a aquests compostos pot causar
somnoléncia, falta de coordinacié i pérdua de coneixement, mentre que I'exposicid
cronica pot produir lesions hepatiques, renals i pulmonars, segons s’ha demostrat

experimentalment.

El pentaclorobenzé (PeCB) s’ha utilitzat en el passat com a plaguicida, agent
pirorretardant i, en combinacié amb els PCBs, en fluids dieléctrics (olis aillants).
Arriba al medi ambient a través d’emissions indirectes de la incineracié de residus i
de diferents produccions industrials com la refineria del petroli. També es pot trobar
en els fangs activats de les instal:-lacions de tractament d’aigiies de rebuig. Tot i
qgue la majoria dels paisos industrialitzats van posar fi a la seva produccié fa més
d’una década, les concentracions de PeCB en teixits humans han romas constants
en els Ultims anys ja que dues terceres parts dels pentaclorobenzens produits en
totes les eépoques continuen utilitzant-se en transformadors o altres equips eléctrics

i, per tant, poden ser objecte d‘alliberament accidental.

L'hexaclorobenzé (HCB) és un subproducte industrial de la fabricacié de compostos
organoclorats, generant-se també en els incineradors de residus com a subproducte
de combustié. S’utilitza com a fungicida en el tractament de llavors i com a
conservant de la fusta. La produccié d'HCB va comengar en els Estats Units el 1915
i va patir un enorme increment com a subproducte industrial a partir dels anys
seixanta. La seva baixa solubilitat fa que es trobi associat sobretot en sols i

sediments (Grimalt et al., 1988). En quant a la seva toxicitat, I'HCB inhibeix la
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fotosintesi en algues, afecta la fertilitat en rates, provoca efectes teratogenics en
ratolins i causa porfiria en éssers humans (Rapaport and Eisenreich, 1988). També
s’ha trobat una relaci6 entre el cancer de tiroide i I'exposicié cronica a HCB (Grimalt
et al., 1994).

= Policlorobifenils

Els policlorobifenils o bifenils policlorats (PCBs) sén compostos aromatics clorats
derivats del bifenil per substitucié dels atoms d’hidrogen per atoms de clor. Dins del
grup dels PCBs es troben 209 congéneres diferents amb la segiient formula general
Ci2H10.nCln, @ on n varia entre 1 i 10, de manera que els diferents congéneres es
diferencien en el seu grau de cloracié i en la posicié d’aquests clors, criteri en el que

es basa el sistema de nomenclatura de la IUPAC per a numerar els PCBs.

Degut a les seves propietats, entre les quals es troba una elevada estabilitat
quimica i térmica, inflamabilitat baixa o nul-la, constants dieléctriques baixes i
pressié de vapor baixa a temperatura ambient, els PCBs han tingut aplicacions molt
diverses en els sectors comercial i industrial. Per una banda, en sistemes oberts
s’utilitzen com a plastificants en segelladors, paper de transferéncia, agents
impregnants, pintures, adhesius, ceres, lubricants, additius per a ciment i guix,
agents de fundicid, retardants de flama, olis d’immersié i plaguicides. Per altra
banda, en sistemes tancats s’utilitzen com a fluids dieléctrics en transformadors i
condensadors, fluids refrigerants en intercanviadors de calor i fluids hidraulics
anticorrosius i resistents a la calor en equips de mineria i bombes de buit. Els PCBs
també es formen com a subproductes en molts processos quimics, com en la
produccié de dissolvents clorats, pigments i adhesius, aixi com en processos

d’incineracié i en emissions de vehicles (Tolosa, 1993).

La seva producci6 comercial va comencar lany 1929 en els Estats Units,
augmentant-ne considerablement el consum durant la década dels seixanta. Un cop
demostrats els seus efectes negatius sobre el medi ambient, la fauna i, fins i tot,
I’ésser huma, la seva produccié va disminuir en gran mesura fins arribar a aturar-
se. A finals dels setanta la seva produccid, manipulacié, distribucid i
comercialitzacié va ser prohibida en els Estats Units, Japo i Gran Bretanya, pero va
continuar en altres paisos europeus fins a mitjans dels anys 80. La utilitzacié dels
PCBs en sistemes oberts actualment esta prohibida en molts paisos, perd encara no
han estat substituits en tots els equipaments eléectrics que constitueixen una font

d’emissié difusa, important i perenne.
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Entre els antecedents sobre danys a la salut provocats pels PCBs esta la intoxicacio
de més de mil persones per la ingestié d’oli de segd d’arrdos contaminat amb PCBs
el 1968 a Yusho, Jap6 (Rogan et al., 1995; Jacobson et al., 1996; Aoki, 2001). Aix0
va ser degut a una fuita en un intercanviador de calor d’una fabrica d’aliments.
Entre els simptomes més notoris van destacar cloracné, marejos, debilitat en les
extremitats, malestar gastrointestinal i trastorns en [I‘aparell respiratori i
reproductor. Els nens nascuts de mares amb simptomes de Yusho van ser de mida
inferior a la normal i, inicialment, van presentar pigmentacié cutania. El 1979 va
tenir lloc un altre episodi d‘intoxicacié similar, denominat Yu-Cheng (Taiwan), en el
que la poblacié va consumir arros contaminat amb PCBs i altres compostos. Entre
les victimes van observar-se efectes similars als de Yusho i també es van donar
alteracions en la funcié hepatica. Els nounats de mares Yu-Cheng van presentar

simptomes de toxicitat aguda (Rogan, 1989, Rogan et al., 1988).

Els PCBs son absorbits pels pulmons, per la pell i pel sistema gastrointestinal i es
bioacumulen principalment en el teixit adipds, tot i que també s’ha trobat alguna
transferencia placentaria. Malgrat que els PCBs s6n uns compostos
extraordinariament persistents, molts congéneres so6n metabolitzats in vivo a
derivats més polars (Sundstrom et al., 1976 ; Sipes and Schnellmann, 1987). El
metabolisme d’aquestes substancies s’ha estudiat en animals de laboratori pero no
en éssers humans i, en la majoria dels animals estudiats, s’ha vist que la
biotransformacié metabolica dels PCBs disminueix a mesura que augmenta la
cloracié. Estudis en mamifers i aus de PCBs amb 1, 2, 3, 4 o 5 atoms de clor han
demostrat que aquests PCBs romanen menys temps en el teixit adipds i s’excreten

més facilment en femtes que la majoria dels PCBs amb 6 o més atoms de clor.

Estudis de toxicitat dels PCBs indiquen toxicitat aguda per exposicid a dosis molt
elevades (lesions dérmiques i oculars, desordres respiratoris, etc.) i efectes cronics
gue indueixen hepatotoxicitat i desordres immunologics i reproductius, entre
d’altres (Lang, 1992; Erickson, 1997). Els metabolits hidroxilats dels PCBs
presenten activitat estrogénica (Safe, 1995b; Layton et al., 2002) i, a més, alguns
PCBs son capacos d’alterar l'activitat de les hormones tiroidals (Goldey et al.,
1995). Aquests compostos afecten els processos regulats per les hormones tiroidals
durant el desenvolupament i poden provocar alteracions permanents en les
funcions del cervell adult. Aquestes observacions no tan sols s’han realitzat en
animals de laboratori, sind6 que també s’han trobat dificultats d’aprenentatge en
nens exposats a elevats nivells de PCBs, ja sigui a través de la placenta durant la
gestacid o bé a través de la llet materna durant l'alletament. L’exposicié a alguns

congeéneres de PCBs també s’ha relacionat amb mutacions d’algun oncogen en
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cancer de pancrees (Porta et al., 1999). De fet, estudis realitzats en animals
indiquen que els PCBs sén cancerigens i s’ha determinat la probabilitat de qué

barreges de PCBs siguin cancerigenes en persones.

Els PCBs planars, aquells que tenen com a maxim una substitucié en posicidé orto,
s6n els més toxics, segurament degut a qué son capagos d‘adoptar una
conformacio coplanaria i actuar com a contaminants dioxin-like a través de la seva
interaccié amb I’AhR. Els PCBs planars analitzats en aquest treball sén el PCB9, el
PCB29, el PCB58, el PCB77 i el PCB126.

» 4,4’-DDT i 4,4’-DDE

El 4,4'-DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)eta) va ser sintetitzat I'any 1874 i el
1939 es va comencar a utilitzar com a plaguicida. Gracies a la seva enorme eficacia
ha permeés la desaparicié de la malaria en moltes zones del planeta i el control de
més de 20 malalties humanes greus incloent-hi la pesta bubonica, la febre groga, la
tripanosomiasi, l’elefantiasi i I’encefalitis, aixi com un augment enorme en la
produccié de collites d’aliments al matar les plagues d’insectes. Aquesta gran
eficacia unida a la seva baixa toxicitat en humans va ser la responsable de qué el
DDT s’utilitzés de forma indiscriminada, assolint uns nivells de produccié molt
superiors als de qualsevol altre OC. Degut a aix0, tot i que es va prohibir la seva
produccid i utilitzacié en la majoria dels paisos fa més de tres decades, el DDT és
un contaminant que sovint continua detectant-se en els diferents compartiments

ambientals.

Tot i que el 4,4-DDT és un compost molt persistent en el medi ambient, va
degradant-se molt lentament, degut a la radiacié solar o bé a l’'accié microbiana o
metabolica, transformant-se en 4,4’-DDE (1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)etile) i
d’aqui a 4,4’-DDD (1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorofenil)eta), ambdds també molt
resistents i amb propietats quimiques, fisiques i toxicologiques similars a les del
producte original. Tots ells presenten una elevada tendéncia a bioacumular-se en
els éssers vius emmagatzemant-se en el teixit adipdés a on el 4,4'-DDE és el
metabolit més persistent degut a qué és relativament inert (Lund, 1998). El 4,4'-
DDE també és el metabolit majoritari en I'atmosfera (Wittlinger and Ballschmiter,
1987) i, com a conseqliéncia, és el metabolit principal en sols i sediments de zones

d’alta muntanya a on l'aportacid és principalment atmosférica.

L'exposicid a aquests compostos s’ha associat a efectes teratogeénics, disrupcio

endocrina, efectes cancerigens i disminucié de l'eficacia del sistema immunologic
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(Colborn et al., 1997). S’han vist exemples d’aquests efectes en belugues, gavines,
0ssos polars i foques (Colborn et al., 1997). Els efectes toxics del DDT i dels seus
derivats en els éssers vius no van ser del domini public fins a finals dels anys
seixanta amb la publicacié del best-seller Primavera Silenciosa (Carson, 1962) a on
Rachel Carson va exposar tots els perills ecologics derivats de la seva utilitzacio,
fins i tot arribant a dir que acabarien desapareixent tots els ocells del mén si es
continuava utilitzant aquest insecticida. Com a conseqiéncia d’aix0, el 1972 I'EPA
va prohibir la utilitzacié del DDT argumentant la seva gran persisténcia, la seva
capacitat de bioacumulacié i la seva elevada toxicitat, la qual cosa va desencadenar
un desproveiment en el Tercer Mon que va propiciar un increment en el nombre de
casos de malaria. Es per aixd que moltes nacions van decidir tornar a la seva
utilitzacié. EI 15 de setembre del 2006 I'Organitzacié Mundial de la Salut va
anunciar que aquest insecticida tornaria a formar part del seu programa per a
eradicar la malaria. Estudis cientifics (Breman et al., 2007) mostren que la
utilitzacié de DDT com a fumigant d’interiors associat a la utilitzacié6 de mosquiteres
si és efectiu en la prevencié de la malaria i no presenta perill per a la vida salvatge
ni la ineficacia a mitja termini que la seva utilitzacié indiscriminada com a biocida
presenta en els cultius (Begon et al., 1996). La comunitat ecologista i part de la
comunitat cientifica dubta d’aquesta benignitat i existeix consens per a atribuir
potencial nociu, i en molts casos cancerigen, al DDT. Tractant-se d’una qliestié en
la que intervenen interessos economics i grups de pressio, els estudis d’ambdues
parts no han estat acceptats de manera concloent i definitiva, tot i que de forma
generalitzada s’accepta que el DDT no és un compost innocu per a la cadena
trofica. Actualment, s’ha restringit el seu Us per a la prevencié de malalties com la
malaria i com a coproducte de la sintesi del dicofol, un acaricida, sempre que el
contingut total de DDT sigui inferior al 0.1%. No obstant aix0, la utilitzacié del DDT
es va comengar a abandonar una decada abans de la seva prohibicié degut a les
soques d’insectes resistents, segons algunes fonts, i, segons altres, degut a

I’'aparicioé de nous plaguicides menys toxics que les alternatives actuals.
= Hexaclorociclohexans

Els hexaclorociclohexans (HCHs) es van utilitzar com a bomba de fum durant la
Segona Guerra Mundial i, posteriorment, com a insecticides. A finals de la década
dels setanta la utilitzacid dels HCHs va augmentar desaforadament com a

consequiéncia de fortes restriccions en I'Us del 4,4’-DDT (Walker et al., 1999).

Els HCHs es presenten en dues férmules comercials: la técnica, una barreja de
diferents isomers (o-HCH: 55-80%; B-HCH: 5-14%,; y-HCH: 8-15%; &-HCH: 2-
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16%; i e-HCH: 3-5%); i el linda, nom comercial de I'isomer v (>90%), que és |'lnic
amb activitat insecticida. El linda és el més utilitzat en I’'Europa Occidental, en els
Estats Units i en paisos de I'hemisferi sud, mentre que en paisos en vies de
desenvolupament com Polonia, Romania, india, Xina, Méxic i Brasil es fa servir

sobretot la formula técnica degut al seu baix cost.

Els HCHs son els POPs més solubles en aigua de manera que en sistemes lacustres
es troben sobretot dissolts més que no pas associats a particules o sediments. Els
isomers a-HCH i y-HCH es troben majoritariament en mostres ambientals d’aire,
aigua, sediments i sols, mentre que I'isomer B-HCH es troba principalment en teixit
adipds i fluids biologics com la llet materna i la sang (Willet et al., 1998). En quant
a la seva toxicitat, els HCHs presenten toxicitat aguda en mamifers i la seva
exposicié cronica s’ha relacionat amb problemes immunologics i neurologics en
humans i amb cancer de fetge en rates i ratolins. El y-HCH es considera el més
toxic de tots els HCHs (Willet et al., 1998; Walker et al., 1999).

1.3. BIOASSAIGS BASATS EN LA UTILITZACIO DE LLEVATS
RECOMBINANTS

La preséncia de xenobiotics es pot detectar mitjancant meétodes directes, com
I'analisi quimica, o indirectes, com els bioassaigs. Un bioassaig és un experiment in
vitro dissenyat per a mesurar els efectes de diferents substancies en un organisme
viu. Un dels bioassaigs més emprat és l'assaig amb llevats recombinants (RYA,
Recombinant Yeast Assay) que es basa en llevats modificats genéticament per tal
de determinar la preséncia de xenobiotics en el medi. Sén analisis dirigides a
supervisar les afinitats d’unié de diferents lligands als seus receptors i no a predir
els efectes biologics, que per a molts sistemes hormonals requeririen I'animal
sencer o fins i tot poblacions. La disponibilitat de soques de llevat manipulades
geneticament per a expressar i seguir l'activitat dels receptors hormonals ha estat
un aveng important en la deteccid de la possible activitat disruptora endocrina en el
medi ambient aixi com en I'screening del cada cop més gran nombre de compostos
quimics que apareixen cada any en el mercat (Coldham et al., 1997; Garcia-Reyero
et al., 2001; Andersen et al., 1999; Bovee et al., 2005). Aquests bioassaigs han de
donar una resposta qualitativa a la preséncia o no preséncia de contaminants de
manera que poden ser una eina molt fiable en un primer screening. El propdsit
d’aquest tipus de screening és realitzar una eliminacié rapida i barata de les
mostres que no presentin activitat biologica i permetre una analisi més exhaustiva
per técniques cromatografiques per a identificar i quantificar els compostos

presents en aquelles mostres que donen una clara resposta positiva (Pawlowski et
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al., 2004; Schmitt et al., 2005; Pinto et al., 2005). Es tracta, doncs, d'una eina
molt util per a la deteccié de xenobiotics en els screenings in vitro inicials de
substancies quimiques o mostres ambientals (Leskinen et al., 2005) degut als

seguents avantatges:

* Els llevats sén organismes facils de manipular

= ElI RYA permet veure els efectes “in vivo”

= Té una elevada capacitat de processament de les mostres
* La interpretacié dels resultats és simple

= Els costos son baixos

En aquest treball el RYA s’ha utilitzat per a correlacionar la preséncia de xenobiotics
amb activitats biologiques potencialment nocives en mostres ambientals (Feldman
and Krishnan, 1995; Thomas et al., 2001; Quirds et al., 2005) i per a establir
relacions entre l'estructura quimica i I'afinitat de diferents compostos quimics i dels
seus derivats per diferents receptors nuclears de vertebrats (Gaido et al., 1997;
Nishihara et al., 2000; Garcia-Reyero et al., 2004; Arulmozhiraja et al., 2005).

Els receptors nuclears sén factors de transcripcié que activen gens diana després de
I’'addicié al medi d’un lligand apropiat (Mangelsdorf et al., 1995). Aquesta funci6 pot
ser reproduida en llevats, que contenen la major part de la maquinaria
transcripcional requerida pels receptors per a unir-se al lligand i activar la
transcripcié (Pham et al., 1992). No obstant aix0, els llevats no presenten els
receptors nuclears descrits. Es per aixd que aquests bioassaigs es basen en soques
de llevat modificades genéticament de manera que contenen dos elements
genétics: un que expressa un receptor nuclear d'un vertebrat i un segon en el qual
un gen, l'expressid del qual és facil de seguir (un gen reporter), esta sota el control
transcripcional del receptor nuclear expressat. El gen reporter es construeix de tal
forma que el seu enzim només s’expressara en preséncia del complex receptor-
lligand. Aquesta disposicidé imita el mecanisme pel qual es regulen molts gens que
responen a hormones en vertebrats (Green and Chambon, 1991; Nagy and
Schwabe, 2004). La similitud fonamental de tots els eucariotes assegura que el
mateix mecanisme també funciona en llevats. L'expressid del gen reporter se
segueix a través de la seva activitat enzimatica utilitzant substrats els productes
dels quals sén facils de detectar i quantificar. La cinética d’aparicié d’aquests
productes esta directament relacionada amb la quantitat d’enzim produit, la qual es
relaciona a través d’una tipica corba dosi-resposta sigmoidal amb la concentracié

efectiva de xenobiotic present en el medi.
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Dues caracteristiques de la cél-lula de llevat contribueixen a I'éxit del RYA. Primer,
el llevat no té cap sistema endogen homoleg als receptors nuclears de vertebrats
gue pugui interferir amb l'analisi i, en segon lloc, el plegament i el processament
post-traduccional de les proteines de vertebrats en els llevats és molt similar al de
les cel-lules de mamifers. Aixd és de gran interes per als proposits d’aquest treball
ja que l'estructura correcta del LBD del receptor és la que determina |'especificitat
del sistema, és a dir, la seva capacitat per a distingir entre els lligands i els no-
lligands (Green and Chambon, 1991). Aquest Ultim punt s’ha provat en nombrosos
treballs que comparen l‘activitat de diferents compostos com a lligands en llevat i
en sistemes de mamifers i s'ha trobat que, tot i que existeixen algunes diferéncies,
el RYA és un metode de confianca per a detectar i per a caracteritzar lligands de
receptors de vertebrats (Coldham et al., 1997; Andersen et al., 1999; Gaido et al.,
1997; Odum et al., 1997; Fang et al., 2000; Garcia-Reyero et al., 2004).

Tot i que els bioassaigs basats en llevats no proporcionen una caracteritzacié
quimica precisa dels lligands dels receptors ni una mesura directa de la seva
concentracié (Coldham et al., 1997; Andersen et al., 1999; Gaido et al., 1997;
Green and Chambon, 1991; Odum et al., 1997; Fang et al., 2000; Garcia-Reyero et
al., 2004), si proporcionen una mesura de |'activitat hormonal i el seu baix cost i la
seva facil manipulacié fan d’ells la primera opcié quan s’ha d’analitzar un gran

nombre de mostres o compostos poc caracteritzats.

1.3.1. Saccharomyces cerevisiae com a model genomic

Saccharomyces cerevisiae és un organisme eucariota unicel-lular que ha estat
utilitzat per I'home en diferents processos de fermentacid des de l'antiguitat.
“Saccharomyces” deriva del grec i significa “fong del sucre” i “cerevisiae” ve del llati
i significa “de la cervesa”. També és conegut pel nom de “llevat de gemmacid” pel
fet de presentar una divisi6 asimetrica en qué la cél-lula filla és menor i ben
diferenciable de la cél-lula mare, procés anomenat justament gemmacié (Figura
1.10).

Figura I1.10. Fotografia del procés de gemmacié de Saccharomyces cerevisiae.
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La seva utilitzacié en investigacido es remunta a mitjans de la década dels 30 i,
actualment, és un dels principals organismes models utilitzats en biologia
molecular. Es un organisme molt adient per a la recerca donat que la seva
manipulacié genética és facil i economica i pot ser crescut en un medi definit
permetent un control acurat dels parametres experimentals. A més, és un
organisme facilment tractable per técniques de genética classica i permet I'estudi
de la funcié de moltes proteines mitjangant técniques bioquimiques. Es un bon
model per a l'analisi d’'organismes eucariotes més complexes donat que existeix
una identitat relativament elevada entre els gens de llevat i els de mamifer. Al ser
un organisme unicel-lular, l'estudi de la cél-lula representa l'estudi de tot
I'organisme i, al presentar un creixement rapid, permet realitzar estudis que en
organismes pluricel-lulars serien molt més dificils i costosos. Totes aquestes
avantatges de S. cerevisiae respecte a altres eucariotes superiors han fet que la
genética, la bioquimica i la biologia molecular d’aquest llevat hagin arribat a uns
nivells de coneixement molt elevats, dificils d’aconseguir en un altre organisme. De
fet, existeixen una gran quantitat de soques de llevat, de vectors d’expressio i de
técniques genétiques que permeten que l'experimentacié amb aquest organisme

sigui extraordinariament rapida.

Saccharomyces cerevisiae és el primer organisme eucariota del que es va
aconseguir seqlenciar el genoma complet. La longitud del genoma del llevat és
relativament petita, de 14 Mb, i només codifica per a aproximadament 6200 gens.
S’estima que comparteix un 23% del seu genoma amb el dels humans perd a
diferéncia dels gens d’eucariotes superiors que solen contenir introns, només uns
pocs gens de llevat en presenten, la qual cosa simplifica el procés d'identificacié
dels gens per analisi computacional. El genoma de Saccharomyces cerevisiae esta
dividit en 16 cromosomes amb mides compreses entre les 250 Kb i les 2 Mb. A part
de les sequéncies genomiques hi ha els gens codificats en el genoma mitocondrial
d’'unes 75-80 Kb i elements no cromosomals presents en la majoria de les soques

com ara el plasmidi 2.

Tot i la popularitat del llevat com un sistema model, només es coneixia la funcio
d'un terc dels gens quan es va seqiienciar la totalitat del genoma. Actualment,
3780 gens de llevat han estat caracteritzats funcionalment i altres 560 presenten
similitud amb gens de funcié coneguda d’altres organismes. La seva facil
manipulacié ha suposat que S. cerevisiae també hagi estat escollit com a sistema
model en la implantacié de noves tecnologies a gran escala, les quals permeten un
millor estudi funcional. Una de les caracteristiques més interessants de la biologia

del llevat és la capacitat d’integrar fragments de DNA exogens en el seu genoma
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per recombinacié homologa, facilitant aixi la clonacié i la generaci6 de mutants.
Aquest mecanisme permet que els fragments de DNA introduits en la cél-lula
puguin ser dirigits a localitzacions especifiques del genoma, de forma que la copia
wild type d'un gen és reemplacada per una forma alterada d’aquest. El fet que S.
cerevisiae creixi com a cél-lula haploide facilita la creacié de soques mutants d’un
gen determinat modificant I’lnica copia que presenten aquests microorganismes.
Les aplicacions concretes d’aquestes técniques inclouen, entre d’altres, la generacio
d’al-lels nuls en qué I'ORF (pauta oberta de lectura, Open Reading Frame) ha estat
substituida per un gen marcador, la generacié de proteines de fusié amb diferents
epitops que substitueixen la copia wild type propia del genoma, o la substitucié del
promotor endogen d’'un gen per un promotor regulable. Aquestes aplicacions han

permés un gran aveng en |'estudi de les funcions in vivo de les proteines.

Els mecanismes de regulacié de la transcripcié en eucariotes estan molt conservats
des dels llevats fins als mamifers. Aquesta conservacio inclou els components de la
maquinaria transcripcional, les proteines activadores i els mecanismes generals
d’activacio de la transcripcié. Els llevats presenten un sistema de regulacio
transcripcional simplificat que els hi proporciona els elements suficients per a
adaptar-se a canvis mediambientals i per a obtenir un maxim aprofitament dels
nutrients presents en cada moment amb una minima despesa d’energia metabdlica.
L'elevat grau de conservacio en les vies de senyalitzacié d’estrés entre els llevats i
eucariotes superiors fa del llevat un bon model per a la caracteritzacié de la
resposta de les cel-lules eucariotes d‘organismes més complexes enfront de

situacions d’estrés com és la preséncia de xenobiotics en el medi.

I.3.2. Gens Reporter

Els gens reporter sén utilitzats com a marcadors per a visualitzar I'expressié de
gens i la localitzacié de proteines in vivo en gran varietat d’espécies tant pel que fa
a procariotes com a eucariotes. Entre els més utilitzats, estan gens que codifiquen
per a la proteina verda fluorescent (gen reporter gfp), per a la -galactosidasa (gen

reporter /acZ) i per a la B-glucuronidasa (gen reporter gus).

L'eficiencia d'aquests sistemes depén del manteniment d’aquests gens marcadors
dins de I'hoste i de qué els nivells d’expressio siguin suficientment alts per a ser
detectats. Tot i que molts plasmidis que existeixen de forma natural sén estables
sense exercir cap tipus de pressid selectiva, els gens marcadors introduits sén
generalment més estables quan estan integrats en el genoma que quan son

codificats per plasmidis. Aix0 és particularment important per a estudis en
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determinats ambients a on el manteniment del plasmidi mitjancant la utilitzacié de

condicions selectives és sovint inapropiat o impossible.
1.3.2.1. Gen reporter gfp

La proteina que s’obté a partir de la transcripcié del gen reporter gfp, proteina
verda fluorescent (GFP, Green Fluorescent Protein), va ser aillada de la medusa
Aequorea victoria i es caracteritza per presentar bioluminescéncia, propietat que li
confereix la capacitat d’emetre llum verda a 509 nm quan és exposada a llum
ultraviolada o blava, amb dos maxims d’absorcié a 395 i 475 nm. Es una de les
proteines de fusié més utilitzades actualment ja que la seva deteccidé és no invasiva
i no destructiva. No només pot ser utilitzada per a marcar proteines en cél-lules
vives, sind que també pot ser utilitzada com a gen reporter per a mesurar l'activitat
d’un determinat promotor o per a visualitzar la seva expressio en determinats
teixits. La seva utilitzaci6 com a proteina de fusid o proteina marcadora estan

patentades i comercialitzades per I'empresa Clontech.

La zona codificant del gfp correspon a una proteina de 238 aminoacids i 26.9 kDa
de pes molecular. L'estructura tridimensional d’aquesta proteina és en barril (5-
barrel) i esta constituida per onze lamines B antiparal-leles i petits segments
d’hélixs o en els extrems que envolten una hélix o coaxial (Ormo et al., 1996)
(Figura 1.11). Aquesta estructura ciclica protegeix tres aminoacids consecutius (els
residus Ser65, Tyr66 i Gly67), anomenats en conjunt cromofor, que sén essencials
per a la fluorescéncia, i evita que perdin la seva capacitat luminica davant canvis de
pH, temperatura i concentracié en el medi. Aquesta estructura déna gran estabilitat

a la proteina i la fa resistent als quimics desnaturalitzants (Prasher, 1995).

B 25 48 57 217 205 147 171 176 100 105 I8
1 2 3 g0 0w 7 8 9 4 5 ¢

11 36 0 41 ™64 0 227 199 1S3 161 187 92 1157 118

Figura I.11. Estructura de la proteina GFP. Les onze lamines B antiparal-leles que formen la paret del

cilindre estan representades en color verd i les diferents hélixs o en blau.
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I1.3.2.2. Gen reporter lacZ

El gen lacZ d’E. coli codifica per a I'enzim B-galactosidasa. Es un dels gens més
utilitzats com a gen reporter tant en organismes procariotes com en eucariotes. En
particular, és una eina molt utilitzada per a l'estudi d’expressié de gens en S.
cerevisiae i també pot ser utilitzat per a identificar interaccions proteina-proteina en

els sistemes de dos hibrids.

LacZ és un gen reporter molt utilitzat en experiments de transfeccié ja que el seu
producte, la B-galactosidasa, és molt estable i resistent a la degradacid proteolitica,
i el seu assaig és simple. De la mateixa manera que en el cas del gfp, lacZ esta
construit de manera que el seu enzim només s’expressara en presencia del complex
receptor-lligand (Green and Chambon, 1991; Nagy and Schwabe, 2004). En aquest
cas, pero, I'expressié del gen reporter se seguira a través de la seva activitat
enzimatica utilitzant dos grups principals de substrats: els cromogénics i els
fluorogénics. En aquest treball com a substrat cromogeénic s’ha estudiat I'o-
nitrofenil- B-D-galactopiranosid (ONPG) que és hidrolitzat per la B-galactosidasa als
productes o-nitrofenol, de color groc, i galactosa. L’o-nitrofenol es mesura
espectrofotometricament a 420 nm i aquesta mesura esta relacionada directament
amb l'activitat especifica (Routledge and Sumpter, 1995). Entre els diferents
meétodes per a la quantificacié de la transcripcié de gens reporter, aquells basats en
la deteccié per fluorescencia son rapids, molt sensibles i reproduibles. En aquest
treball es presenta un protocol integrat per a optimitzar aquest procés en termes de
reproductibilitat i reduint al maxim el temps de I'assaig. Aquest protocol es basa en
la utilitzacid del substrat fluorogénic 4-metilumbeliferil-galactopiranosid (MUGal)
(Figura 1.12)
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Figura I.12. Estructura del 4-metilumbeliferil-galactopiranosid (MUGal).

La B-galactosidasa metabolitza el MUGal donant com a producte fluorescent la 4-
metilumbeliferona (4-MU). La fluorescéncia d‘aquesta es mesura en un
espectrofluorimetre amb una longitud d’ona d’excitacié de 355 nm i una longitud
d’ona d’emissié de 460 nm. La cinética d’aparicid de la fluorescéncia és linealment
proporcional a la quantitat d’enzim produit, la qual esta relacionada a través d’una

corba dosi-resposta amb la concentracié efectiva de compost present en el medi.
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I1.3.2.3. Gen reporter gus

El gen reporter gus d’E. coli és un altre gen marcador molt utilitzat degut a la seva
gran estabilitat d’expressié i a que no interfereix amb el metabolisme de la cél-lula
hoste. Hi ha diferents substrats disponibles per a la detecci6 de |'expressio de
I’enzim que s’obté a partir de la seva transcripcid, la B-glucuronidasa. Tots ells
contenen l'acid D-glucopiranosiduronic unit per un enllag glucosidic a un grup
hidroxil d'un element cromogénic, fluorogénic o un altre tipus de molécula
detectable. El substrat més utilitzat in vitro és el 4-metilumbeliferil B-D-glucuronid
(MUG, Figura 1.13 A) que és hidrolitzat per la B-glucuronidasa obtenint-se el

fluorocrom 7-hidroxi-4-metil coumarin (Figura I.13 B).
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Figura I.13. A) Estructura del 4-metilumbeliferil B-D-glucuronid. B) 7-hidroxi-4-metil coumarin.

De la mateixa manera que abans, la longitud d’ona d’excitaci6 del fluorocrom és de

355 nm, mentre que la d’emissid és 460 nm.
1.3.3. Receptors nuclears quimeérics

En aquest treball s’han utilitzat receptors nuclears quimérics constituits fusionant el
LDB del receptor i el DBD del repressor bacteria LexA sota un promotor que
s‘expressa constitutivament. Aquest sistema permet, en principi, assajar diversos
tipus de lligands en una mateixa soca de llevat simplement canviant el constructe

d’expressié de la proteina quimeérica.
1.3.3.1. Proteina LexA

LexA és un gen d’E. coli que codifica per a una proteina de 202 aminoacids i 22.7

kDa de pes molecular ampliament descrita i caracteritzada (Horii et al., 1981).

Aquesta proteina esta constituida per dos dominis units per una regié connectora:

= Domini N-terminal: del residu 1 al residu 72. Presenta una estructura en
hélix-gir-helix que forma el DBD (Pabo and Sauer, 1984).
* Regi6 connectora: de I'aminoacid 73 al 94. En aquesta zona es produeix el

trencament de la proteina LexA.
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= Domini C-terminal: del residu 95 al 202. Esta implicat en els processos
d’autohidrolisi (McDonald et al., 1998).

Aquesta proteina és un repressor transcripcional (Little et al., 1981) amb capacitat
per a formar dimers que actua unint-se a una regio especifica localitzada en la regid
promotora dels gens que reprimeix, el que suggereix que actua inhibint l'inici de la
transcripcié impedint que I'RNA polimerasa s’hi uneixi (Brent and Ptashne, 1981).
La fusido del DBD de LexA amb un domini activador converteix aquest repressor
bacteria en un activador eucariota (Brent and Ptashne, 1985).

1.3.3.2. Sistema L40-LexA-gen reporter

En el cas de les cél-lules de llevat no és suficient incorporar els receptors nuclears
en un plasmidi i fer una posterior transformacié ja que aquests no podrien unir-se
al DNA ni activar la transcripcid. Es necessita, doncs, introduir seqliéncies de DNA a
on es pugui unir el receptor activat. Una manera de fer-ho és incorporar una fusio
de la seqiiéncia operadora /exA davant del gen reporter I'activitat del qual interessi
mesurar. Per altra banda, es fusiona en un plasmidi el DBD de LexA sota un
promotor que s’expressa constitutivament amb el LBD del receptor. Un cop el
lligand entra en la cél-lula i s’uneix al receptor, tindra lloc un canvi conformacional
alliberant el complex receptor-lligand del complex multiproteic de xaperones.
Aquest complex migrara al nucli a on s’unira a la seqliéncia d’unié de LexA situada
davant del gen reporter activant-se la transcripcié del gen (Figura I.14 A). Aquesta
estratégia hauria de permetre analitzar una gran varietat de receptors en la
mateixa soca (de fet, qualsevol activador transcripcional) només fusionant el LBD

del receptor corresponent amb el DBD de LexA.

De tota manera, aquesta estratégia no funciona amb tots els receptors. S’ha
comprovat que en el cas de I'ER el tipus de construccié proposada ddéna menys
resposta que utilitzant I’'ER sencer. Es per aix0 que, en aquest cas, s’ha utilitzat una
altra estrategia que es basa en la incorporacié de dos plasmidis: un plasmidi que
conté la sequéncia completa del receptor i un segon plasmidi que conté la
seqliencia de I'ERE i el gen reporter. D'aquesta manera, quan el receptor expressat
constitutivament interaccioni amb un lligand, el complex receptor-lligand es podra
unir a la sequéncia especifica del segon plasmidi activant la transcripcié del gen
reporter (Figura I.14 B).
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Figura I.14. Comparacié entre el mecanisme d’acci6 dels lligands que interaccionen amb dos receptors
de vertebrats en una cél-lula de mamifer (esquerra) i una de llevat (dreta) transformada amb I’AhR (A) i
amb I'ER (B).
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OBJECTIUS

Els objectius d’aquest treball sén:

Desenvolupament i analisi funcional de diferents sistemes de bioassaig i disseny
d’un protocol automatitzable basat en soques de llevats modificades genéticament

per a la deteccié de xenobiotics.

Analisi mitjancant RYA de les interaccions de diferents xenobiotics amb dos
receptors de vertebrats (ER i AhR), establiment de relacions entre l|'estructura
quimica dels xenobiotics i la seva afinitat pels receptors, i estudi de les

caracteristiques estructurals requerides per a la unio als receptors.

Realitzacié i avaluacido d'un exercici d’intercalibracido del sistema RYA per a la

deteccié d’estrogenicitat en mostres d’aigua a nivell europeu.

Aplicacié del RYA per a la deteccié de xenobiotics en mostres ambientals i per a la

monitoritzacié de métodes de tractament d’aiglies residuals.
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III.1. CULTIUS CEL-LULARS

III.1.1.Medis de cultiu

III.1.1.1. Medis de cultiu bacterians
*» MedilLB

- 10 g/l Triptona bacteriologica (triptona, digerit pancreatic de caseina
(Pronadisa))
- 5 g/l Extracte de llevat (Pronadisa)
- 10 g/l NaCl (Merck)

Per a medi solid afegir 20 g/l d’agar (Bacto™ Agar (BD))

Aquest medi es prepara autoclavant els components en el recipient adequat,
erlenmeyers o ampolles de vidre segons les necessitats. L'autoclau es

realitza a 121°C durant 20 minuts.
Per a medi selectiu afegir 50 ug/ml d’‘ampicil-lina (Sigma)
* Medi SOB

- 20 g/l Triptona bacteriologica (triptona, digerit pancreatic de caseina
(Pronadisa))

- 5 g/l Extracte de llevat (Pronadisa)

Un cop autoclavat s’ajusta el pH a 7.0 i s’afegeixen la resta de components

esterils:

2.5 mM KCI (Merck)
- 10 mM MgCl; (Merck)
- 10 mM MgSOq (Fluka)
- 10 mM NaCl (Merck)

*= Mediric (SOC: SOB més glucosa 20 mM)

- 20 g/l Triptona bacteriologica (triptona, digerit pancreatic de caseina
(Pronadisa))

- 5 g/l Extracte de llevat (Pronadisa)
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Un cop autoclavat s’ajusta el pH a 7.0 i s’afegeixen la resta de components
esteérils:

- 20 mM Glucosa (Merck)
- 2.5 mM KCI (Merck)

- 10 mM MgCl; (Merck)

- 10 mM MgSOq (Fluka)

- 10 mM NaCl (Merck)

II1.1.1.2. Medis de cultiu de llevats
= Medis rics (YPD i YPR)

- 10 g/l Extracte de llevat (Pronadisa)
- 20 g/l Peptona bacteriologica (Pronadisa)

Per a medi solid afegir 20 g/l d'agar (Bacto™ Agar (BD))
Un cop autoclavat s’afegeix la font de carboni adient en cada cas:

- 20 g/l Glucosa (Merck) estéril: medi ric YPD
- 20 g/l Rafinosa (Fluka) estéril: medi ric YPR

= Medis sintétics: medi minim (SD, Synthetic Dextrose) i medi complet (SC,

Synthetic Complete)

- 1.7 g/l Base nitrogenada sense aminoacids ni sulfat d’amoni (YNB-
AA/AS, Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids and Ammonium sulfate
(Difco))

- 59/l (NH4),SO,4 (Fluka o Merck)

Per a medi solid afegir 20 g/l d'agar (Bacto™ Agar (BD))
Un cop autoclavat s’afegeixen la resta de components adients en cada cas:

A. En el cas del medi minim SD, s‘afegeix una font de carboni: 20 g/l
glucosa (Merck) autoclavada o 10 g/l galactosa (Fluka) esterilitzada per
filtracio.

B. En el cas del medi complet SC, a part de la font de carboni corresponent,
s’afegeixen diferents combinacions d’aminoacids i/o nucleotids necessaris

per a complementar les auxotrofies. La idea és obtenir un medi selectiu
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per a la preséncia dels gens marcadors. Les diferents combinacions
d’aminoacids i/o nucleotids (autoclavats, si no s’indica el contrari) es

preparen amb les seglients concentracions finals:

- 0.01 g/l Adenina, esterilitzada per filtracié (Sigma)

- 0.04 g/l Uracil (Fluka)

- 0.01 g/l Leucina, Histidina, Lisina, etc. (Sigma)

- 0.01 g/I Triptofan, esterilitzat per filtracié. Guardar a 4°C embolicat amb
paper d’alumini per a protegir de la llum (Sigma)

- 1 g/l CAS aminoacids (Difco)

Plaques selectives (ClonNAT)

- 10 g/l Extracte de llevat (Pronadisa)
- 20 g/l Peptona bacteriologica (Pronadisa)
- 20 g/l d’agar (Bacto™ Agar (BD))

Autoclavar a 121°C durant 20 minuts i afegir 20 g/I de glucosa estéril i 100

mg/| de nourseotricina (ClonNAT, Werner Bioagents (Jena, Germany))

II1.1.2.Soques utilitzades

II1.1.2.1.Soques bacterianes (Escherichia coli)

XL1-Blue: F::Tn10 proA*B*lacl’ A(lacZ) M15/recAl endAl gyrA96 (Nal) thi
hsdR17 (ri-my*) supE44 relAl lac

II1.1.2.2.Soques de llevat (Saccharomyces cerevisiae)

L40: MATa trpl leu2 his3 LYS2::lexA-HIS3 URA3::lexA-lacZ

La soca L40 de S. cerevisiae presenta la particularitat de tenir dos gens
reporter (HIS3 i lacZ) precedits per la sequéncia operadora lexA. Es tracta
d’una soca ideal per a dur a terme experiments d’un o dos hibrids. Presenta

auxotrofies per a triptdfan i leucina (Vojtek et al., 1993).

BY4741 (o Y000): MATa his3 leu2 metl5 ura3

W303D (soca diploide): MATa/MATa leu2-3/ leu2-3 trp1-1/ trp1-1 ura3.1/
ura3.1 his3-1/his3-1 ade2-1/ade2-1 can1-100/ can1-100%
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* YCM4: La soca YCM4 va ser cedida per en Charles A. Miller (Miller, 1999).
Aquesta soca deriva de la soca haploide W303a (MATa ade2-1 trp1-1 leu2-
3,112 his3-11, 15 ura3 canl1-100) i presenta dos constructes (Figura III.1).
Un dels constructes és el reporter pDRE23-Z, que conté tres seqiiéncies XRE5
i una fusié CYC1-/acZ. El segon constructe esta integrat en el cromosoma III i
co-expressa el receptor huma d’hidrocarburs d‘aril i els gens de I'’ARNT sota el
control del promotor GAL1,10, promotor induible per galactosa. Abans de
realitzar I'assaig és necessari créixer les cél-lules en galactosa tota la nit per a
expressar I’AhR i I’ARNT.

A) SRE 5
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Figura III.1. Estructura dels elements sensor i reporter de la soca YCM4 (Miller, 1999). El
constructe A és el reporter pDRE23-Z, que conté tres seqléncies XRE5 i una fusiéo CYC1-/acZ. El

constructe B co-expressa I’AhR huma i els gens de I’ARNT sota el control del promotor GAL1,10.

= YSB1: La soca YSB1 (Boronat and Pifa, 2006) deriva de la soca diploide
W303D transformada per doble recombinacié homologa amb dos fragments de
PCR (Figura III.2). El primer fragment de PCR, que presenta el gen reporter
gus, va obtenir-se a partir del plasmidi pGUT (Jefferson et al., 1987) i el
segon, que codifica per al marcador de resisténcia nourseotricina (ClonNAT), a
partir del pAG25 (Goldstein and McCusker, 1999). Aquesta soca presenta el
gen gus sota el control del promotor GAL1,10 que es reprimeix en preséncia
de glucosa de manera que la soca es fa créixer utilitzant la rafinosa com a font
de carboni ja que d’aquesta manera la inducci6 amb galactosa trigara menys
temps.
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Figura III.2. Estratégia de la construccid i integracié del reporter (Boronat and Pifia, 2006). A)
Esquema dels constructes utilitzats. B) Esquema de la doble recombinacié homologa.
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III.1.3.Manipulacié i procediments generals de treball amb S. cerevisiae

II1.1.3.1.Procediments d’esterilitzacié

Com a norma general, els medis de cultiu i les solucions van esterilitzar-se en una
autoclau durant 20 minuts a 121°C. Com a procediment alternatiu per a
I’esterilitzacié d’aquelles solucions sensibles a la temperatura (galactosa, adenina,
triptofan, etc.), es va utilitzar |'esterilitzacio per filtracié a través de filtres de 0.22

um Millex-GS (Millipore).

III.1.3.2.Creixement i manteniment de soques de S. cerevisiae

Les cel-lules de S. cerevisiae poden ser crescudes en medi ric, YPD o YPR, o en
medi minim complementat amb els aminoacids i nucleotids corresponents que

permetran créixer selectivament les soques auxotrofiques.

Les cél-lules de llevat també poden ser crescudes tant en medi liquid com en medi
solid, preparats ambdds amb els mateixos components perd afegint agar al medi

solid per a la seva solidificacio.

La temperatura optima de creixement de S. cerevisiae és de 30°C, creixent-se els
cultius liquids amb agitaci6 moderada per tal d’afavorir l'intercanvi gasoés i els
cultius solids en plaques de Petri amb medi solidificat per I'agar. Les plaques de

medi solid se segellen amb parafilm per tal d’evitar que s’assequin excessivament.

* Manteniment de les soques de S. cerevisiae: Les soques de S. cerevisiae
poden mantenir-se indefinidament en medi YPD amb glicerol estéril al 15%
(v/v) a -80°C. No obstant aix0, si s’ha de mantenir la pressié selectiva per a
alguna auxotrofia, és millor conservar-les en el medi selectiu adient amb
glicerol esteril al 15% (v/v). Els estocs congelats reben el nom de glicerinats.

» Descongelacié dels estocs: Per a recuperar ceél-lules de llevat a partir dels
glicerinats s’agafa una petita porcié del glicerinat rascant amb un escuradents
estéril i es fa una estria en una placa de Petri amb el medi adient. Aquestes
plaques s’incuben a 30°C fins a |'aparicié de colonies, aproximadament uns 3
dies, i es guarden segellades amb parafilm a 4°C durant aproximadament un
mes.

= Treball rutinari amb S. cerevisiae: Les cel-lules amb que s’ha de treballar
rutinariament es mantenen en estocs crescuts en plaques de medi solid,
descongelant-se noves cél-lules a mesura que aquestes envelleixen,

generalment es preparen noves plaques a partir dels glicerinats cada mes. Per
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al creixement de cultius liquids a partir de les cél-lules crescudes en plaques,
s’agafa una colonia gran amb un escuradents estéril i es dissol en uns 2 ml de
medi ric liquid (minicultiu) barrejant-se bé per a dispersar les cél-lules. Si es
requereix créixer cultius de volum més gran, primer es creixen minicultius fins
gue aquests arriben a la fase estacionaria (aproximadament DOgg 1.5) i a
partir d’aquests s’inoculen els cultius de major volum. Els assaigs RYA van fer-
se amb cultius crescuts durant tota la nit en medi minim complementat amb
els aminoacids i nucleotids corresponents.

* Preparacio de glicerinats a partir de nous transformants: Per a guardar una
soca com un estoc congelat (glicerinat) es creixen minicultius d’aquesta en
YPD, o el medi selectiu adient, fins a la fase estacionaria. A continuacio es
barreja en un criotub (Corning) 1 ml del minicultiu amb 1 ml de glicerol al

15%. Aquests es congelen en neu carbonica i es guarden a -80°C.
II1.2. METODES DE BIOLOGIA MOLECULAR

En aquest apartat s’inclouen les receptes de les solucions emprades en el treball.
Les cases comercials dels diferents productes i la preparacié de les solucions només

s’han detallat la primera vegada que apareixen en el text.
II1.2.1. Plasmidis

pPTZ57R/T: Vector dissenyat especificament per al clonatge de fragments de PCR

(veure lligaci6 més endavant, Figura IIL.9).

PRPG1.6 i pRPG3.10: Provenen del plasmidi pSLFA-178K (Idrissi and Pifia, 1999).
Presenten el gen reporter /lacZ sota un promotor constitutiu. En el cas de pRPGL1.6,
lacZ es troba precedit per un unic lloc d’unié a Rap1lp; mentre que pRPG3.10 en té
tres idéntics en tandem, de manera que assoleix nivells d’expressid unes 25
vegades superiors (cas tipic de cooperativitat). Presenten el gen URA3 com a
marcador i un origen de replicacié 2u que permet tenir entre 10 i 20 copies de
plasmidi per cel-lula (Figura III.3).
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Figura III.3. Plasmidi pRPG.

PRPG-GUS1.6 i pRPG-GUS3.10: Plasmidis construits a partir dels anteriors,
pRPG1.6 i pRPG3.10 respectivament, de manera que presenten les mateixes
caracteristiques. En aquest cas, el fragment BamH1-Sacl del gen lJacZ va

substituir-se pel mateix fragment de pGUT, que inclou la zona codificant del gen

gus i un terminador (Figura III.4).
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Figura III.4. Plasmidi pRPG-GUS.

pLMAX: Plasmidi que conté una fusié del DBD del repressor bacteria LexA i el LBD
de I’AhR de ratoli que prové del pLexA202 de Clontech (BD Biosciences, Palo Alto,
CA, USA). Presenta el gen HIS3 com a marcador i I'origen de replicacié 2u (Figura

I11.5).
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Figura IIL.5. Plasmidi pLMAX.

65



MATERIALS I METODES

pLPR: Plasmidi que prové del pG1PRB, que expressa el PR huma. En aquest cas, el
LBD del receptor també s’ha fusionat al DBD de LexA (Garcia-Reyero et al., 2001).
També presenta el gen HIS3 com a marcador i un origen de replicacié 2u (Figura
I11.6).
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Figura III.6. Plasmidi pLPR.

pVitBx2: Plasmidi que conté dues copies de I'ERE del gen B1 de la vitel-logenina de
Xenopus laevis (5'-AGTCACTGTGACC-3' (Green and Chambon 1991)) i un promotor
minim (CYC1) amb el gen d’assaig /acZ. Presenta el gen URA3 com a marcador i

I'origen de replicacié 2u (Garcia-Reyero et al., 2001) (Figura II1.7).

EcoRl 10026,

Seal 9510 ‘\ Hinaii 105

Ase| 9206,

pal 1666
Stul 2162
coRl 2241

EcoRY 2689

pvitBx2 col 2704

10026 bp

Scal 2809
hpal 2877

T 2935
“-.~“h'! WitBx

3383
Asel 3622

URA3
BamH| 3634

cvel
w
Asel 3706

Sacl 5645
EcoRY 4520
Hpal 4755 Hpal 4131

Sca 7483

EcoRI 6709

Figura III.7. Plasmidi pVitBx2.

PH5HEO: Plasmidi que prové de la inserci6 de I'ER huma (Green and Chambon,
1991) en la diana BamH1 del plasmidi pAAH5 (Schneider and Guarente, 1991).
Conté el gen LEU2 com a marcador i l'origen de replicacié 2u (Garcia-Reyero et al.,
2001) (Figura III.8).
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Figura IIL.8. Plasmidi pH5HEO.

II1.2.2. Obtencio i amplificacié de DNA

II1.2.2.1. Aillament i purificacio de bandes de DNA inferiors a 50 kb de
llargada d’un gel d’agarosa

Solucions

= Kit comercial (Schleicher & Schuell®)

- Tampd d'unid
- Tampé de rentat
- Tampo6 de reduccio de sals

- Glass milk (suspensio6 de llet de vidre)
» TE 1x

- 1 mMEDTA
- 10 mM Tris-HCI pH 7.5

Procediment

» Tallar la banda d’interés de manera que contingui la minima quantitat possible
d’agarosa i pesar-la

» Per cada 100 mg de gel, afegir 280 ul de tampd d'unié en un tub de
microcentrifuga

= Escalfar a 65°C durant uns 5 minuts (fins que es fongui)

» Resuspendre la solucié glass milk utilitzant una pipeta de plastic i afegir 20 ul
d’aquesta a la mostra

» Deixar a temperatura ambient durant 10 minuts (barrejar per inversié en
intervals d’un minut)

= Centrifugar durant 30 segons a 15000 rpm
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» Descartar el maxim sobrenedant possible

» Afegir 500 pl de tampd de rentat i resuspendre el sediment

= Centrifugar 30 segons a 15000 rpm

= Descartar el sobrenedant

= (Repetir els dos passos anteriors)

= Afegir 500 ul de tamp6 de reduccié de sals

= Centrifugar 2 minuts a 15000 rpm

» Descartar el sobrenedant

= Centrifugar el sediment durant 30 segons a 15000 rpm

= Descartar el maxim sobrenedant possible

= Assecar el sediment per evaporacié durant 15-30 minuts a temperatura
ambient

» Resuspendre el sediment en 50 pl de TE 1x

* Incubar 5 minuts a 50°C barrejant el tub ocasionalment

= Centrifugar 30 segons a 15000 rpm

= Recuperar el sobrenedant i guardar-lo a -20°C

II1.2.2.2.Lligacio

Es va utilitzar el Kit InsT/Aclone PCR cloning de Fermentas®. Aquest kit esta basat
en I'4s d'un vector dissenyat especificament per al clonatge de fragments de PCR,
el pTZ57R/T (Figura II1.9). Aquest vector permet el clonatge de productes de PCR
que contenen residus addicionals d’adenina en els extrems 3’. Aquests residus
extres sén introduits per la Tag DNA polimerasa i altres polimerases termostables

que no presenten correccié d’errors.

El vector ha estat pre-tallat amb Eco321 i tractat amb deoxinucleotidil transferasa
terminal per tal de crear fragments 3’-ddT en ambdds extrems. Quan un fragment
de PCR amb extrems 3’-dA es lliga dins del vector, es produeix una molécula
circular amb dos talls de cadena simple. El producte circular es pot utilitzar

directament per a transformar cel-lules d’E. coli (Figura II1.10).
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Figura III.9. Mapa de restriccié del vector pTZ57R/T.
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Figura III.10. Lligaci6é d’'un fragment de PCR al vector pTZ5R/T.

II1.2.2.3. Transformacio bacteriana

Per a transformar en bacteris es van fer servir cél-lules competents d’E. coli
pertanyents a la soca XL1-Blue i obtingudes mitjancant una modificacié del métode
de clorur de rubidi (Hanahan, 1983).

Solucions
= TFB
- 10 mM K-MES
- 100 mM RbCI
- 45 mM MnCl,
- 10 mM CacCl,

- 3 mM (NH4)6COC|3

Esterilitzar per filtracié

= K-MES
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- 1MMES

Ajustar el pH a 6.2 amb KOH

Guardar a -20°C

Procediment: preparacié de cél-lules competents (metode de clorur de
rubidi)

*» Inocular una colonia d’una placa de ceél-lules d’E. coli pertanyents a la soca
XL1-Blue en 5 ml de SOB

= Incubar tota la nit a 37°C

= Inocular el cultiu en 200 ml de SOB

= Afegir 12 mlde NaCI 5 M

= Créixer a 30°C fins a assolir una DOsso de 0.5

= Centrifugar a 5000 rpm durant 10 minuts

= Descartar el sobrenedant

= Resuspendre el sediment en 15 ml de TFB

= Incubar 15 minuts en gel

= Afegir 700 ul de DMSO i barrejar

= Incubar 10 minuts en gel

= Preparar un bany fred d’etanol (neu carbonica amb etanol)

= Afegir 1 ml a un tub Eppendorf situat en el bany fred d’etanol

= Afegir 700 ul de DMSO i barrejar

= Incubar 5 minuts en gel

= Guardar a -80°C

Procediment: transformacié bacteriana

» Barrejar 100 pl de cél-lules competents amb el DNA plasmidic

* Incubar 15 minuts en gel (30 minuts si el DNA ve d’una lligaciod)

= Aplicar un xoc térmic incubant les cél-lules a 37°C durant 5 minuts
= Incubar en gel durant 2 minuts

» Afegir 800 ul de SOC

= Incubar 30 minuts a 37°C

= Plaquejar en medi selectiu (LB + ampicil-lina)
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II1.2.2.4. Preparacio de DNA a petita escala (Miniprep)

Es va fer servir el métode de lisi per ebullicié (Holmes and Quigley, 1981). Aquest
metode consisteix en obrir la paret bacteriana mitjangant un tractament amb
lisozim, un detergent no anionic (Tritd X-100) i calor. D'aquesta manera, el
plasmidi s’allibera al medi mentre que el cromosoma bacteria queda unit a la
membrana. Les restes cel-lulars, juntament amb el cromosoma bacteria, es
precipiten mitjancant centrifugacié i el plasmidi es recupera precipitant-lo amb
isopropanol. Finalment, es pot fer un tractament amb RNAsa per a eliminar I'RNA

que queda a la mostra.
Solucions
= STET

- 8% Sacarosa (Merck)

- 5% Tritd X-100 (Sigma)

- 40 mM EDTA pH 8.0 (Sigma)
- 50 mM Tris pH 8.0 (Roche)

=  Solucié de lisozim

Dissoldre el lisozim (Sigma) en aigua a una concentracié de 10 mg/ml. Fer

aliquotes en tubs Eppendorf i guardar a -20°C.

= Solucié de RNAsa

Dissoldre I'RNAsa (Ribonucleasa A de pancrees bovi, Sigma) en aigua a una

concentracié de 10 mg/ml. Fer aliquotes en tubs Eppendorf i guardar a -20°C.

Procediment

*  Fer créixer les cél-lules competents en 2 ml d'LB amb ampicil-lina durant una
nit

* Transferir 1.5 ml de cultiu a un tub Eppendorf

= Centrifugar durant 20 segons a 15000 rpm

» Resuspendre el sediment en 700 ul de STET

= Posar-ho tot en gel

= Afegir 25 ul de lisozim (10 mg/ml)

= Incubar 5 minuts en gel

= Posar a bullir durant 2 minuts
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= Centrifugar 10 minuts a 15000 rpm

* Treure el sediment amb un escuradents esteéril

= Afegir 700 pl d’isopropanol (Carlo Erba)

» Incubar 20 minuts a -20°C

= Centrifugar 5 minuts a 15000 rpm

= Rentar el sediment amb etanol 70%

= Deixar assecar el sediment a temperatura ambient
= Resuspendre en 100 ul de TE 1x

= Afegir 2ul d'RNAsa (10 mg/ml)

= Incubar 15 mina 37°C

II1.2.2.5. Preparacio de DNA a gran escala (Maxiprep)

Es va fer servir el metode de lisi alcalina (Sambrook et al., 1989). Aquest metode
consisteix en tractar la paret bacteriana amb lisozim. Després es desnaturalitzen les
proteines de membrana i el DNA mitjancant una barreja de SDS i NaOH. El KAc
neutralitza la reaccid i fa precipitar el DNA cromosomic, juntament amb les altres
restes cel-lulars, ja que és massa complex per renaturalitzar-se. El DNA plasmidic
és petit i circular la qual cosa fa que es pugui renaturalitzar rapidament i quedi

dissolt en el sobrenedant.

Solucions

» Tampd GTE (Glucosa, Tris, EDTA)

- 50 mM Glucosa
- 10 mM EDTA
- 25 mM Tris pH 8.0

= Solucié NaOH/SDS

- 0,2 M NaOH (Carlo Erba)
- 1% SDS (Fluka)

S’ha de preparar just abans de fer-la servir (solucié extemporania)

= Solucié KAc/AcOH 5M

- 296 g/l KAc (Merck)
- 115 ml/I acid acétic glacial (Panreac)
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Procediment

*» Inocular una colonia d’E. coli transformada amb el plasmidi que es vulgui
amplificar (resultant en la transformacié bacteriana) en 250 ml d'LB amb
ampicil-lina

= Incubar tota la nit a 37°C

= Centrifugar 15 minuts a 5000 rpm a 4°C

= Resuspendre el sediment en 10 ml de GTE fred

» Afegir una punta d’espatula de lisozim (Sigma)

= Barrejar bé i incubar 10 minuts en gel

»= Afegir 20 ml de la solucié NaOH/SDS

= Barrejar suaument i incubar 10 minuts en gel

= Afegir 15 ml de KAc/AcOH 5M

= Barrejar suaument i incubar 10 minuts en gel

= Centrifugar 15 minuts a 5000 rpm

*  Filtrar el sobrenedant amb una gasa esteril

= Afegir 20 ml d’isopropanol

= Incubar 15 minuts a temperatura ambient

= Centrifugar 10 minuts a 5000 rpm

= Resuspendre el sediment en 4ml d’aigua

= Afegir 4 ml de LiCl 5 M

= Incubar 15 minuts en gel

= Centrifugar 5 minuts a 4000 rpm i guardar el sobrenedant

= Afegir 18 ml d’etanol absolut

= Incubar 1 hora a -20°C per a precipitar el DNA

= Centrifugar 15 minuts a 5000 rpm

= Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment en 750 ul de TE 1x

= Passar el contingut a un tub Eppendorf

= Afegir 10 pl d'RNAsa (10 mg/ml) i incubar 30 minuts a 60°C

» Afegir una punta d’espatula de proteinasa K (Sigma) i incubar 30 minuts a
37°C

» Fer una extraccié amb fenol (Merck)

= Afegir 80 ul de NaCl 5 M i 400 ul d’isopropanol

= Barrejar i centrifugar 10 minuts a 15000 rpm

= Rentar el sediment amb etanol al 70%

= Deixar assecar a temperatura ambient

= Resuspendre en TE 1x i guardar a -20°C
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II1.2.3. Transformacio de soques de llevat amb DNA plasmidic

Es va fer servir el metode d’acetat de liti (Sherman, 1991). Les cél-lules de llevat
s6n permeabilitzades amb acetat de liti, de manera que es tornen competents.
Aleshores, es barregen amb el DNA en preséncia de polietilenglicol, s’aplica un xoc

termic i, finalment, es plaquegen en medi selectiu.

Solucions
= TE 1x = TE 10x
- 1mM EDTA - 10 mM EDTA
- 10 mM Tris-HCl pH 7.5 - 100 mM Tris-HCI pH 7.5
= LiAc 1x = LiAc 10x
- 0.1 M LiAc (Sigma) en TE 1x pH 7.5 - 1MLIAcpH7.5enTE 10 x pH 7.5

* PEG (polietilenglicol) 50% p/v
* LiAc/PEG

- 1 volum LiAc 10x

- 9 volums PEG-3350 50%

* DNA d’esperma de salmé (10 mg/ml)

Deixar resuspendre I'esperma de salmé (spermidine (N-[3-Aminopropyl]-1,4-
butanediamine)Trihydrochloride, Sigma) en TE 1x a 4°C durant tota una nit.
L'endema sonicar dues vegades durant 30 segons. Extreure una vegada amb
fenol, una altra amb fenol:cloroform i novament amb cloroform. Després
precipitar amb etanol absolut i rentar amb etanol al 70%. A continuacid
redissoldre en TE 1x, desnaturalitzar el DNA incubant a 100°C durant 20
minuts i centrifugar 5 minuts a 15000 rpm. Finalment, rentar, aliquotar i

guardar a -20°C.
Procediment

= Créixer les cél-lules de llevat en YPD fins que arribin a una DOgqg entre 0.5 1
= Passar 10 ml de cultiu a un tub Falcon de 15 ml

= Centrifugar 5 minuts a 4000 rpm

= Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment en 2 ml de TE 1x estéril

= Centrifugar 5 minuts a 4000 rpm
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» Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment en 2 ml de LiAc 1x esteril
= Centrifugar 5 minuts a 4000 rpm

* Descartar el sobrenedant i resuspendre en 100 ul de LiAc 1x esteril

* Passar 100 pl de la suspensio cel-lular a un tub Eppendorf esteéril

» Afegir 10 ul de DNA d’esperma de salmé (10 mg/ml)

» Afegir 10 ul del DNA plasmidic corresponent (1-10 pg)

= Barrejar

» Afegir 700 pl de la solucié LiAc/PEG acabada de preparar

» Incubar 30 minuts a 30°C

* Incubar durant 15 minuts a 37°C per a provocar un xoc térmic

= Centrifugar 1 minut a 6000 rpm

» Descartar el sobrenedant i rentar dues vegades amb TE 1x esteril

*» Resuspendre en 400 pl de TE 1x estéril i plaquejar en plaques de medi

selectiu adient

En cas de qué la seleccio sigui per resisténcia a nourseotricina, les cél-lules s’han de
resuspendre en YPD, incubar 4 hores a 30°C en moviment per a qué expressin el

gen de resisténcia i després plaquejar en el medi selectiu adient.

III.3. EXTRACCIO DE COMPOSTOS HIDROFOBICS I HIDROFILICS
PRESENTS EN MOSTRES REALS

Per tal de recuperar els contaminants organics hidrofobics i hidrofilics que es desitja
analitzar per RYA, les mostres han de ser sotmeses a un procés d’extraccio.
Existeixen varies técniques d’extraccié de compostos organics aplicables a mostres

solides:

e Extraccié per Soxhlet

e Ultrasons

e Microones

e Extraccié amb fluid supercritic

e Extraccié accelerada amb dissolvents (ASE, Accelerated Solvent Extractor)

L'’ASE esta totalment automatitzada i té diversos avantatges respecte a meétodes
més tradicionals ja que, al ser més eficient, permet la utilitzacié de dissolvents
menys perillosos i en menor quantitat. Es per aixo que va ser la técnica escollida en
aquest treball per a dur a terme |’'extraccié dels compostos organics presents en les
mostres de sediments. L'’ASE es basa en la utilitzacid de dissolvents comuns a

elevades condicions de temperatura i pressié de manera que l'eficiéncia del procés
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d’extraccié augmenta. La pressié elevada ajuda a mantenir la temperatura del
dissolvent i facilita que la cel-la d’extraccié s’‘ompli. Les elevades temperatures
baixen la viscositat del dissolvent, permeten una difusi6 més rapida dins de la
matriu i milloren la solubilitat de I'analit en el dissolvent utilitzat de manera que
s’aconsegueixen cinétiques de desorcié més rapides. Per altra banda, les diferents

mostres també van ser sotmeses a un procés de lixiviacio.

La neteja del material és un pas molt important en I'analisi de compostos organics.
El material s’ha de netejar perfectament. El procés de neteja consisteix en un
primer rentat amb aigua i sabd i, posteriorment, una submersié durant 15 minuts
en un bany d’ultrasons amb un 5-10% de detergent alcali Extran AP 13 (Merck,
Darmstadt, Germany). En treure’l del bany, s’han de fer diferents esbandits.
Primer, s’esbandeix amb aigua destil-lada, després tres cops amb aigua miliQ i tres
cops més amb acetona. Un cop net s’ha de tapar amb paper d’alumini i assecar al
forn. A més, els vials, tubs i pipetes pasteur s’han de muflar durant 12 hores a

4000°C per tal d'assegurar I'eliminacié de qualsevol compost organic.
II1.3.1.0btencid d'extractes organics
Es va utilitzar ’ASE® 300 Accelerated Solvent Extractor (2000 Dionex Corporation)

= Fer una barreja 1:1 amb diclorometa (Merck) i n-hexa (Merck)

= Afegir hidromatrix (Chem tube - Hydromatrix, Varian) a un got de precipitats

= Cobrir totalment la hidromatrix amb la barreja de diclorometa i n-hexa

= Sonicar 10 minuts en un bany d’ultrasons

= Decantar I'excedent de solvent i tornar a repetir el rentat

= Deixar assecar la hidromatrix en la estufa a 35°C

= Premsar la hidromatrix

= Muntar els diferents components de I’ASE. Posar en un extrem de les cel-les
els filtres metal-lics i els filtres de fibra de vidre i cel-lulosa (Dionex, D28)

= Afegir hidromatrix i premsar-la

= Pesar 1 g de mostra i barrejar amb 0.5 g d’hidromatrix aproximadament

= Afegir la barreja a la cel-la i tornar a premsar

= Acabar d’afegir hidromatrix fins a emplenar la cel:la i tornar a premsar

= Tancar la cel-la amb forca

= Col-locar els vials de recol-leccié i les cel-les en 'ASE (ASE® 300 Accelerated
Solvent Extractor, Dionex)

= Col-locar el solvent per a fer 'extraccio (diclorometa i n-hexa (1:1))

= Programar I'’ASE amb el seglient programa:
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Temperatura 100°C
Preescalfament 6 minuts
Escalfament 5 minuts
Estatic 5 minuts

Flux recuperat 100%
Purga 90 segons

Pressio 1500 psi
Aquest programa es repeteix tres vegades per a cada cel-la
Una vegada finalitzat el programa:

= Evaporar amb nitrogen el contingut dels vials de recol-leccid

= Resuspendre bé en 1 ml de metanol

= Fer tres rentats evaporant el metanol amb nitrogen i resuspenent novament en
metanol

= Finalment, resuspendre les mostres en 250 ul de metanol i guardar-les a -20°C
II1.3.2.0btencio de lixiviats (lixiviacio)

= Pesar 1 g de mostra

= Afegir 1 ml d’aigua miliQ

= Barrejar en un tub de vidre muflat fins que quedi totalment homogeneitzat

* Deixar en agitacié moderada a 4°C i protegit de la llum durant 2 dies

* Centrifugar i recollir el sobrenedant en un vial. Si és necessari, filtrar per a
que la mostra quedi ben neta

» Guardar a -20°C

I11.4. DESENVOLUPAMENT DEL RYA
II1.4.1. Sistemes de llevats utilitzats

El principi és simple: consisteix en un organisme unicel-lular (llevat) modificat
geneticament per a obtenir una resposta facil de detectar a I’'addici6 de compostos

que puguin mimetitzar els lligands naturals de determinats receptors.
En aquest cas concret, s’ha treballat amb diferents sistemes sensors:

= Sistema basat en el gen reporter gfp
= Sistema basat en el gen reporter lacZ

= Sistema basat en el gen reporter gus
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II1.4.1.1. Sistema basat en el gen reporter gfp

Aquest sistema esta basat en una soca de llevat en la que s’introdueixen el gen
reporter gfp i el receptor nuclear d’interés. L'estratégia que es va seguir és la

seguent:

Primer, un fragment (Longtine et al., 1998) que conté el gen reporter gfp i el
marcador de selecci6 Kan® va ser amplificat per PCR amb uns oligonucledtids
mixtes en els que l'extrem 5’ es corresponia a I'ORF del gen HIS3 seguint la pauta
de lectura. Les sequéncies dels oligonucledtids séon les seglents: 5'-
GCAGAAAGCCCTAGTAAAGCGTATTCGGATCCCCGGGTTAATTAA-3" (directe) i 5'-
GAACACCTTTGGTGGAGGGAACATCGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3' (revers). A
continuacié, aquest fragment va introduir-se per un procés de recombinacid
homologa dins la soca de llevat L40 i van seleccionar-se les cél-lules que I'havien
incorporat (Figura III.11). En aquest procés, la soca L40 transformada amb aquest
fragment que conté el gen reporter gfp perd el gen HIS3 i, per tant, passa a ser
His".
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Figura III.11. Esquema de la recombinacié homologa amb la que va integrar-se el fragment pFA6a-
GFP(S65T)-kanMX6 (Longtine et al., 1998) en la soca L40.

La soca L40 amb el gen reporter gfp integrat va ser obtinguda amb eéxit i, a
continuacid, va transformar-se amb els plasmidis que contenien els diferents
receptors, pLPR (PR) o pLMAX (AhR) depenent del sistema, de manera que va
obtenir-se una soca a on l'expressié del gen reporter gfp depenia de la preséncia

d’un lligand capag d’unir-se al receptor i activar-lo.

Per a simplificar d’ara endavant aquests sistemes s’han anomenat: sistema PR-gfp,
en el cas del sistema basat en el PR més el gen reporter gfp, i sistema AhR-gfp,
sistema basat en I’AhR més el gen reporter gfp. L'ER va ser descartat degut al tipus
de construccié d'aquest sistema, no basada en el reporter /lexA, com és el cas dels

dos receptors anteriors.
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II1.4.1.2. Sistema basat en el gen reporter lacZ

En el cas del sistema basat en el gen reporter lacZ, en primer lloc va dissenyar-se
un sistema per a comparar l'activitat constitutiva d’aquest gen reporter sota el
control d’un promotor amb diferent nivell d’expressiéo. D’aquesta manera, va

transformar-se la soca W303D amb els plasmidis pRPG1.6 i pRPG3.10.

A continuacid, van dissenyar-se diferents sistemes basats en tres receptors
nuclears (PR, AhR i ER) per a avaluar el potencial de disrupcié endocrina causat per
diferents xenobiodtics presents en diverses mostres estudiades. Per a fer aixo van
introduir-se en el llevat dos elements genétics: el receptor i el gen reporter lacZ. En
aquest sistema qualsevol compost present en el medi de cultiu capag d’unir-se i
activar el receptor promoura l'expressid6 de I'enzim B-galactosidasa que
transformara un determinat substrat en un producte facilment detectable. En
aquest treball s’han utilitzat dos tipus de substrats per al gen reporter /acZ: un

substrat cromogénic (ONPG) i un substrat fluorogénic (MUGal).

Per a qué es pugui donar resposta transcripcional és imprescindible la unié
receptor-lligand i que aquest complex interaccioni amb el DNA. Aquest fet que
sembla trivial no ho és tant ja que els receptors nuclears utilitzats no tenen domini
propi d’'unié al DNA de llevat degut a qué no es troben de manera natural en
aquestes cel-lules. Per aquesta rad sén de gran importancia les construccions
plasmidiques mostrades anteriorment. En el cas dels sistemes PR-RYA (sistema
basat en el PR més el gen reporter /lacZ) i AhR-RYA (sistema basat en I’AhR més el
gen reporter /lacZ), la soca L40 va transformar-se amb els plasmidis pLPR i pLMAX,
respectivament, que contenen el LBD del receptor fusionat al DBD del repressor
bacteria LexA sota un promotor que s’expressa constitutivament. Aquesta soca es
caracteritza per presentar la seqliéncia operadora /exA situada davant del gen
reporter lacZ. En preséncia d’un lligand, el complex receptor-lligand migrara al nucli

on s’unira a la seqliéncia operadora /exA activant la transcripcid de /lacZ.

En el cas del sistema ER-RYA, sistema basat en I'ER més el gen reporter /lacZ, no hi
ha cap plasmidi que incorpori la seqliéncia operadora /exA sind que, en aquest cas,
el llevat va transformar-se amb dos plasmidis, pH5HEO i pVitBx2, de manera que el
receptor, present en el plasmidi pH5HEO, s’unira a I’ERE del plasmidi pVitBx2.
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II1.4.1.2.1.Sistema basat en el receptor de progesterona més el gen
reporter lacZ (PR-RYA)

En aquest cas va seguir-se l'estratégia basada en el sistema L40-LexA-gen
reporter. El plasmidi pLPR conté una fusio del DBD de LexA i el LBD del PR huma
expressat constitutivament en un plasmidi episomal d’elevat nombre de copies
(plasmidi d’expressid pLexA202 de Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA)).
Aquest constructe quimeric va introduir-se en la soca L40 (Vojtek et al., 1993), en

la qual una fusid lexA-lacZ esta integrada en el genoma (Wach et al., 1994).

II1.4.1.2.2.Sistema basat en el receptor d’hidrocarburs d’aril més el gen
reporter lacZ (AhR-RYA i YCM-RYA)

En aquest cas van seguir-se dues estratégies diferents:
A) Sistema basat en el sistema L40-LexA-gen reporter (AhR-RYA)

Es la mateixa estratégia que es va fer servir per al sistema PR-RYA pero, en aquest
cas, la soca L40 va ser transformada amb el plasmidi d’expressié6 pLMAX que conté
una fusié del DBD de LexA amb el LBD de I'’AhR de ratoli en el plasmidi d’expressid
pLexA202 de Clontech (BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA). Aquest constructe
quimeric, de la mateixa manera que abans, va introduir-se en la soca L40 (Vojtek
et al., 1993), en la qual una fusid lexA-lacZ esta integrada en el genoma (Wach et
al., 1994).

B) Sistema YCM-RYA

Aguest sistema esta basat en la soca YCM4 cedida per en Charles A. Miller (Miller,

1999) (veure descripcié en I'apartat 111.1.2.2. Soques de llevat).

II1.4.1.2.3.Sistema basat en el receptor d’estrogens més el gen reporter
lacZ (ER-RYA)

En aquest cas es va utilitzar la soca BY4741 obtinguda d’'EUROSCARF (EUROSCARF,
Frankfurt, Germany) préviament transformada amb els plasmidis pH5HEO i pVitBx2
(Garcia-Reyero et al., 2001). El plasmidi d’expressi6 pH5HEO prové de la insercid
de I'ER huma (Green and Chambon, 1991) en la diana BamH1 del plasmidi pAAH5
(Schneider and Guarente, 1991). El plasmidi reporter pVitBx2 conté dues copies de
I'ERE del gen Bl de la vitel-logenina de Xenopus laevis (5'-AGTCACTGTGACC-3'
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(Green and Chambon, 1991)) i un sistema promotor (CYC1) amb el gen d’assaig
lacZ.

El sistema ER-RYA es basa en plasmidis episomals d’elevat nombre de copies, els
quals asseguren de 10 a 20 copies per cél-lula tant del plasmidi d’expressié que
conté el receptor com del plasmidi reporter (Garcia-Reyero et al., 2001). A més,
I’'expressio de I'ER esta regulada pel promotor ADH1 sencer (d’1.5 kb) que és més
fort que altres versions més curtes. En aquestes condicions, la resposta a agonistes
d’estrogens és extremadament sensible, la qual cosa permet temps d’incubacions

molt curts.
II1.4.1.3. Sistema basat en el gen reporter gus

Experimentalment es va introduir el plasmidi que conté el gen gus dins la soca de
llevat diploide W303D. Aquest plasmidi presenta un promotor constitutiu que fa que
el gen s’expressi sense la necessitat de la preséncia de cap compost extern a la
cel-lula de llevat. D'aquesta manera, s’espera detectar expressio de l'enzim que
s’'obté a partir de la transcripcié del gen reporter gus, la B-glucuronidasa,
mitjancant la metabolitzacié del seu substrat, MUG, a un producte fluorescent. Per
a fer aquest assaig, es va contar amb dues versions del plasmidi pRPG-GUS (pRPG-
GUS1.6 i pRPG-GUS3.10) que es diferencien en el nivell d’expressié del promotor,
essent precedit el primer per un promotor débil mentre que el segon es troba sota

el control d'un promotor fort.
I11.4.1.3.1. Sistema GAL1-GUS

Aquest sistema esta basat en la soca YSB1 que presenta el gen reporter gus sota el
control del promotor GAL1,10 (veure descripcido en l'apartat III.1.2.2. Soques de
llevat). Aquest sistema s’ha utilitzat per a discernir entre els efectes toxics i els

efectes inhibitoris dels lligands.
II1.4.2. Assaigs RYA

En aquest treball s’ha fet servir una versié de RYA que evita l'adsorcié dels
compostos hidrofobics a les superficies de plastic i la migracié de les substancies
estrogeniques del material de plastic a les solucions aquoses (Noguerol et al.,
2006a; Garcia-Reyero et al., 2001; Garcia-Reyero et al., 2005). Per a aconseguir
aix0, s’ha utilitzat material de vidre en lloc de plastic. La utilitzacié exclusiva de
material de vidre impedeix que els compostos hidrofobics es fixin per adsorcidé en

gualsevol material organic, ja siguin puntes de pipetes, tubs Eppendorf, plaques de
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cultiu cel-lular o plaques de microtitulacié. Aix0 és especialment rellevant per als
sistemes basats en I’AhR degut a la natura altament lipofilica de la majoria dels
seus lligands. Un meétode alternatiu i més practic degut a qué s’augmenta la
processivitat de l'assaig fent possible I'analisi de més mostres a la vegada és la
utilitzacié de plagques de microtitulacié sililades amb diclorodimetilsila solucié al 2%
en 1,1,1-tricloroeta que impedeix la fixacié dels compostos hidrofobics. De la
mateixa manera que abans, la neteja del material és un pas molt important. Tot el
material de vidre (vials, tubs, campanetes de Durham, etc.) s’'ha de muflar durant

12 hores a 400°C per tal d’assegurar I'eliminacié de qualsevol compost organic.

En el cas del sistema ER-RYA, s’ha d’evitar el contacte del metanol, solvent en el
que es preparen totes les mostres, amb qualsevol material de plastic degut a la
facilitat de contaminacié d’aquest per estrogens provinents del plastic. En aquest
treball s’ha utilitzat material de vidre en lloc de plastic per a emmagatzemar i
manipular les mostres, i campanetes de Durham de vidre per a les incubacions. El
protocol proposat també inclou la utilitzaci6 de plaques de microtitulacié de
polipropilé, un plastic no estrogénic (NUNC™, Roskilde, Denmark (Garcia-Reyero et
al., 2004)).

En cada assaig es van realitzar diferents controls, analitzats seguint la mateixa

metodologia que en el cas de les mostres. En concret, es van incloure:

- control negatiu: cultiu amb metanol, que és el solvent en el que es van
resuspendre totes les mostres i compostos analitzats. S’ha de tenir en
compte que com a maxim es pot afegir al cultiu un 10% de metanol,
concentracions més elevades resulten toxiques per a les cél-lules de
llevat.

- control positiu: cultiu amb concentracié saturant de lligand. En aquest
treball s'ha fet servir la progesterona (Sigma) com a lligand del PR, la B-
naftoflavona (Sigma) com a lligand de I'AhR i el 17B-estradiol (Sigma)
com a lligand de I'ER.

- control d’inhibicid: cultiu amb concentracié saturant de lligand (la
mateixa concentracié que el control positiu) més la mostra a analitzar.
L'objectiu d'aquest control és demostrar, en el cas de qué una mostra no
doni cap resposta, si I'abséncia de senyal és deguda a la no preséncia de

lligand i, per tant, d’activitat en una mostra donada.

Sempre, si no s’indica el contrari, es van realitzar triplicats de tot i els bancs de

dilucions de les mostres es van establir segons les necessitats de cada experiment.
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En alguns casos va interessar fer les dilucions a part en vials de vidre muflats, fent

servir capil-lars de vidre (Microcapillary Pipettes, Sigma).

II1.4.2.1. Assaig basat en el gen reporter gfp

Procediment en placa

Créixer 2 ml de cultiu (minicultiu) en YPD tota la nit a 30°C

Inocular uns 20 pl de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucleodtids corresponents

Incubar tota la nit a 30°C

Ajustar el cultiu a una DOggo de 0.5

Traspassar 100 ul de cultiu a cada pouet d’una placa de microtitulacié
Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent
Incubar 2 hores a 30°C

Llegir en un espectrofluorimetre (Victor3 Wallac spectrofluorometer
(Perkin Elmer Inc., Wellesley, MA, USA)) a una longitud d’ona d’excitacié

de 485 nm i d’emissio de 535 nm

Procediment en tub

Créixer 2 ml de cultiu (minicultiu) en YPD tota la nit a 30°C

Inocular uns 20 pl de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucleotids corresponents

Incubar tota la nit a 30°C

Ajustar el cultiu a una DOggo de 0.5

Traspassar 2 ml de cultiu a un tub

Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent
Incubar 2 hores a 30°C

Traspassar 100 pl de cultiu a cada pouet d’una placa de microtitulacié
Llegir en un espectrofluorimetre (Victor3 Wallac spectrofluorometer
(Perkin Elmer Inc., Wellesley, MA, USA)) a una longitud d’ona d’excitacié

de 485 nm i d’emissié de 535 nm

II1.4.2.2. Assaig basat en el gen reporter lacZ

II1.4.2.2.1. Determinacio de lI'activitat constitutiva del gen reporter lacZ

El protocol és el mateix que el descrit en |'assaig lacZ colorimétric en placa (apartat

I11.4.2.2.2.) i fluorimétric (apartat II1.4.2.2.3.) perd sense afegir cap compost a
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testar. S’ha de tenir en compte que en el cas de l'assaig fluorimétric, per tal

d’evitar la saturacio del sistema, van utilitzar-se diferents volums de cultiu: 50 pl
per al plasmidi pRPG1.6 i de 10 pl per al pRPG3.10.

II1.4.2.2.2. Assaig colorimeéetric (ONPG) basat en el gen reporter lacZ
Solucions
- Tampd Z

= 60 mM NayHPO,
= 40 mM NaH,PO,4
= 10 mM KCI

= 1 mM MgSO,

Ajustar, sical, elpHa 7.0

Tampd Z/B-mercaptoetanol

= 75 ul B-mercaptoetanol (Fluka)
* 25 mlTampé Z

ONPG (4 mg/ml d’ONPG (o-nitrofenil- B-D-galactopiranosid, Sigma) en

aigua)

Procediment en tub
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Créixer 2 ml de cultiu en YPD (minicultiu) tota la nit a 30°C

Inocular uns 20 ul de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucleotids corresponents

Incubar tota la nit a 30°C

Ajustar el cultiu a una DOgqp de 0.5-1

Traspassar 2 ml de cultiu a un tub

Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent
Incubar tota la nit a 30°C

Passar els 2 ml de cultiu a un tub Eppendorf

Centrifugar 1 minut a 15000 rpm

Descartar sobrenedant

Afegir 250 pl d’Y-PER™ (PIERCE™, Rockford, IL, USA) per a permeabilitzar

les cel-lules
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= Incubar 30 minuts a 30°C

= Afegir 750 ul de la solucié tampd Z/B-mercaptoetanol

= Deixar 5 minuts a temperatura ambient

= Afegir 200 ul d’'ONPG i anotar el temps que sera el temps inicial (T;)
= Quan la solucié viri a groc, afegir 500 ul de Na,CO3 1M

= Anotar el temps que sera el temps final (Tf)

= Centrifugar 5 minuts a 6000 rpm

= Llegir la DO4,o del sobrenedant

Procediment en campaneta de Durham

= Créixer 2 ml de cultiu en YPD (minicultiu) tota la nit a 30°C

= Inocular uns 20 upl de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucleotids corresponents

= Incubar tota la nit a 30°C

=  Ajustar el cultiu a una DOgg de 0.5-1

= Afegir 100 pl de cultiu a cada campaneta de Durham

= Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent

= Incubar tota la nit a 30°C

= Afegir 100 ul d'Y-PER™

= Incubar 30 minuts a 30°C

= Afegir 100 pl d’una solucié que conté tampd Z/B-mercaptoetanol i ONPG
amb una relacio 1:1

= Anotar el temps que sera el temps inicial (T;)

= Quan la solucié viri a groc, afegir 100 ul de Na,CO3 1M

= Anotar el temps que sera el temps final (T7)

= LIegir la DO420
Procediment en placa

= Créixer 2 ml de cultiu en YPD (minicultiu) tota la nit a 30°C

= Inocular uns 20 upl de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucleotids corresponents

= Incubar tota la nit a 30°C

= Ajustar el cultiu a una DOgg de 0.5-1

= Afegir 100 pl de cultiu a cada pouet d’'una placa de microtitulacié de 96
pouets. En el cas del sistema ER-RYA, les plaques han de ser de
polipropilé, un plastic no estrogénic (NUNC™, Roskilde, Denmark (Garcia-
Reyero et al., 2004))
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= Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent

= Incubar tota la nit a 30°C

= Afegir 100 ul d’Y-PER™

= Incubar 30 minuts a 30°C

= Afegir 100 pl d'una solucié que conté tampé Z/B-mercaptoetanol i ONPG
amb una relacio 1:1

= Anotar el temps que sera el temps inicial (T;)

= Quan la solucié viri a groc, afegir 100 ul de Na,COs3 1M

= Anotar el temps que sera el temps final (Tf)

= Llegir la DO4z9
II1.4.2.2.3. Assaig fluorometric (MUGal) basat en el gen reporter lacZ
Solucions

- Tamp6 d’assaig MUGal

= 100 ml Tampéd Z

* 1 mlTrité X-100 10%
= 1mlSDS 10%

= 70 ul B-mercaptoetanol

= 21 mg MUGal (4-metilumbeliferil-galactopiranodsid, Sigma)
Aliquotar i guardar embolicat amb paper d’alumini a -20°C
- Tampé Z

= 60 mM Na,HPO4
= 40 mM NaH,PO4
= 10 mM KCl

= 1 mM MgSO,

Ajustar, sical, el pHa 7.0
Procediment

= Créixer 2 ml de cultiu en YPD (minicultiu) tota la nit a 30°C
= Inocular uns 20 ul de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucledtids corresponents

= Incubar tota la nit a 30°C
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Ajustar el cultiu a una DOgg entre 0.1-0.2 (les cél-lules han d’estar en
creixement exponencial)

Traspassar 50 ul de cultiu a cada pouet d’una placa de microtitulacié de 96
pouets. En el cas del sistema ER-RYA les plaques han de ser de polipropilg,
un plastic no estrogénic (NUNC™, Roskilde, Denmark (Garcia-Reyero et
al., 2004))

Afegir la substancia a testar i fer el banc de dilucions corresponent

Incubar 4 hores (en el cas dels sistemes PR-RYA, AhR-RYA i YCM-RYA) o0 6
hores (sistema ER-RYA) a 30°C

Afegir 50 pl d'Y-PER™

Incubar 30 minuts a 30°C

Afegir 50 ul de tampo d’assaig MUGal a cada pouet

Centrifugar un minut a 1000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810)

Llegir en un espectrofluorimetre (Victor3 Wallac spectrofluorometer (Perkin
Elmer Inc., Wellesley, MA, USA)) a una longitud d’ona d’excitacié de 355

nm i d’emissié de 460 nm

II1.4.2.3. Assaig basat en el gen reporter gus (MUG)

Solucions

GEB (tamp¢ d’extraccié del gus, Gus Extraction Buffer)

= 50 mM NaPQO, (a pH 7.0)
* 10 mM B-mercaptoetanol
= 10 mM Na,EDTA (a pH 8.0)

Tampd d’'assaig MUG

* 100 mg MUG (4-metilumbeliferil B-D-glucuronid, Sigma)
= 100 ml GEB

Aliquotar i guardar embolicat amb paper d’alumini a -20°C

Procediment

Créixer 2 ml de cultiu en YPD (minicultiu) tota la nit a 30°C
Inocular uns 20 ul de minicultiu en uns 20 ml de medi minim
complementat amb els aminoacids i nucledtids corresponents

Incubar tota la nit a 30°C
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Ajustar el cultiu a una DOgg entre 0.1-0.2 (les cél-lules han d’estar en
creixement exponencial)

Traspassar el volum de cultiu que interessi (normalment 50 ul) a cada
pouet d’una placa de microtitulacié de 96 pouets (es recomana 50 pl per
pRPG-GUS1.6 i 10 ul per pRPG-GUS3.10 per tal d’evitar la saturacié del
sistema)

Afegir 50 pl d’Y-PER™

Incubar 30 minuts a 30°C

Afegir 50 ul de tamp6 d’assaig MUG a cada pouet

Centrifugar un minut a 1000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810)

Llegir en un espectrofluorimetre (Victor3 Wallac spectrofluorometer (Perkin
Elmer Inc., Wellesley, MA, USA)) a una longitud d’ona d’excitacié de 355

nm i d’emissié de 460 nm

II1.4.2.4. Assaig per a discernir entre els efectes toxics i els efectes

inhibitoris (Soca GAL1-GUS)

Procediment
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Inocular una colonia de la soca GAL1-GUS d‘una placa d’YPR més
nourseotricina en 2 ml d'YPR (minicultiu)

Incubar tota la nit a 30°C

Inocular 50 pl de minicultiu en 10-20 ml d'YPR

Incubar tota la nit a 30°C

Ajustar el cultiu amb YPR a una DQOggo entre 0.1-0.2

Separar una part de cultiu que es fara servir de control negatiu (sense
galactosa)

Afegir un 2% de galactosa a la resta de cultiu i fer un banc de dilucions
amb el compost en una placa de microtitulacié de 96 pouets, tot deixant
un pouet sense compost com a segon control negatiu. Deixar 50 ul de
volum final a cada pouet

Incubar 2 hores a 30°C

Afegir 50 ul d’Y-PER™

Incubar 30 minuts a 30°C

Afegir 50 ul de tamp6 d’assaig MUG a cada pouet

Centrifugar un minut a 1000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810)

Llegir en un espectrofluorimetre (Victor3 Wallac spectrofluorometer (Perkin
Elmer Inc., Wellesley, MA, USA)) a una longitud d’ona d’excitacié de 355

nm i d’emissié de 460 nm
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III.5. METODE DE CALCUL

Aquests sistemes es basen en el seguiment de les taxes de transcripcié de gens
reporter, I'expressio dels quals depén de la unié del receptor al seu lligand natural o
xenobiotic. En el cas de l'assaig colorimétric del sistema basat en el gen reporter
lacZ, I'activitat B-galactosidasa va ser calculada en unitats de Miller a partir de la

seglient férmula (Férmula III.1):

1000 x DO,
DOgpp xV x(T; =T,)

Unitats de Miller =

Formula III.1: Férmula que permet calcular les unitats de Miller. En aquesta formula “V”, “DOs" i

“DOs0o” representen el volum i la densitat optica del cultiu a 420 i 600nm, respectivament.

Per altra banda, en el cas de I'assaig fluorimeétric, va ser calculada per métodes de
regressio lineal estandard a partir de les corbes dosi-resposta com l'increment de
les unitats arbitraries de fluorescéncia en el temps. En aquest cas, per a conéixer la
guantitat d’expressio del gen reporter s’afegeix a les cel-lules substrat en excés i es
mesura |'aparicio de fluorescencia en funcié del temps a diferents concentracions de
Iligand en un espectrofluorimetre. L'espectrofluorimetre llegeix la placa 20 vegades
de manera que de cada pouet es tenen 20 lectures de fluorescéncia amb el temps

corresponent (Figura III.12 ).
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Temps (minuts)

Figura III.12. Increment lineal de la fluorescéncia (en unitats de fluorescencia) respecte el temps (en

minuts) per a diferents concentracions de lligand.

A concentracions saturants de substrat 'aparicié del producte fluorescent segueix
una correlacié lineal amb el temps amb un pendent equivalent als valors d’activitat

B-galactosidasa (o B-glucuronidasa) en unitats de fluorescéncia per minut. El calcul
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dels pendents de les linies de la Figura III.12 es fa per métodes de regressié lineal
estandard en unitats de fluorescéncia per minut (U.F./minut). A partir dels resultats
obtinguts es pot tracar una corba dosi-resposta que relaciona la concentracié de
lligand amb l'activitat B-galactosidasa (o B-glucuronidasa) (Figura III.13).

Corba dosi-resposta
7000

s000

S000 +

4000 i

2000 ,E/

= 2000 y

1000 =
Nt

o

o001 o001 0.1 i i0 i00 1000 10000 100000

Activitat p-galactosidasa
(U.F.fminut)

Concentracid de lligand

Figura III.13. Corba dosi-resposta del lligand. En aquest grafic I'eix de les Y representa |'activitat B-

galactosidasa en unitats de fluorescéncia per minut (U.F./minut).

Tots els calculs estadistics es van fer amb I'SPSS v.13.0.1 package (SPSS Inc.,
Chicago, Ill.). Els valors de les ECsy, valor que representa la concentracié de
compost testat que correspon a la meitat de l'activitat maxima, van ser calculats a
partir de l'ajust de les dades a una versid no cooperativa de l'equacié de Hill
utilitzant I'SPSS (Noguerol et al., 2006a).

II1.5.1. Model matematic

El model més simple per a descriure corbes dosi-resposta assumeix un equilibri
entre les molécules d’hormona lliure i d’hormona unida a receptor presents en la

solucid

Kg
R+ h=hR

a on “R” representa la concentracié de molécules de receptor lliure sense hormona,
“h” la concentracié de molécules d’hormona, “hR” la concentracié de molécules
d’hormona unides a receptor i “Kd” és la constant de dissociaci6. Aquest model
assumeix que una Unica molécula de l'agonista s’unira a una Unica molécula de
receptor, la qual cosa ha estat demostrada per nombroses dades fisiques i
cristal-lografiques (Green and Chambon, 1991; Nagy and Schwabe, 2004). Si
s’assumeix que la concentracié d’hormona és molt més gran que la concentracio de

receptor, la fraccié de receptor unit a I’hormona “®r” es pot descriure per I'equacio

de Hill
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[h R] 1

g = — _
TR, 14 (Kg/[h])

Equacio (1)

a on “Rt” és la concentracid total de receptor (unit i lliure) (Giraldo et al., 2002).
L'equacié de Hill només descriu l'equilibri per a la interaccié receptor-hormona.
Freglientment s’assumeix que aquest és el pas limitant en la série d’esdeveniments
gue van des de la preséncia d'una concentracié donada d’hormona fins a l'efecte
fisiologic final, en aquest cas, |'expressié del gen reporter. No obstant aixo, hi ha
moltes evidéncies en els sistemes complexos que indiquen una altra modulacié de
la resposta hormonal deguda als passos subsequients de la dimeritzacié del complex
receptor-hormona, de la unié al DNA i de l'activacié de la transcripcié. Els métodes
matematics corresponents estan molt menys desenvolupats pero, en la majoria

"

dels casos, introdueixen un coeficient de cooperativitat, “p”. En aquest treball
(Noguerol et al., 2006a), s’han provat dues d’aquestes aproximacions: una versié
cooperativa de I'equacio de Hill

1
Ka\F Equacio (2)
14+ (TF')

la qual assumeix que és necessaria més d’una Unica molécula d’hormona per a

{BI:

produir una configuracioé activa del receptor, per exemple, considerant el receptor
“actiu” una molécula dimérica amb dos llocs d’unié per a I'hnormona; i l'anomenada
equacio de Hill modificada

1

m Equacié (3)

Aix0 ha estat demostrat empiricament per a descriure la relacié entre la interaccié

{'1“"1':

receptor-lligand i la resposta fisiologica en sistemes complexos (Giraldo et al.,
2002).

II1.5.2. Analisi de les dades

Les equacions (1), (2) i (3) poden ser reformulades per a expressar la variacié de la
resposta fisiologica a una concentracié donada de lligand obtenint-se les equacions

(17), (2 i (37):

A
{]’_ :——|—B . ’
1+ I% Equacio (1)
A
Uy = +

Equacio (2')
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A
Up=—2 4B
L (1 N ‘E_)p . Equacié (3")

a on “UL" representa la magnitud de la resposta fisiologica (en aquest cas, l'activitat
del gen reporter), “B” és el nivell basal (sense lligand), “A” representa l'increment
de la resposta des del nivell basal fins a la concentracié saturant de lligand, “p” és
el factor de cooperativitat, i “K” és la Kd aparent. En I'equacio (1’) “"K” és equivalent
a I'ECso. Tots aquests parametres van ser calculats a partir de les dades de les
corbes dosi-resposta per métodes de regressido no lineal. L'analisi de les dades,
I'estadistica i I'ajust lineal i no lineal a les equacions va fer-se amb I’'SPSS v.13.0.1
package (SPSS Inc., Chicago, Ill.).

Per a calcular I'activitat anti-lligand es poden reformular les equacions (1') i (2'):

A
{."-]'_ = B o P4 ”
K Equacid (1)
1+ 13
i A
eSS 1 £ " Equacié (2")
+ ()

a on “B” és l'activitat B-galactosidasa obtinguda només amb I'efector positiu
(progesterona, PB-naftoflavona o 17B-estradiol, segons el sistema RYA), i “B-A"
equival a l'activitat residual amb una concentracié infinita de linhibidor. En
I’equacio (1), “K” és equivalent a la ICsy, concentracié d’inhibidor que redueix la

resposta de |'efector fins el 50%.
II1.5.3. Calcul dels equivalents de 17B-estradiol

Per a poder comparar les diferents mostres analitzades els resultats s’han expressat
en equivalents de 17p-estradiol (EEQ). Els equivalents representen la concentracio
de lligand de referencia, 17B-estradiol en aquest cas, amb la que s’obtindria la

mateixa resposta que la que presenta la mostra problema analitzada.

Aquests equivalents es calculen tenint en compte I'ECsy del 17B-estradiol (ECsg

Estradiol) 1 1@ dilucié en la que s’obté I'ECsg de la mostra (fg;) (Formula II1.2).
EEQ = ECs)ectragion X Fai

Férmula IIL.2: Formula que permet calcular els EEQ.
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IV.1. DESENVOLUPAMENT I ANALISI FUNCIONAL DE DIFERENTS
SISTEMES DE BIOASSAIG PER A LA DETECCIO DE XENOBIOTICS EN

Saccharomyces cerevisiae

Els bioassaigs basats en la utilitzacié de llevats, també coneguts com a RYA, han
demostrat ser una eina excel-lent per a avaluar el potencial de disrupcié endocrina
causat pels contaminants quimics presents en diverses mostres estudiades (Garcia-
Reyero et al., 2001). No obstant aix0, la deteccié de xenobiodtics mitjancant RYA es
troba amb diferents problemes quan s’analitzen mostres no convencionals. Primer,
moltes mostres només es poden obtenir en quantitats reduides la qual cosa limita
les maximes concentracions d’‘assaig i els volums de cultiu. Segon, sovint la
toxicitat i I'activitat dels lligands tenen lloc a concentracions molt similars. I tercer, i
més important, els protocols basats en llevats han de ser adaptats a mitjana o gran
escala per a cobrir el maxim nombre de mostres i compostos amb el minim cost

possible en quant a temps i diners.

En aquest treball, s’ha tractat de solucionar aquests problemes analitzant i
comparant tres sistemes basats en diferents gens reporter per tal de determinar
quin és el més sensible i aixi dissenyar un protocol basat en la utilitzacié de llevats
que sigui senzill, rapid, reproduible i altament sensible per a la deteccié de diferents
xenobiotics. El tres sistemes analitzats son: el sistema basat en el gen reporter gfp,

el sistema basat en el gen reporter /lacZ i el sistema basat en el gen reporter gus.

IV.1.1. Sistema basat en el gen reporter gfp

El primer sistema analitzat va ser el basat en el gen reporter gfp. En aquest cas,
van fer-se una série d’assaigs basats en el PR, sistema PR-gfp, i en I’AhR, sistema
AhR-gfp. L'ER va ser descartat degut al tipus de construccié d'aquest sistema, no

basada en el reporter /exA, com és el cas dels dos receptors anteriors.

Van dur-se a terme dos tipus d’assaigs, en tub i en placa, per tal de determinar si
aquest factor afectava a I'hora de donar una major o menor resposta. Teoricament
s’esperava una major resposta en tub ja que les condicions de creixement son
menys restrictives. Per contra, I'assaig en placa ofereix una série d’avantatges
practics ja que es disminueixen considerablement els volums de cultiu i de mostra
necessaris i s‘augmenta la processivitat del sistema fent possible I'analisi de més

mostres a la vegada.
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Van analitzar-se tres condicions d’assaig diferents pel que es referia a la
concentracio de lligand amb la que es va incubar el sistema: alta concentracié de
lligand, concentracié intermedia de lligand i abséncia de lligand. En la Taula IV.1
estan indicades les concentracions de lligand amb les que van incubar-se els
sistemes: progesterona, en el cas del sistema PR-gfp, i B-naftoflavona, en el cas del

sistema AhR-gfp.

Taula IV.1. Concentracions de lligand, progesterona i B-naftoflavona, utilitzades en els sistemes basats
en el gen reporter gfp i els receptors de progesterona (PR-gfp) i d’hidrocarburs d’aril (AhR-gfp),

respectivament.

Alta concentracié Concentracio Abséncia de
de lligand intermeédia de lligand lligand
PR-gfp (progesterona) 2.5uM 25 nM sense lligand
AhR-gfp (p-naftoflavona) 500 nM 100 nM sense lligand

L'assaig va fer-se en forma de cinética ja que el que interessava veure era |'aparicié
de fluorescéncia, és a dir, de proteina GFP en funcié del temps. La cinética va
seguir-se durant 23 hores en les que van fer-se set lectures puntuals que es
corresponien als 30 minuts, 1, 2, 5, 7 i 23 hores. El temps 0 es va establir just
després de dues hores d’incubaci6 amb el lligand. En la Figura IV.1 es troba

representada la cinética d’aparicié de fluorescéncia en funcié del temps.

A) Assaig en placa B) Assaig en tub
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——PR-gf0 a 2.5 gM PR-gf0 a 25 nM FR-gfo sense lligand
——ahR-9f0 8 500 NM AhR-gfoa 100 nM ahR-gfp sense lligand

Figura IV.1. Cinetica d'aparicié de fluorescéncia en el sistema basat en el gen reporter gfp a mesura
que passa el temps. A) Grafic que representa els resultats obtinguts en I'assaig en placa. B) Grafic que
representa els resultats obtinguts en |'assaig en tub. Els valors representats sén els valors mitjans de

totes les determinacions.
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Tot i que només es va poder apreciar un increment de la fluorescéncia en el
sistema AhR-gfp a alta concentracié de lligand, si que van trobar-se diferéncies
entre |'assaig fet en placa (Figura IV.1 A) i I'assaig dut a terme en tub (Figura IV.1
B). En el primer cas, va obtenir-se una expressio de I'ordre de 40000 unitats de
fluorescéncia després de les 23 hores; mentre que en el segon, va ser de 140000,
unes 3-4 vegades més tal i com s’esperava degut a les condicions menys
restrictives de creixement en tub. Pel que fa a la resta de clons, no va detectar-se
cap increment significatiu. Aquesta manca d’activitat va ser deguda a la baixa
sensibilitat del gen reporter gfp ja que necessita nivells d'expressio elevats per a
poder ser detectat per l|'espectrofluorimetre. A més, va observar-se que era
necessari un temps d’incubacié també elevat per tal de detectar la seva expressio.
Van fer-se nombrosos assaigs basats en aquest sistema pero el resultat no va ser el

desitjat.

S’ha de tenir en compte que el sistema dissenyat presenta un promotor induible per
lligand, és a dir, només donara expressio en preséncia d’aquest. Els compostos que
interessa detectar es caracteritzen per trobar-se a baixes concentracions i, per tant,
es necessita un sistema amb gran sensibilitat per a poder observar els seus efectes.
Tot aixd fa que gfp no sigui un bon gen reporter per a dur a terme assaigs
hormonals. Altres grups de treball (Cahill et al., 2004) si que han aconseguit
dissenyar aquest mateix sistema amb exit. No obstant aixd, es tracta d’un
procediment a on es donen llargs periodes d’incubacio, fins a 24 hores, i sota
I’expressio de gens estructurals i, per tant, d’elevada expressio. Aixi doncs, es pot
concloure que el sistema dissenyat no és adequat per a la detecci6 de compostos
que es troben a baixes concentracions, sota promotors que activen |'expressié per

induccio i en els que interessa que el temps d’incubacio sigui el més curt possible.

IV.1.2. Sistema basat en el gen reporter lacZ

Es va comparar l'activitat constitutiva d’aquest gen reporter sota el control d'un
promotor amb diferent nivell d’expressid. Per a determinar aixd es va introduir el
plasmidi que contenia el gen /acZ dins la soca W303D. Aquest plasmidi presenta un
promotor constitutiu que fa que el gen s’expressi sense necessitar la preséncia de
cap compost extern a la cél-lula de llevat. Per a fer aquest assaig es va contar amb
dues versions de plasmidis, pRPG1.6 i pRPG3.10, que es diferencien en el nivell
d’expressié del promotor. En el cas del plasmidi pRPG1.6, lacZ esta precedit per un
promotor débil; mentre que en el cas del plasmidi pRPG3.10, es troba sota el

control d’'un promotor fort. En I'assaig fluorimétric, van utilitzar-se diferents volums
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de cultiu (50 pl per al plasmidi pRPG1.6 i de 10 pl per al pRPG3.10) per tal d’evitar

la saturacié del sistema en aquest ultim cas.

En el cas de l'assaig colorimétric basat en ONPG, va determinar-se l'activitat B-
galactosidasa en unitats de Miller; mentre que en el cas de l'assaig fluorimétric, va

mesurar-se la cinética d’aparicié de fluorescéncia al llarg del temps en 10 lectures

puntuals (Figura IV.2).

A) Assaig colorimeétric

Unitats de Miller

PRPG1.6 6.57+0.95
PRPG3.10 88.71+13.06

B) Assaig fluorimeétric
pRPG1.6

60000

Figura IV.2. A) Resultats de I'activitat p—galactosidasa calculada
com a unitats de Miller en l'assaig colorimeétric amb el sistema
basat en el gen reporter lacZ amb dos promotors constitutius amb
diferent nivell d’expressié. B) Comparacio de la cinetica d’aparicid

de fluorescéncia del sistema basat en el gen reporter /acZ amb

dos promotors constitutius amb diferent nivell d’expressio.

Nota: tenir en compte el canvi d’escala.
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Tal i com s’esperava, en ambdds casos van

els nivells d’expressio.

pRPG3.10
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trobar-se diferencies significatives en

IV.1.3. Sistema basat en el gen reporter gus

Es va dissenyar un nou sistema per a detectar xenobiotics utilitzant una soca de
llevat com a biosensor amb el gen gus com a gen reporter. De la mateixa manera
que abans, es va dur a terme una comparacié de l'activitat constitutiva d’aquest
gen reporter sota el control d’'un promotor amb diferent nivell d’expressidé. Per a
determinar aix0, es va transformar la soca W303D amb els plasmidis pRPG-

GUSL1.6, a on el gen gus es troba precedit per un promotor deébil, i pRPG-GUS3.10,

a on gus es troba sota el control d’un promotor fort.

En la Figura IV.3 es pot observar la cinética que es va fer enregistrant la
fluorescéncia durant 20 lectures ininterrompudes amb les mateixes condicions per a
tots els clons. En aquest cas, també van fer-se quatre répliques per plasmidi i van

utilitzar-se diferents volums de cultiu (50 pl per al plasmidi pRPG-GUS1.6 i de 10 pl
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per al pRPG-GUS3.10) per tal d’evitar la saturacio del sistema. Efectivament, aqui
també es van trobar, tal i com s’esperava, diferéncies significatives en els nivells

d’expressio.

pRPG-GUS1.6 PRPG-GUS3.10
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Figura IV.3. Comparaci6 de la cinética d'aparicié de fluorescencia del sistema basat en el gen reporter
gus amb dos promotors constitutius amb diferent nivell d’expressio.

Nota: tenir en compte el canvi d’escala.

El gen reporter gus esta poc caracteritzat, aixi que es va decidir optimitzar la
reaccio estudiant la cinética del gen reporter gus a diferents pHs i explorant la

necessitat de la presencia d’'un permeabilitzador.

IV.1.3.1. Cineética del gen reporter gus a diferents pHs

El tampo6 d'assaig GEB presenta un pH neutre perd se sap que la sensibilitat del
sistema augmenta a l'augmentar el pH de la reacci6. El pH és un parametre
important en aquests tipus d’assaigs ja que un pH basic atura la reaccié. Interessa
saber, doncs, si la variacié d’aquest en una unitat és suficient com per a aturar el
sistema o si, al contrari, és suficient per a fer augmentar la sensibilitat en Ia

detecci6 d’activitat.

Es va mesurar l'aparicié de fluorescéncia en el temps amb diferents condicions
d’assaig pel que fa al pH i al volum de cultiu. En concret, van analitzar-se dos pHs
diferents (pH 7.0 com a pH neutre i pH 8.0 com a pH basic) i 5, 10, 20 i 50 pl de
cultiu. La cinética d’aparicié de fluorescéncia en el temps es pot veure en la Figura
IvV.4.
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pRPG-GUS1.6 pRPG-GUS3.10
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Figura IV.4. Cinetica d'aparicié de fluorescéncia en el temps a diferents pHs d’assaig amb el sistema
basat en el gen reporter gus amb els plasmidis pRPG-GUS1.6 i pRPG-GUS3.10. Les linies representen el

valor mitja de totes les determinacions.

En aquest cas, no van observar-se diferéncies entre ambdos pHs. El rang de pHs
amb el que es va treballar va ser un rang estret ja que en un medi molt basic la
reaccié s’atura. Es per aixd que només es va modificar un grau el pH i es va pujar
fins a pH 8.0. En aquest pH, perd, no es va apreciar cap augment significatiu de la
sensibilitat del sistema, essent aquesta la mateixa que en un assaig a pH neutre.
Queda clar, doncs, que tot i que el pH del tamp6 d’assaig és important per a que la
reaccié es pugui donar, poden introduir-se petites variacions sense que aix0 afecti

la sensibilitat del sistema.
IV.1.3.2. Estudi de la preséncia d’'un permeabilitzador

Per a poder observar I'activitat del gen reporter gus, de la mateixa manera que en
el cas del sistema basat en el gen reporter lacZ, és essencial que el substrat pugui
travessar la paret cel-lular del llevat i aixi ser metabolitzat per la B-glucuronidasa,
enzim que s’obté a partir de la transcripcid del gus. El seglent experiment va
permetre determinar si el substrat MUG és soluble per ell mateix i, per tant, és
capag de travessar la paret sense ajuda de cap altre agent o si, al contrari, és
necessaria la preséncia d’un permeabilitzador com és el cas de I'Y-PER (Y-PER®,
Yeast Protein Extraction Reagent). L'Y-PER és un detergent que s’utilitza per a
extreure proteines solubles de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Bacillus subtilis i Escherichia coli, a part d’'una gran varietat de bacteris

gram positiu.
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Es va seguir el protocol tal i com esta descrit en I'apartat Materials i Metodes,
partint de 50 pl de volum inicial de cultiu, fins el punt en qué s’ha d’afegir el
permeabilitzador. Aleshores, van fer-se tres condicions experimentals per a
cadascun dels dos plasmidis: 50 ul d’Y-PER, 25 pl d'Y-PER + 25 pl de GEB (només
contenia la meitat de permeabilitzador) i 50 ul de GEB (sense permeabilitzador).

En la Figura IV.5 es mostren els resultats obtinguts. Es pot veure que no van
apreciar-se diferencies significatives entre les dues primeres condicions d’assaig. En
ambdods casos, va aconseguir-se una expressié al voltant de 150000 unitats de
fluorescéncia per a pRPG-GUS1.6 i 4000000 per a pRPG-GUS3.10. Si es veu, en
canvi, una clara disminucié pel que fa a les cél-lules que no van ser tractades
préviament amb el permeabilitzador Y-PER. En el cas de pRPG-GUS1.6, |'expressio
es troba al voltant de les 60000 unitats de fluorescéncia (menys de la meitat que
en el cas de les cél-lules que si que havien estat tractades amb permeabilitzador);
mentre que el valor per a pRPG-GUS3.10 és d’unes 2200000 unitats (la meitat del

valor de referéncia).

PRPG-GUS1.6 pRPG-GUS3.10
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Figura IV.5. Comparaci6 de les unitats de fluorescencia obtingudes en incubar amb diferents
concentracions de permeabilitzador el sistema basat en el gen reporter gus amb els plasmidis pRPG-
GUS1.6 i pRPG-GUS3.10. Els valors representats corresponen al valor mitja de totes les determinacions i

les barres d’error representen la seva desviacio estandard.

L'Y-PER és un detergent que permeabilitza la paret cel-lular la qual cosa facilita que
I'enzim entri en contacte amb el substrat que ha de metabolitzar i, d’aquesta
manera, es disminueix el temps d’assaig. En el procediment descrit en l'apartat
Materials i Métodes s‘indica un volum de 50 ul d’Y-PER. Sembla que la meitat de
volum ja seria suficient per a permeabilitzar 50 pl de cultiu, encara que es
recomana afegir el volum descrit en el protocol per tal d’assegurar una disgregacio

cel-lular total. En abséncia d’Y-PER l'eficiéncia de I'assaig disminueix notablement,
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essent aquesta gairebé la meitat que en el cas d'un cultiu tractat amb el
permeabilitzador. En resum, el permeabilitzador Y-PER, a diferéncia dels assaigs
colorimetrics amb ONPG a on es presenta com un element imprescindible, no és
essencial en els assaigs fluorimeétrics permetent la seva realitzacié immediata, amb

la que es disminueix l'activitat pero no s’anul-la.

IV.1.4. Comparacio dels gens reporter lacZ i gus

Es va realitzar una cinética de substrats creuats amb els sistemes basats en els

gens reporter lacZ i gus i una comparacié de la sensibilitat d'ambdds sistemes.

IV.1.4.1. Cinetica de substrats creuats (MUG i MUGal)

Com s’ha indicat abans, el MUG és el substrat de la B-glucuronidasa, enzim que
s’obté a partir de la transcripcié del gen reporter gus; mentre que el MUGal n’és el
de la B-galactosidasa, enzim que s‘obté a partir de la transcripcié del gen reporter
lacZ. En aquest assaig es va voler veure si aquests substrats es podien creuar entre

ells, essent MUG metabolitzat per la B-galactosidasa i MUGal per la g-glucuronidasa.

Es va partir de la soca W303D transformada amb els plasmidis pRPG-GUS1.6 i
pRPG-GUS3.10. Per al pRPG-GUS1.6 van utilitzar-se 50 pl de cultiu en cadascun
dels assaigs mentre que per al pRPG-GUS3.10 van utilitzar-se’'n 10 pl per tal
d’evitar la saturacié del sistema. Per una altra banda, es va utilitzar el sistema ER-
RYA a concentracié saturant de 17B-estradiol (30 nM) incubat amb el substrat MUG.

En la Figura IV.6 es representen les cinétiques obtingudes.
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Figura IV.6. Cinética d'aparici6 de fluorescencia en el temps del sistema ER-RYA incubat amb el
substrat MUG i del sistema basat en el gen reporter gus amb els plasmidis pRPG-GUS1.6 i pRPG-
GUS3.10 incubat amb els substrats MUG i MUGal. Les linies representen el valor mitja de totes les

determinacions.
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En la Figura IV.6 només es va apreciar activitat en aquells clons que van ser
incubats amb el seu substrat teoric. Aquest experiment és de gran importancia ja
que podria permetre establir la possibilitat d’intercanviar substrats entre el sistema
basat en el gen reporter gus i el sistema basat en /acZ, mantenint la funcionalitat
d’ambdds sistemes. Els resultats, pero, indiquen que els sistemes només funcionen
amb els seu substrat propi, és a dir, MUGal com a substrat de la B-galactosidasa i
MUG com a substrat de la B-glucuronidasa. Aix0, per altra banda, representa un
gran avantatge per a futures innovacions a I’'hora de fer soques que puguin contenir
els dos gens reporter gracies a una doble transformacié amb els dos plasmidis. En
la Figura IV.6 es va veure que cap dels dos substrats interfereix en |'altre sistema
de manera que es podria mesurar a la vegada i en una mateixa soca de llevat
I’expressio dels dos gens reporter en assaigs paral-lels i aixi detectar dos compostos
diferents ja que en tot moment es podria diferenciar entre I'activitat d’'un sistema i

|'activitat de l'altre.

IV.1.4.2. Comparacié de la sensibilitat dels sistemes basats en els gens

reporter lacZ i gus

Aquests dos sistemes presenten certa homologia ja que els plasmidis tenen
estructures molt similars i es basen en la metabolitzacié d’un substrat i la posterior
deteccid del seu producte. Aixi doncs, resulta rellevant saber quin dels dos sistemes
presenta una major sensibilitat ja que pot determinar la seva eleccié en un
determinat assaig. Per a fer aquesta comparacid, es va mesurar lactivitat

constitutiva dels dos gens reporter.

Es va partir de la soca diploide W303D transformada amb pRPG-GUS1.6 i pRPG-
GUS3.10 i de la mateixa soca transformada amb pRPG1.6 i pRPG3.10. Van seguir-
se els procediments tal i com estan descrits en I'apartat Materials i Métodes
utilitzant-se 10 pl de volum de cultiu per pRPG-GUS3.10 i per pRPG3.10. D'aquesta
manera, es va poder obtenir suficient activitat per a poder diferenciar els dos
assaigs i es va evitar la saturacio del sistema. A partir de les cinétiques d’aparicid
de fluorescéncia en el temps de les Figures IV.2 i IV.3 van calcular-se els pendents
de les linies que s’han expressat en la Taula IV.2 en unitats de fluorescéncia per

minut i per densitat optica (U.F./minut/DO).
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Taula IV.2. Comparacié dels valors dels pendents amb les seves desviacions estandards calculats a
partir de les cinétiques d’aparicié de fluorescéncia en el temps dels sistemes basats en els gens reporter
gus i lacZ amb els plasmidis pRPG1.6 i pRPG-GUS1.6 i pRPG3.10 i pRPG-GUS3.10. També es mostra la

seva relacioé.

Unitats 1.6 3.10 3.10/1.6
lacZ (MUGal) | U.F./minut/DO 0.51+0.11 74.91+18.76 146.88
gus (MUG) U.F./minut/DO 8.54+0.65 1054.97+£32.93 123.53

A la vista dels resultats obtinguts es pot concloure que els dos sistemes so6n
equivalents. La diferéncia més gran entre els dos sistemes és que el sistema basat
en el gen reporter gus va donar més unitats de fluorescéncia absolutes. Aix0 podria
representar una major sensibilitat per constructes que donin baixa activitat com,
per exemple, els constructes integrats. En aquest cas, interessa un sistema sensible
ja que es treballa amb construccions a on els gens reporter es troben sota
promotors induibles per lligand i, per tant, nivells baixos d’expressio. Es per aixo
que el sistema basat en el gen reporter gfp va ser descartat. No obstant aixo, en el
cas dels sistemes basats en els gens reporter gus i lacZ s'ha de tenir en compte que
I’activitat constitutiva dels sistemes analitzats és alta de manera que la sensibilitat,
entenent-se com la resposta a una activitat enzimatica baixa, no és un factor
decisiu ja que tots dos sistemes sén prou sensibles. Aixi doncs, cap dels dos
sistemes és excloent de l'altre sind que s’haura d’aplicar un, un altre o ambdés a la
vegada segons interessi en cada cas. No s’ha d’oblidar, perd, que el sistema lacZ
pot ser utilitzat amb dos tipus de substrats, colorimétrics i fluorimétrics,
caracteristica que pot fer que en determinats casos pugui interessar més la seva
utilitzacié. En aquest treball, es va optar pel sistema basat en el gen reporter lacZ
ja que és més conegut, el seu substrat (MUGal) és més barat i, en aquest cas, ja es

disposava dels constructes necessaris per a treballar amb ell.
IV.1.5. Sistemes RYA

IV.1.5.1. Sistema basat en el receptor de progesterona més el gen reporter
lacZ (PR-RYA)

Es va utilitzar la soca L40, que presenta la seqiiéncia operadora /exA davant del
gen reporter lacZ, transformada amb el plasmidi pLPR, que conté el receptor huma

de progesterona.

En el cas de l'assaig colorimétric es va fer un banc de dilucions amb vuit
concentracions diferents de progesterona i quatre répliques per a cadascuna
d’aquestes, mentre que en el cas de I'assaig fluorimétric es va mesurar l'aparicié de

fluorescéncia en funcié del temps a nou concentracions de progesterona (Figura
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IV.7) i es va veure que, a concentracions saturants de substrat, I'aparicié del

producte fluorescent segueix una correlacié lineal amb el temps, amb un pendent

equivalent als valors d’activitat p-galactosidasa en unitats de fluorescéncia per

minut.

Figura IV.7. Increment lineal de la
fluorescéncia (en unitats de
fluorescéncia) respecte el temps (en
minuts) per a diferents concentracions
de progesterona amb el sistema PR-
RYA. Cada linia representa el valor
mitja de totes les determinacions per a
cada concentraci6 de progesterona. En
el marge dret estan indicades aquelles
concentracions que van presentar un

increment en la fluorescéencia.
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A partir dels resultats obtinguts es van tracgar les corbes dosi-resposta de la Figura

IV.8 que relacionen la concentracié de lligand, progesterona en aquest cas, amb

I'activitat p-galactosidasa. En el cas de l'assaig colorimétric (Figura IV.8 A),

I"activitat B-galactosidasa va ser calculada en unitats de Miller; mentre que en el

cas de l'assaig fluorimetric (Figura IV.8 B), es va calcular a partir del pendent de les

linies de la Figura IV.7 per metodes de regressio lineal estandard en unitats de

fluorescéncia per minut (U.F./minut). Es va veure que a elevades concentracions de

progesterona s’arribava al maxim nivell de resposta. Aixo s’interpreta com a un

efecte de toxicitat de manera que l'increment de resposta es déna fins que s’arriba

a una concentracié de progesterona toxica per a la cél-lula de llevat. A partir

d’aquesta concentracié la progesterona presenta uns nivells de toxicitat massa

elevats, cosa que fa que les cél-lules morin i, per tant, no s’observa resposta.
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Figura IV.8. Corbes dosi-resposta de la progesterona amb el sistema PR-RYA. A) Grafic que representa

els valors obtinguts utilitzant el substrat cromogenic ONPG. B) Grafic que mostra els resultats obtinguts

amb el substrat fluorogénic MUGal. L'eix de les Y representa l'activitat B-galactosidasa en unitats de

Miller (assaig colorimétric) i unitats de fluorescencia per minut (U.F./minut) (assaig fluorimetric). En tots

dos casos la linia continua representa el valor mitja per a cada concentracié de progesterona (Noguerol

et al., 2006a).
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Aquest sistema es va fer servir per a comparar el comportament entre els protocols
colorimetric i fluorimétric. Els valors calculats de les ECso de la progesterona en
ambdoés métodes sén similars (0.54 uM en l'assaig colorimétric i 1.32 uM en |'assaig
fluorimetric), tots dos notablement més alts que els valors que s’obtenen utilitzant
el PR original en un sistema RYA similar (30 nM, Garcia-Reyero et al., 2001). Aixd
probablement reflecteix una interaccié debil entre el constructe quimeric i la

progesterona.

Tot i que les corbes dosi-resposta per als assaigs colorimétric i fluorimétric de la
Figura IV.8 son similars, I'efecte toxic observat va tenir lloc a una concentracié més
baixa en el sistema colorimétric. La toxicitat més elevada de la progesterona en
aquest assaig es relaciona probablement amb la necessitat d'incubacions overnight
degut a la baixa sensibilitat d’aquest sistema. En canvi, la deteccidé fluorogenica de
I'activitat B-galactosidasa permet temps d’incubacié molt més curts disminuint aixi

els possibles efectes toxics.

La Figura IV.9 mostra els valors de l'activitat p-galactosidasa de I'assaig fluorogénic
després de 2, 4, 6 i 24 hores d’incubacié amb progesterona 5 uM. No es va poder
tracar un grafic similar utilitzant el substrat ONPG ja que aquest només detecta
activitat p-galactosidasa després d’una incubacié overnight. Les dades indiquen que
els nivells d’activitat augmenten fins a les 6 hores a on arriben a un plateau,
incubacions més llargues només incrementen la variabilitat entre els replicats
probablement degut a diferéncies de creixement i/o viabilitat. La variabilitat més
gran de les dades en la corba dosi-resposta amb ONPG de la Figura IV.8 A en
relaci6 amb les dades fluorogéniques de la Figura IV.8 B es podria explicar

probablement per aquest requeriment d’incubacions overnight.
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Aquest sistema va donar resultats pobres tant en termes d’activitat transcripcional

com d‘afinitat per al lligand, la progesterona. Malgrat aix0, va ser un bon model per
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a comparar el comportament dels protocols colorimétric i fluorimétric per als

sistemes de baixa expressid.

IV.1.5.2. Sistema basat en el receptor d’hidrocarburs d’aril més el gen
reporter lacZ (AhR-RYA i YCM-RYA)

En el cas de l'assaig colorimétric, es va fer exactament el mateix experiment pero
va transformar-se la soca L40 amb el plasmidi pLMAX, que conté I’AhR de ratoli
(sistema AhR-RYA). En aquest cas, es va fer un banc de dilucions amb sis
concentracions diferents de B-naftoflavona i quatre répliques per a cadascuna
d'aquestes i a partir dels resultats obtinguts es va tragar la corba dosi-resposta
relacionant la concentraci6 de pB-naftoflavona amb I'activitat B-galactosidasa

calculada en unitats de Miller (Figura IV.10 A).

En el cas de l'assaig fluorimétric, es va utilitzar la soca YCM4 cedida per en Charles
A. Miller (Miller, 1999). La Figura IV.10 B mostra la corba dosi-resposta
corresponent a la B-naftoflavona per a aquest assaig aixi com l'adequacié dels
valors a l'equacié (1’). L'ECsq calculada (46.9 nM) és similar als valors que
apareixen en la bibliografia per a aquest sistema (Miller, 1999; Carver et al., 1994).
En aquest cas, també es va observar que els sistemes RYA basats en aquest
receptor mostren un nivell d’expressié basal relativament alt en abséncia de lligand
gue a la seva vegada determina un moderat augment de la transcripcié després de
I’addicié del lligand. En concret, I'activitat B-galactosidasa en abséncia de lligand
(nivell basal) va ser calculada en 15 U.F./minut, mentre que l'activitat maxima a
concentracioé saturant de lligand va assolir 500 U.F./minut, el que va representar
una induccié de la transcripcid de 33 vegades. Aquest valor també és similar a
altres valors divulgats per a diferents sistemes RYA basats en I’AhR (Miller, 1999;
Carver et al., 1994). La Figura IV.10 B també mostra la reproductibilitat de les
dades en totes les concentracions de lligand, a excepcidé de la concentracié més alta
(10 uM) en la qual es va veure un possible efecte toxic en tres de les quatre

répliques analitzades.
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Figura IV.10. Corbes dosi-resposta de la B-naftoflavona amb els sistemes AhR-RYA i YCM-RYA. A)
Grafic que representa els valors obtinguts amb el sistema AhR-RYA utilitzant el substrat cromogénic
ONPG. En aquest grafic I'eix de les Y representa |'activitat 3-galactosidasa en unitats de Miller i la linia
continua correspon al valor mitja per a cada concentracié de p-naftoflavona. B) Grafic que mostra els
I'activitat B-

galactosidasa en unitats de fluorescéncia per minut (U.F./minut). La linia continua indica la corba predita

resultats obtinguts amb el substrat fluorogénic MUGal. L'eix de les Y representa

per I'equacié (1’) i els rombes representen els valors individuals de I'activitat B-galactosidasa (Noguerol
et al., 2006a).

IV.1.5.3. Sistema basat en el receptor d'estrogens més el gen reporter lacZ
(ER-RYA)

Tal i com s’ha fet per al PR, es va mesurar 'aparicié de fluorescéncia en funcié del
temps. La Figura IV.11 mostra la cinética de formacié del producte fluorogénic per
a diferents concentracions de 17p-estradiol. En aquest cas, es va fer un banc de
dilucions amb dotze concentracions diferents de 17B-estradiol i sis répliques per a

cadascuna d’aquestes.

Figura IV.11. Increment lineal de la
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De la mateixa manera que abans, els valors de |'activitat p-galactosidasa es van
calcular en unitats de Miller en el cas de l'assaig colorimétric (Figura IV.12 A), i a
partir del pendent de les linies de la Figura IV.11 per métodes de regressio lineal
estandard en el cas de l'assaig fluorimétric (Figura IV.12 B). Aquesta figura també

mostra un ajust no lineal de les dades a les equacions (1), (27) i (3’). Igual que en
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el cas de la progesterona, es pot apreciar que a mesura que s’incrementa la
concentracié de 17B-estradiol augmenta la resposta perd, en aquest cas, no es va
arribar al nivell de toxicitat del sistema. Aix0 es pot veure clarament en les corbes
dosi-resposta del 17B-estradiol de la Figura IV.12 en les que es representa la

variacio de l'activitat B-galactosidasa a diferents concentracions de 173-estradiol.
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Figura IV.12. Corbes dosi-resposta del 17p-estradiol amb el sistema ER-RYA. A) Grafic que representa
els valors obtinguts utilitzant el substrat cromogénic ONPG. En aquest grafic I'eix de les Y representa
I'activitat B-galactosidasa en unitats de Miller i la linia continua correspon al valor mitja per a cada
concentracié de 17p-estradiol. B) Grafic que mostra els resultats obtinguts amb el substrat fluorogénic
MUGal. L'eix de les Y representa l'activitat B-galactosidasa en unitats de fluorescencia per minut
(U.F./minut). Els rombes representen els valors de sis determinacions independents per a cada
concentracié de 17B-estradiol. El grafic indica les corbes teoriques com es defineixen en I'equacié (1')
(linia continua), (2) (guionets llargs) i (3’) (guionets curts). Els parametres corresponents, calculats per

meétodes de regressid no lineal, es mostren en la Taula IV.3 (Noguerol et al., 2006a).

En la Taula IV.3 es mostren els valors dels parametres calculats per a cada model
a partir de l'ajust de les dades de la corba dosi-resposta de |'assaig fluorimétric del
17B-estradiol (Figura IV.12 B). Les dades van mostrar un bon ajust a les tres
equacions, la prediccié dels parametres més rellevants de les quals va coincidir. Es
particularment rellevant que les equacions (2") i (3’) predigueren un valor proper a
1 per al parametre de cooperativitat p. De fet un valor per a p=1, que indicaria una
formacid no cooperativa del complex receptor-lligand, és conseqlient amb la
prediccié dels dos models amb una confianga del 95%. La principal conclusié és que
I’equacié de Hill no cooperativa encaixa adequadament amb les dades indicant que
I’equilibri receptor-lligand és realment el pas limitant en aquest sistema i que la
possible interaccid6 cooperativa del complex receptor-lligand no influeix en la
dinamica de la resposta hormonal. Els valors de K obtinguts pels tres models sén
similars, de 175 a 267 pM en el cas de I'equacié (1) que coincidiria amb la constant
de dissociacié del 17B-estradiol. El valor d’ECs, calculat (267.64 pM amb un interval

de confianca del 95% de 220.18-315.11 pM) és molt similar als valors obtinguts en
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sistemes basats en ONPG, com també es pot veure en altres grups (Garcia-Reyero
et al., 2001; Céspedes et al., 2004).

Taula IV.3. Resultats de I'ajust de les dades de la corba dosi-resposta de I’assaig fluorimetric del 17p-

estradiol (Figura IV.12 B) a tres variants alternatives de I'equacié de Hill (Noguerol et al., 2006a).

A B K p
Model Interval de Interval de Interval de Interval de
Valor confianca del | Valor confianga del Valor confianga del Valor confianga
95% 95% 95% del 95%
Equacié de Hill (1) -5.77 (-16.67- 5.52) | 518.60 (448.38-538.81) | 267.64 (220.18-315.11) | 1.00 ? --

Equacié cooperativa de Hill (2) | -2.55 (-14.84-9.75) | 505.70 (476.98-539.46) | 256.55 (212.22-300.88) | 1.10  (0.91-1.28)

Equacié de Hill modificada (3') | 0.97 (-11.3-13.23) | 503.54 (479.80-527.25) | 174.79 (132.50-251.08) 1.55 (0.68-2.43)

En aquesta taula “B” és el nivell basal (sense lligand), “A” representa |'increment de la resposta des del
nivell basal fins a la concentracié saturant de lligand, “p” és el factor de cooperativitat i “K” és la Kd
aparent. En la equacid (1’) “K” és equivalent a I'ECso. Tots aquests parametres van ser calculats a partir
de les dades de la corba dosi-resposta del 17B-estradiol per métodes de regressi6 no lineal. L'analisi de
les dades, I'estadistica i I'ajust lineal i no lineal a les equacions va fer-se amb I’SPSS v.13.0.1 package
(SPSS Inc., Chicago, IIl.).

3 Valor fixat en aquest model.

El sistema basat en el gen reporter /acZ és el sistema més consolidat dels tres que
s’han estudiat. Amb aquest sistema es va trobar activitat per a tots els receptors
nuclears testats, essent I'ER el que va presentar una major expressié i el PR el de
menys activitat. Presenta |'avantatge de qué pot ser utilitzat tant per a assaigs
colorimeétrics com per a assaigs fluorimétrics i, aprofitant aquest avantatge, van
comparar-se els dos tipus d’assaig per tal de definir el protocol més adequat. Es va
veure que l'aspecte clau d’aquest protocol és la utilitzacié de substrats fluorogeénics,
en comptes de cromogénics, amb els quals s’incrementa la sensibilitat per a la

deteccid de l'activitat B-galactosidasa de dos a tres ordres de magnitud.

IV.1.6. Analisi estadistica dels limits de deteccié per als sistemes ER-RYA i
YCM-RYA

El limit de deteccié (LOD, Limit Of Detection) per a la determinacié de l'activitat B-
galactosidasa es pot calcular com la concentracié de lligand que correspon al valor
minim dels pendents significativament diferents dels controls negatius. En el cas de
I'ER-RYA, en el que l'activitat basal de la B-galactosidasa esta per sota dels limits de
deteccid, aquesta probabilitat equival al parametre de significacié “0” que indica la
probabilitat de qué el pendent calculat sigui zero. La Figura IV.13 mostra una part
de la corba dosi-resposta de la Figura IV.12 B recalculada per a tragar les unitats
relatives de l'activitat B-galactosidasa versus la concentracié del 17B-estradiol. Els
simbols estan codificats segons els valors de o a partir dels calculs de regressio

lineal corresponents. Els valors significatius (0<0.05) dels pendents es van
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correspondre als valors entre el 7 i el 10% de Il'activitat p-galactosidasa a
concentracions saturants de 17B-estradiol. Aixi doncs, es pot concloure que el valor
del LOD calculat amb aquest meétode va coincidir aproximadament amb I'ECy,
concentracio de lligand que representa el 10% de la resposta maxima. Per al 17B-
estradiol aquest valor es va calcular a partir de I'equacié (1’) en 34 pM (Taula 1V.3,
Noguerol et al., 2006a). En la Figura IV.13 es pot veure que la majoria dels valors

dels pendents s6n 0<0.001 indicant la robustesa de I'analisi.

Figura IV.13. Grafic dels valors d’activitat 80

B-galactosidasa relativa amb el sistema § 50 ° —

ER-RYA a diferents concentracions de 178- § . o’ =

estradiol. % & 30 Al

Els valors significatius s’han identificat de Eﬂ% ol - —

la seglient manera: cercles negres, =g 10 R &

0<0.01; cercles grisos, 0<0.05; i cercles E 0 %

blancs, 0>0.05 (no significatiu) (Noguerol < e 10 160 L000
et al., 2006a). Concentracio estradiol (pM)

Les dades del sistema YCM-RYA no es poden analitzar de la mateixa manera que els
valors de I'ER-RYA ja que amb aquest sistema en situacié basal els nivells
d’activitat B-galactosidasa s6n massa grans (al voltant de 15 U.F./minut) com per a
ser estadisticament significatius a partir de zero. La Figura IV.14 mostra una
representacié dels valors relatius d’activitat p-galactosidasa versus els valors
absoluts (part esquerra de la Figura IV.10 B). El sector gris del grafic indica el nivell
de confianca del 95% per a la transcripci6 basal. Van ser considerats
estadisticament significatius aquells valors d’activitat p-galactosidasa en els que el
limit de confianca del 95% no se superposava amb els nivells basals (Noguerol et
al., 2006a). En aquest cas, les diferéncies entre els nivells basals i els assajats van
arribar a ser significatives quan els valors relatius de l'activitat B-galactosidasa
estaven per sobre del 7-10% de l'activacié maxima, similar al que s’observava amb
I'ER-RYA. Es pot concloure, doncs, que va ser raonable fixar el valor del LOD en
I'ECyo per a la majoria de les determinacions. En el cas de I'YCM-RYA, es va
correspondre a 5 nM (Noguerol et al., 2006a), valor similar al descrit per a aquest
sistema (Miller, 1999).
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IV.1.7. Estudi de la dualitat d'un fitoestrogen natural: la Genisteina.

Analisi de la seva activitat inhibitoria

La combinacié de diferents sistemes fluorogénics de RYA també pot ajudar a la
caracteritzacié d’antagonistes especifics d’hormones, és a dir, compostos en
preséncia dels quals s’evita I'activacié d’un agonista conegut (Garcia-Reyero et al.,
2004; Graumann and Jungbauer, 2000). La Genisteina és un fitoestrogen natural
que actua com a agonista de I'ER amb una ECsy calculada amb el sistema ER-RYA
de 2.9+£0.7 uM (Taula IV.4). Per altra banda, quan s’analitza amb I'YCM-RYA actua
com a antagonista suprimint l'activacié per B-naftoflavona amb un valor calculat
d'ICso de 29.9+£5.9 uM (Taula 1V.4).

Es va realitzar una corba d’inhibicié de la Genisteina incubant els cultius de llevat
amb 0.5 uM de B-naftoflavona i diferents concentracions de Genisteina (Figura
IV.15 B). S’esperava trobar un maxim de resposta en aquells cultius que van ser
incubats en abséncia de Genisteina i una disminucié progressiva de la resposta a
mesura que augmentava la concentracié d’aquesta. Els parametres de regressio de
la corba d'inhibicié suggereixen que |'efecte antagonic té un fort efecte cooperatiu
(p=4.5+3.0), en contraposici6 amb la resposta agonista essencialment no
cooperativa obtinguda amb el sistema ER-RYA (Taula IV.4). Aquesta funcié dual de
moltes flavones naturals (Zhang et al., 2003) pot ser central en I'estudi del seu
proposat efecte beneficios per a la salut in vivo (Cornwell et al., 1999). En les
corbes dosi-resposta mostrades en la Figura IV.15 s’observa que la maxima
activacio amb I'ER-RYA té lloc a concentracions de Genisteina similars a I'ICsg
obtinguda amb I'YCM-RYA.
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A) Corba dosi-resposta de la Genisteina B) Corba d’inhibicié de la Genisteina
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Figura IV.15. A) Corba dosi-resposta de la Genisteina amb el sistema ER-RYA. La linia continua indica
la corba predita per I'equacidé (1) i els rombes representen els valors individuals d’activitat (cinc
répliques per a cada dilucid). B) Efecte inhibitori de la Genisteina amb el sistema YCM-RYA. Els cultius de
llevat van ser incubats amb 0.5 uM de B-naftoflavona i diferents concentracions de Genisteina. Els
rombes representen els valors relatius d’activacid, referits a I'activitat mostrada per cultius incubats
només amb B-naftoflavona. En ambdds grafics les linies continues representen les corbes dosi-resposta
teoriques definides a partir de I'equacié (1’) en el cas del grafic A i (2”) en el cas del grafic B (veure
Taula IV.4) (Noguerol et al., 2006a).

Taula IV.4. Ajust de les dades de la corba dosi-resposta de la Genisteina amb el sistema ER-RYA i de la
corba d’inhibicié amb el sistema YCM-RYA a les equacions de Hill cooperativa i no cooperativa (Noguerol
et al., 2006a).

K P
Sistema Model Valor(uM) Interval de confianga valor Interval de confianga
W del 95% del 95%
Equacié de Hill (1) 2.91 (1.19 - 4.62) 1.00 ¥ -
ER-RYA )
Equacioé cooperativa de Hill (2') 2.83 (1.69 - 3.97) 0.90 (0.60 - 1.19)
Equacié de Hill (1'') 38.82 (9.24 - 68.41) 1.00 @ -
YCM-RYA ©
Equacié cooperativa de Hill (2'") 29.91 (24.00 - 35.81) 4.52 (1.50 - 7.53)

@ Valor fixat en aquest model; ® Efecte agonista; © Efecte antagonista.

IV.1.7.1. Discerniment entre els efectes toxics i els efectes inhibitoris

Els efectes antagonics poden ser facilment mimetitzats o emmascarats pels efectes
citotoxics, en els que no es ddna activacio transcripcional degut a la inhibicié de les
funcions vitals de la cél-lula de llevat. Es en aquest aspecte a on temps d’incubacié
curts mostren el seu principal avantatge ja que els efectes citotoxics s’incrementen

amb temps llargs d’exposicid.

En aquest treball es presenta un assaig que permet discernir entre els efectes
toxics i els efectes inhibitoris dels Iligands basat en la utilitzacié de la soca W303D
amb el gen gus perd en aquest cas sota el control d’'un promotor induible en

preséncia de galactosa, el GAL1,10, de manera que la transcripcid del gen gus
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només s’activara en preséncia d’aquesta en el medi. L'assaig es basa en la
incubacié d’aquest sistema (sistema GAL1-GUS) amb el compost que es vol
estudiar en preséncia de galactosa de manera que, si el compost és toxic per al
llevat, aquest matara la cél-lula i no s’observara resposta. Per altra banda, si no és
toxic, no matara el llevat i s’activara la transcripcié del gen gus. De la mateixa
manera que abans, s’espera detectar I’'expressio de I’enzim que s’obté a partir de la
transcripcié del gen reporter gus, la B-glucuronidasa, mitjancant la metabolitzacid

del seu substrat, el MUG, a un producte fluorescent.

En aquest treball es mostra I'exemple del Diclofluanid que va ser analitzat
mitjangant 'ER-RYA i I'YCM-RYA. Amb aquest compost no va obtenir-se resposta en
cap dels dos sistemes de manera que es va dubtar si el compost en qliestié era
antagonista per a tots dos receptors o bé era toxic per a les cél-lules de llevat. Es
va dur a terme un assaig per a discernir entre toxicitat i inhibici6 amb la soca
GAL1-GUS incubant 2 hores en preséncia d’aquest compost amb 3 dilucions
diferents (1:20, 1:100 i 1:500). En la Figura IV.16 es pot veure que no hi va haver
activacié del gus en cap dilucid, confirmant aixi la toxicitat del compost. A més, es
va realitzar un control positiu tan sols en preséncia de galactosa per a assegurar
que el sistema funcionés correctament i un control negatiu incubant el cultiu en

abséncia de galactosa i de compost.

Figura IV.16. Assaig per a discernir entre el
possible efecte inhibitori o toxic del 1208
Diclofluanid amb el sistema GAL1-GUS. Van

realitzar-se tres dilucions del compost

100

800

incubat en preséncia de galactosa al 2%.
Lni]

També es va incloure un control positiu

(preséncia de galactosa al 2% i abséncia de

A

Unitats de fluorascéncla

compost) i un control negatiu (abséncia de 200

galactosa i de compost). Els resultats que es

a - T - T L T T L

mostren son els valors mitjans de tres 1:10 1:100 1:500

— Control = Control -

replicats independents amb les seves Cultiu + 2% galactoss

desviacions estandards.

IV.1.8. Discussio general

Els bioassaigs basats en la utilitzacio de llevats s’estan convertint en eines
generalitzades per a la detecci6é i quantificacié de lligands de receptors nuclears,
tant pels efectes agonistes com antagonistes. Com s’ha dit abans, aquesta deteccié
es troba amb diferents problemes quan s’analitzen mostres no convencionals. En
aquest treball s'ha tractat de solucionar aquests problemes reduint el volum de

cultiu i el temps d’incubacié. Volums de cultiu petits permeten I'Us de quantitats

114



RESULTATS I DISCUSSIO

petites de mostres i la utilitzacié de plaques de microtitulacid, obrint la possibilitat a
la mecanitzacié del procés. Temps d’incubacié curts, en molts casos menors que el
temps de divisié en les condicions d’assaig, impliquen que la capacitat del cultiu
cel-lular per a dividir-se no afecta a l'activitat total del reporter, a diferéncia
d’aquells protocols que requereixen incubacions overnight a on la taxa de
creixement representa la font de variabilitat més gran. Probablement aquesta és la
causa principal per la qual la dispersiéo dels valors dels replicats d'un mateix
experiment és menor que en els protocols amb incubacions més llargues. Aixo
també minimitza el possible efecte de compostos toxics, donat que temps llargs

d’exposicio incrementen la seva citotoxicitat.

Un problema tipic de tots els meétodes basats en reporters enzimatics en llevats és
la relativa baixa permeabilitat del llevat, la qual cosa dificulta que I'enzim sintetitzat
a partir de la transcripcié del gen reporter entri en contacte amb el substrat afegit.
L'article de Bovee et al., 2005 tracta d’'un RYA basat en I'ER amb gfp com a reporter
gue elimina la necessitat de substrats, ja que el producte d’aquest gen reporter és
ell mateix fluorescent. Malgrat que aix0 pot ser un avantatge per a alguns
proposits, la combinacié de la flexibilitat per a poder adaptar aquest sistema a
diversos receptors, temps curts d’incubacié i alta sensibilitat per a la deteccidé del
producte del gen és central en la valoracié quantitativa del potencial de disrupcid
endocrina de compostos i de mostres ambientals. La permeabilitzacié in situ de les
cel-lules de llevat és també un factor que contribueix a incrementar la precisié de
|'assaig. La utilitzacio del detergent Y-PER afegeix un altre pas, i uns 30 minuts, al
procediment total. No obstant aixd, permet la deteccid de nivells d’activitat molt

debils i augmenta enormement la reproductibilitat de les repliques.

L'aspecte clau és la utilitzacié de substrats fluorogénics. En aquest treball es
proposa un metode rapid per a la deteccid de lligands de diferents receptors de
vertebrats basat en la utilitzacié de substrats fluorogénics del gen reporter B-
galactosidasa. Aquet sistema ha estat descrit en bacteris (Rowland et al., 1999;
Honeyman et al., 2002), mamifers i sistemes de llevats (Zhang et al., 1991). La
deteccié amb fluorescéncia presenta una sensibilitat intrinseca més gran, quan es
compara amb l'absorbancia, que permet temps d’incubacié i volums de cultiu
menors (veure Taula IV.5). També permet la utilitzacié de cultius cel-lulars en la
fase inicial de creixement exponencial (DOggg entre 0.1 i 0.2). Aquests cultius sén
molt més robusts i produeixen una millor resposta front I'estimul que en la fase
tardanera exponencial (DOgy al voltant d’1), que és la que s’utilitza normalment

per als metodes cromogénics.
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Taula IV.5. Quadre resum de diferents dades practiques comparant els dos tipus de deteccid ,

colorimeétrica i fluorimétrica.

ONPG MUGal
(detecci6 colorimétrica) | (deteccié fluorimétrica)
Densitat optica 0.5-1 0.1-0.2
Volum de cultiu 2 ml 50 pl
Temps d’incubacioé overnight 4-6 hores
Tipus de mesura Temps final Cinética
Automatitzacio No Si

En la Figura IV.8 es mostra un bon model per a comparar el comportament entre
els protocols colorimétric i fluorimétric. Encara que les corbes dosi-resposta de la
Figura IV.8 sén similars, s’observen efectes toxics de la progesterona a
concentracions més baixes en el sistema colorimétric. Aix0 probablement esta
relacionat amb la necessitat d’incubacions overnight, mentre que la deteccié basada
en fluorescencia permet incubacions més curtes disminuint els possibles efectes

citotoxics.

La combinacido de la deteccid per fluorescéncia amb densitats oOptiques baixes
permet una determinacié precisa de l'activitat p-galactosidasa no amb mesures de
punt final, com és el cas de la deteccié colorimétrica amb les unitats de Miller, sind
mesurant directament les cinétiques d‘aparicio del producte fluorescent. Aixo
permet la determinacié exacta dels nivells basals de l'activitat B-galactosidasa,
normalment molt baixos en molts sistemes, donat tant per una manca del promotor
reporter com per la preséncia de lligands endogens no caracteritzats. Aquests
valors van deduir-se matematicament de les dades experimentals en el calcul final
de l'activitat total del lligand (terme “B” en les equacions (1) i (1")). Aquesta
combinacid de la quantificacié de la cinética de I'activitat B-galactosidasa i del calcul
de l'activitat total del lligand per métodes de regressid no lineal a partir de les
corbes dosi-resposta augmenta enormement la precisié de I'analisi, a la vegada que
permet I'automatitzacié del procés ja que no requereix vigilancia continua per cap
operador. D’aquesta manera es facilita I'analisi estadistica de les dades. Totes
aquestes caracteristiques combinades configuren un meétode flexible, rapid i

reproduible per a avaluar la preséncia de possibles xenobiotics en el medi ambient.

En resum, en aquest treball es presenta un protocol integrat per a optimitzar
aquests procediments en termes de reproductibilitat i reduint al maxim el temps
d’assaig. El protocol s’aprofita de la disponibilitat de substrats fluorogénics per a la
B-galactosidasa i de la possibilitat d’utilitzar cél-lules de llevat permeabilitzades in
situ en plaques de microtitulacié de 96 pouets. També descriu métodes millorats de
quantificacié de l'activitat enzimatica de la B-galactosidasa ajustant les dades a una

corba dosi-resposta teorica i determinant de manera automatica i precisa els limits
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de deteccid. Una vegada establert el procés no es requereix la supervisido de
I'usuari, obrint la possibilitat a I'automatitzacié i a la robotitzacié. Aqui es presenten
dades a partir de tres sistemes basats en llevats (el del PR, el de I’AhR i el de I'ER),
perd el métode es pot adaptar a la majoria de bioassaigs en llevats basats en la
deteccié enzimatica. El procés es pot completar en poques hores, incloent-hi temps
d’incubacié i de deteccid; de fet, en alguns casos el pas limitant és la propia

resposta biologica de la cél-lula de llevat a la presencia de lligand.

En aquest punt, i per a facilitar les posteriors analisis de mostres, es va decidir que
a partir d’aquest moment s’estudiarien dos receptors, I'ER i I'’AhR. El PR va ser
descartat degut a la seva elevada constant d‘afinitat que dificulta la seva aplicacio
en la deteccié de diferents tipus de substancies, com sén els disruptors endocrins,
caracteritzades per trobar-se a la natura a baixes concentracions de manera que un
sistema amb baixa afinitat, com és el PR-RYA, no és l'adequat per a aquest tipus
d’assaigs. En el cas del RYA basat en I’AhR es va decidir treballar amb la soca YCM4
cedida per en Charles A. Miller (Miller, 1999). La rad per la qual es va decidir
treballar amb aquesta soca és que, a part de presentar I’AhR huma en comptes de
ratoli, és una soca molt més estable ja que el receptor i ’ARNT es troben integrats.
A més, malgrat que el constructe quiméric del sistema AhR-RYA és
farmacologicament indistingible del receptor sencer, estudis recents (Boronat et al.,
2007a) determinen que la presencia de I’ARNT pot fer que s’incrementi el ventall de
substancies detectades a través d’aquest sistema. Aix0 és degut a que
determinades substancies que no podrien ser detectades pel sistema AhR-RYA (per
exemple, degut a un possible efecte antagonic que bloquegés o inactivés el
receptor), si que podran ser detectades amb el sistema YCM-RYA ja que, tot i no
ser capaces d’activar el receptor, si que facilitaran la unié d’aquest a I'’ARNT i, per
tant, la unio al DNA i la transcripcié del gen reporter /acZ. També es va incloure en
aquest estudi per tal d’evidenciar com el protocol establert era apropiat per a altres

sistemes basats en soques de llevat ja construides.

Tot i que els dos RYA (ER-RYA i YCM-RYA) son similars, s’utilitzen per estudiar
Iimpacte quimic en vertebrats enfocant-se fonamentalment a dues dianes
diferents. L'ER es el receptor principal del cicle reproductor femeni, de manera que
la preséncia de lligands exdgens pot tenir conseqiiéncies importants en la capacitat
reproductiva. Per exemple, els mateixos lligands poden feminitzar mascles,
especialment en peixos, reduint d’aquesta manera la seva capacitat reproductiva
(Segner et al., 2003; Colborn et al., 1993), tot i que els efectes directes sobre la
fauna exposada continuen essent escassos (Mills and Chichester, 2005). Per altra

banda, I’AhR controla un important conjunt d’enzims biotransformadors en diversos
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teixits metabolicament actius (fetge, cervell, ronyd, etc.). La seva expressio
indeguda, lligada a la preséncia de lligands exogens, s’ha relacionat amb una
plétora de patologies, des de disfuncié immune a cancer. La combinacié d’ambdds
sistemes pot proporcionar un métode convenient i practic per a supervisar I'impacte

huma en diferents ecosistemes com poden ser els llacs i rius.
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IV.2. AVALUACIO PER RYA DE LES INTERACCIONS DE DOS RECEPTORS DE
VERTEBRATS (ER I AHR) AMB DIFERENTS CONTAMINANTS
PERSISTENTS I PESTICIDES

Cada any degut a la creixent demanda de biocides biodegradables i altres productes
quimics amb poc o cap impacte en els sistemes endocrins, s’estan desenvolupant i
situant en el mercat nous compostos aparentment no toxics, incloent-hi pesticides,
biocides, surfactants i refrigerants. Per tal de realitzar una avaluacié preliminar de
les seves activitats de disrupcié endocrina, van seleccionar-se alguns compostos
aromatics d’interés ambiental i es va analitzar la seva capacitat d’interaccionar amb
dos receptors de vertebrats: I'ER i I'’AhR. El fonament raonat va ser proporcionar
una prova facil per a la deteccié6 primerenca de possibles xenobidtics amb

estructures quimiques tan diverses com fos possible.

En aquest treball van analitzar-se nous compostos plaguicides antiincrustants com
son I'Irgarol, el Sea-Nine i el Diuron, aixi com derivats del BZT. Els perfils d'unid
d’aquestes substancies van comparar-se als d'alguns contaminants classics, com el
4,4’-DDT i I'HCB, aixi com al de diferents PCBs. D’acord amb aquestes dades s’han
discutit les caracteristiques estructurals requerides per a la unié a I'ER i a I'AhR, i la
importancia de l'aparent promiscuitat d’aquests receptors en els programes de

valoracié ambiental.

IV.2.1. Analisi de la capacitat d’interacciéo amb I'ER i I’/AhR

Els compostos analitzats es poden agrupar en diferents families: PCBs, BPA, ftalats
(DEHP, DEP, DMP, DBP i BBP), fenilurees (Diuron, N-Demetil diuron, 1-(3,5-
Diclorofenil)urea), benzotiazoles (BZT, MetBZT i BZT-OH) i compostos heterociclics
(Irgarol i Sea-Nine). L'HCB i el 4,4’-DDT es van incloure en aquest estudi degut a la
seva importancia ambiental. La Genisteina també va ser analitzada i dos lligands
coneguts de I'ER i I'AhR, el 17B-estradiol i la B-naftoflavona, es van afegir com a
referéncies. Les estructures de tots aquests compostos estan representades en les
Figures VI.17, VI.18 i VI.19. Els experiments dosi-resposta es van dur a terme
emprant ambdos sistemes RYA, ER-RYA i YCM-RYA. Per a simplificar, els resultats
han estat expressats en ECso (Taules IV.6 i IV.7), valor que es pot comparar amb

I’ECso del lligand natural i aixi obtenir una idea de la poténcia del xenobiotic.
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Figura IV.17. Estructures quimiques de diferents compostos analitzats. Les abreviacions sén: HCB,
hexaclorobenzé; BZT, benzotiazole; BZT-OH, 3’-hidroxi benzotiazole; MetBZT, 2-metil benzotiazole; i

4,4'-DDT, 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)eta (Noguerol et al., 2006b).
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Figura IV.18. Estructures quimiques de diferents compostos analitzats entre els que es troben la
Genisteina, el BPA i una serie de ftalats. Les abreviacions sén: BPA, bisfenol A; DEHP, bis(2-etilhexil)
ftalat; DEP, dietil ftalat; DMP, dimetil ftalat; DBP, dibutil ftalat; i BBP, butil benzil ftalat.
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Figura IV.19. Estructures quimiques dels PCBs analitzats en aquest treball agrupats pel seu potencial

d’unié a I’'ER i/o a I’AhR (Noguerol et al., 2006b).

Taula IV.6. Valors de les ECso per a I'AhR i I'ER de diferents productes quimics analitzats amb els
sistemes YCM-RYA i ER-RYA (Noguerol et al., 2006b).

COMPOST YCM-RYA ER-RYA
ECso (mg/1) ECso (mg/1)
17p-Estradiol n.d 2.91x10°+4.19x10°®

p-Naftoflavona 0.14+0.02 n.d
PCB9 0.40+0.17 b.d.l

PCB29 1.12+0.30 7.59+4.86

PCB30 b.d.| 62.90+23.10

PCB50 b.d.| 7.46+2.28
PCB58 b.d.l b.d.l
PCB77 0.014+0.005 b.d.l

PCB104 b.d.l 5.33£3.65
PCB126 0.90+0.32 b.d.l
PCB188 b.d.l b.d.l
HCB 7.70+0.50 b.d.l
4,4'-DDT b.d.l b.d.l
Diuron 0.26%+0.10 >200
N-Demetil diuron 2.73%£1.21 b.d.l
1-(3,5-Diclorofenil)urea 40.60+0.70 b.d.l
Irgarol b.d.l b.d.l
Sea-Nine b.d.l b.d.l
BZT-OH 6.92+0.81 >10

BZT 10.21+0.63 5.54+1.31

MetBZT 11.01+0.62 7.99+£2.97

n.d: no determinat.

b.d.I: per sota del limit de deteccié (below detection limit).
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En la Taula IV.6 els resultats del sistema YCM-RYA indiquen una interaccio
significativa de I’AhR amb els derivats de la fenilurea, les interaccions dels quals
amb I'ER s6n molt débils o inexistents (Figura IV.20 C). Un patré similar es va
observar per a I'HCB. Els benzotiazoles, en canvi, van promoure resposta en
ambdos sistemes mentre que I'Irgarol, el Sea-Nine i el 4,4’-DDT van ser incapagos
de respondre en cap dels dos sistemes RYA. Cap dels compostos va mostrar un
efecte inhibitori significatiu sota les condicions de |'assaig. Els valors de les ECsg
obtinguts per als benzotiazoles i alguns PCBs amb I'ER-RYA sén diversos ordres de
magnitud més grans que I’'ECs, del 17B-estradiol i similars als valors obtinguts per a
altres contaminants ambientalment rellevants, com el BPA o els ftalats (Taula IV.7,
Céspedes et al., 2004). En el cas de I'AhR, els valors de les ECsy son similars, o fins
i tot més baixos, que els del lligand utilitzat com a referéncia, la B-naftoflavona,
indicant una afinitat relativament alta per a I’AhR, la qual cosa suggereix que

aquests compostos poden plantejar un risc significatiu per al medi ambient.

Taula IV.7. Valors de les ECso per a I'AhR i I'ER de diferents productes quimics analitzats amb els
sistemes YCM-RYA i ER-RYA.

COMPOST YCM-RYA ER-RYA
ECso (mg/1) ECso (mg/1)
17p-Estradiol n.d 2.91x107°£4,19x107°
pB-Naftoflavona 0.14+0.02 n.d
Genisteina b.d.l 0.78+0.19
BPA b.d.l 1.64+0.39
DEHP b.d.l 2.31£1.46
DEP b.d.l 6.96+2.36
DMP b.d.l 4.08%+1.24
DBP b.d.l 3.96+1.50
BBP b.d.l 5.16+2.16

n.d: no determinat.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

En la Taula IV.7 es mostren els valors de les ECsy determinats per a diferents
compostos analitzats, entre els que es troben la Genisteina, el BPA i diferents
ftalats, I'estructura dels quals esta representada en la Figura IV.18. Els ftalats van
interessar ja que soén els responsables de I'estrogenicitat dels plastics. El protocol
proposat inclou la utilitzaciéo de plagues de microtitulacié ja que suposen una série
d’avantatges respecte els assaigs en tub (amb les plaques s’aconsegueix disminuir
considerablement els volums de cultiu i de mostra necessaris i s‘augmenta la
processivitat del sistema fent possible I'analisi de més mostres a la vegada).

Aquestes plaques acostumen a ser de plastics estrogenics com és el poliestiré. Per

122



RESULTATS I DISCUSSIO

tal d’evitar la contaminacié per estrogenicitat d’aquest material el protocol es basa
en la utilitzacié de plaques de microtitulacié de polipropilé (NUNC™, Roskilde,
Denmark), un plastic no estrogénic (Garcia-Reyero et al., 2004). En la Taula IV.7
es pot observar que aquest grup de compostos, els ftalats junt amb la Genisteina i

el BPA, només van respondre en el sistema ER-RYA.
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Figura IV.20. Corbes dosi-resposta de diferents compostos analitzats. En els grafics A i B es mostren
els resultats per a diferents PCBs amb els sistemes ER-RYA (A) i YCM-RYA (B). El grafic C mostra la
resposta del Diuron, N-Demetil diuron i 1-(3,5-Diclorofenil)urea amb el sistema YCM-RYA. Les dades
estan expressades com a unitats relatives d’activitat (0 per als controls negatius i 1 per a les
concentracions saturants de lligand) i es mostren com els valors mitjans amb les seves desviacions
estandards (barres) de com a minim tres répliques per a cada concentracié de compost. Les corbes
sigmoidals es corresponen a les corbes dosi-resposta predites per als diferents compostos, assumint

I’equacié de Hill i utilitzant els valors de la Taula IV.6 (Noguerol et al., 2006b).
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IV.2.2. Requeriments estructurals per a la interaccié dels PCBs amb I'ER i
I’AhR. Establiment de relacions entre la seva estructura quimica i
I’afinitat pels receptors

Una altra aplicacié important d’aquests bioassaigs és l'establiment de relacions
entre I'estructura quimica de diferents compostos i la seva afinitat per als receptors
nuclears (Gaido et al., 1997; Nishihara et al., 2000; Garcia-Reyero et al., 2004;
Arulmozhiraja et al., 2005), la qual cosa permetra establir patrons predictius de
comportament. Per a il-lustrar-ho, en aquest treball van analitzar-se 9 congéneres
diferents de PCBs (Figura IV.19), els quals van mostrar un ampli rang de respostes
amb els sistemes ER-RYA i YCM-RYA (Taules IV.6 i IV.8). Tres compostos (PCB30,
PCB50 i PCB104) van respondre només en el sistema ER-RYA, mentre que altres
tres (PCB9, PCB77 i PCB126) van ser detectats només pel sistema YCM-RYA. Dos
més (PCB58 i PCB188) no van mostrar resposta en cap sistema, mentre que el
PCB29 va ser detectat per ambdods sistemes (Taules IV.6 i IV.8, veure també la
Figura IV.20 A i B). Com s’ha dit anteriorment, l'afinitat d’alguns d’aquests
compostos per I’AhR iguala o fins i tot sobrepassa la de la B-naftoflavona, mentre
que els valors de les ECsq per a I'ER sén similars als d’altres contaminants

estrogenics débils perod significatius (Taules IV.6 i IV.8) (Céspedes et al., 2004).

En les Taules IV.6 i IV.8 es mostren els diferents PCBs testats i les seves
respectives ECs, amb els sistemes YCM-RYA i ER-RYA. En la Taula IV.8 també
s’indica el nombre de clors en posicié6 orto (2, 6, 2’ i 6') que son els que
determinaran la possibilitat de lliure rotacié o no de la molécula. Més d’un clor
substituent en aquestes posicions provocara un impediment estéric que

impossibilitara I’'adopcié d’una conformacié coplanaria.
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Taula IV.8. Quadre resum dels diferents PCBs testats amb les seves respectives ECso per als sistemes
YCM-RYA i ER-RYA. També esta indicat el nombre de clors en posicié 2, 6, 2’ i 6'.

YCM-RYA ER-RYA Clors en
ECso ECso posicio
(mg/I1) (mg/l) 2,6,2, 6
Cl
i 0.40+0.17 b.d.| 1
Cl
el Q PCB29 1.12+0.30 7.59+4.86 1
1
reono b.d.| 62.90+23.10 2
Cl
b.d.I 7.46+2.28 3
{n]
b b :
- 0.014+0.005 b.d.l 0
'.IqQ_i_:S PCR1M b.d.l 5.33+3.65 4
a /_\ /_\ Cl PCBI2G 0.90+0.32 b.d.l 0
remis b.d.| b.d.| 4

b.d.I: per sota del limit de deteccié (below detection limit).
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L'observacié de les estructures dels congéneres dels PCBs que interaccionen amb
cada receptor va suggerir que només els congéneres planars (congéneres sense 0
amb un Unic clor substituent en les posicions 2, 6, 2’, 6') sén capacos d’unir-se a
I’AhR. Cal que l'estructura pugui adoptar una conformacié coplanaria per a poder
activar el receptor, o sigui, que la lliure rotacié del enllag entre els grups fenil no es
vegi afectada pels clors substituents, perdo sembla ser que no és suficient ja que
alguns PCBs planars, com el PCB 58, no l'activen. Per altra banda, I'ER no necessita
una estructura tan concreta ja que s‘observa que un increment en la dificultat de
rotacié dels dos anells no afecta I'afinitat pel receptor, és a dir, no és tan selectiu i
el criteri és molt més ampli, diferents PCBs amb diferents estructures sén capagos
d’activar-lo. En aquest cas, el clor substituent en la posicié 4 sembla facilitar la
resposta en el sistema ER-RYA (Taula IV.8 i Figura IV.19). Una hipotesi per a
explicar la interaccié amb aquest receptor es podria basar en la posicié dels clors en
I’estructura d’aquests productes. Tots ells presenten clors en posicio 2 i 4; el clor en
posicid 4 podria coincidir amb la posicié de I'OH del 17B-estradiol, com es veu en la
Figura IV.21 al fer una superposicié d’ambdues molécules. Aixo, pero, s’hauria de
justificar analitzant altres PCBs diferents per a aixi poder arribar a establir una

relacid definitiva.

A)
CHz3
OH

OH

Figura IV.21. Comparacié de l'estructura del 17B-estradiol amb I’estructura general dels PCBs. A)
Estructura del 17B-estradiol. B) Numeracié dels llocs de substitucié dels PCBs. C) Superposicidé de

I’estructura general dels PCBs amb |’estructura del 173-estradiol.
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Esta clar que, a diferéncia de I’AhR, I'ER pot reconeixer les estructures amb una
conformacié no coplanaria. Els PCB30, PCB50 i PCB104 tenen estructures
idéntiques en el primer anell de benzé perdo es diferencien en el nivell de
substitucions del segon. El PCB104 va demostrar una afinitat similar per I'ER que el
PCB50 i ambdds van mostrar valors d’ECsy deu vegades més baixos que el PCB30,
que és l'Unic d’aquesta série capag d’adoptar una conformacié quasi-coplanaria
(Figura 1IV.19). Un quart congénere amb una distribucié idéntica de clors
substituents (2, 4’ i 6’, en aquest cas), el PCB188, va ser indetectable per I'ER-
RYA. En aquest cas el seu caracter altament hidrofobic, que redueix la seva
biodisponibilitat, pot descartar el seu reconeixement pels sistemes basats en llevats

(explicat detalladament més endavant).

A més de les observacions préviament exposades esta clar que hi ha d’haver altres
requeriments estructurals per a la interaccié amb tots dos receptors. Se sap que el
PCB77 i el PCB126, que sbén estructuralment similars amb clors substituents en les
posicions 3, 3’, 4 i 4’, son agonistes de I’AhR (Vezina et al., 2004; Bemis et al.,
2005). El PCB29 té dos clors substituents en les posicions 4 i 5, que es podrien
correspondre amb les posicions 3 i 4 del PCB77 (Figura IV.19), pero en aquest cas
va mostrar una afinitat relativament alta per als dos receptors. Comparant les
afinitats relatives del PCB29 i el PCB9, es va observar que el clor substituent en la
posicio 4 del PCB29 sembla ser necessari per a la interaccio amb I'ER, mentre que
té una relativa influéncia en la unié a I’AhR (Taules IV.6 i IV.8, Figura IV.19). No
obstant aix0, la coplanaritat no pot ser I’'Unic requeriment per a la unié amb I’AhR,
ja que per exemple el PCB58, que pot adoptar una conformacié coplanaria com el
PCB9 o el PCB29 perd que no té cap clor substituent en les posicions 4 o0 4’, no va

mostrar resposta en cap sistema (Taules IV.6 i IV.8, Figura IV.19).

La Taula IV.9 mostra els valors de les constants d’unié de I'ER i I’AhR per a
diferents compostos organoclorats divulgades en la bibliografia (Scippo et al.,
2004; Connor et al., 1997; Matthews and Zacharewski, 2000; Hestermann et al.,
2000; Brown et al., 1994). El RYA va predir correctament les constants d’unié del
PCB104 per a I'ER i dels PCB29 i PCB77 per a I’AhR, aixi com la unié no detectable
del PCB77 i del PCB126 amb I'ER. Aquest també pot ser el cas del 4,4’-DDT, el qual
va mostrar una alta constant d’unié per a I’'ER i activitat imperceptible amb I'ER-
RYA (Taula IV.6). No obstant aix0, el RYA no va poder detectar la interaccid entre el
PCB188 i I'ER i va subestimar extremadament la constant d’afinitat del PCB126 per
a I’AhR. Es va proposar que aix0 podria ser degut a la natura altament hidrofobica
d’aquests compostos, amb 7 i 5 clors substituents respectivament, que podria

reduir la seva biodisponibilitat.
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Taula IV.9. Constants d'uni6 calculades per a diferents compostos organoclorats (Noguerol et al.,
2006b).

Receptor Compost K; (mg/1) Origen
4,4'-DDT 211 Huma @
2,2',4',6'-TetraCB-4-ol 832 Ratoli ®
2,2',4',6'-TetraCB-4-ol 3.7 Rata »
2,2',6,6'-TetraCB-4-ol 0.15+0.01 Huma ©
2,2',6,6'-TetraCB-4-ol 0.09+0.03 Rainbow trout ©
ER PCB77 b.d.l Huma, R. trout ©
PCB104 >3 Huma ©
PCB104 0.4+0.2 Rainbow trout ©
PCB126 b.d.l Huma, R. trout ©
PCB188 >4 Huma ©
PCB188 0.5+0.4 Rainbow trout ©
PCB29 >2.5 Ratoli 9
ARR PCB77 0.018+0.004 Ratoli 9
PCB77 0.25+0.12 Poeciliopsis lucida ©
PCB126 0.0052+0.0024 Poeciliopsis lucida ©

b.d.I: per sota del limit de deteccié (below detection limit).
3 Scippo et al., 2004; ® Connor et al., 1997; © Matthews and Zacharewski, 2000; ¢ Brown et al., 1994;
) Hestermann et al., 2000.

En el cas de 'ER-RYA, és interessant comparar les afinitats d’unid i els valors de les
ECso d’alguns PCBs amb els valors dels seus derivats hidroxilats. Per exemple, el 2,
2’, 6, 6'-tetraclorobifenil-4-ol és estructuralment idéntic al PCB104, a excepcid de la
substitucié d’un residu de clor en la posicié 4 per un grup hidroxil que augmenta la
seva afinitat per I'ER un ordre de magnitud (les dues versions mostrades en la
Taula IV.9). El 2, 2’, 4/, 6'-tetraclorobifenil-4-ol té la mateixa disposicié en termes
de clors substituents que el PCB50 amb I'addicié d'un grup hidroxil en la posicié 4.
La seva constant d’unid calculada per a I'ER de rata és similar al valor de I'ECsq
obtingut amb I'ER-RYA per al PCB50 (Taules IV.6 i IV.8). Aix0 suggereix que la
incorporaci6 d‘un grup hidroxil augmenta la polaritat i probablement la
biodisponibilitat dels PCBs. No obstant aix0, no és un requeriment per a la deteccid

de la seva interaccié mitjangant el RYA.

Molts lligands exogens de I’AhR i de I'ER sén altament lipofilics degut a la seva
natura aromatica. Aquests compostos plantegen moltes dificultats técniques per als
bioassaigs. Per definicié sdn relativament insolubles en aigua, la qual cosa implica
la utilitzacié de vehicles semipolars compatibles amb la viabilitat del bioassaig. A
més, els compostos hidrofobics presenten una tendéncia molt forta a fixar-se per
adsorcié a qualsevol material organic com sén puntes de pipetes, tubs Eppendorf,
plaques de cultiu cel-lular i plagues de microtitulacié. Aquest problema va

solucionar-se desenvolupant una versi6 de RYA que evitava l|'adsorciéo dels
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compostos a les superficies de plastic i la migracié de les substancies estrogéniques
del material de plastic a les solucions aquoses (Garcia-Reyero et al., 2001;
Noguerol et al., 2006a; Garcia-Reyero et al., 2005). Aquestes millores del RYA
inclouen la utilitzacié de material de vidre en lloc de plastic per a emmagatzemar i
manipular les mostres, i campanetes de Durham de vidre per a les incubacions.
Aix0 és especialment rellevant per als sistemes basats en I’AhR degut a la natura
altament lipofilica de la majoria dels seus lligands. Un métode alternatiu i més
practic és la utilitzacido de plaques de microtitulacié sililades amb diclorodimetilsila

que impedeix la fixacié dels compostos hidrofobics.

IV.2.3. Discussio general: estudi de I'aparent promiscuitat de I'ER i I'AhR,
cross-talk entre les seves vies de senyalitzacio i disseny de nous

compostos per a substituir aquells que tenen un risc demostrat

En aquest treball s’han utilitzat dos sistemes basats en llevats per a analitzar la
capacitat de diferents compostos quimics per a unir i activar dos receptors de
vertebrats intimament relacionats amb els efectes biologics adversos de
contaminacié en la fauna exposada (I'ER i I'’AhR). Van analitzar-se diferents
compostos entre els quals es troben contaminants ben coneguts com alguns PCBs,
el 4,4’-DDT i I'HCB, junt amb nous contaminants menys coneguts com el Sea-Nine,
I'Irgarol i el Diuron. Els resultats van mostrar la capacitat d’alguns d’aquests
compostos per a interaccionar amb un o tots dos receptors i van proporcionar
indicis sobre la relacidé entre la seva estructura i 'activitat bioldogica. En concret, les
dades mostrades aqui van suggerir que la llista de substancies aromatiques
capaces d'interaccionar amb I'ER i/o I’AhR amb afinitat significativa és molt més
gran del que s’esperava. Per exemple, els benzotiazoles i les fenilurees s’han de
sumar a la llista de possibles lligands de I’AhR juntament amb I'HCB. A més, es va
mostrar que I’AhR pot tenir una promiscuitat intrinseca de lligand comparable a la
de I'ER, una caracteristica no apreciada totalment en el passat degut a les
dificultats técniques que implica l'analisi per RYA de substancies altament
lipofiliques. Mentre que la natura promiscua de I'ER s’ha conegut sempre (Elsby et
al., 2000), la idea de qué I'AhR tingui un ampli espectre similar de possibles
lligands exogens només s’ha conegut recentment (Denison and Nagy, 2003;
Noguerol et al., 2006b). La promiscuitat de I’AhR pot tenir profundes conseqliéncies
en termes d’avaluacié de riscs degut als greus efectes de salut associats als seus
lligands coneguts fins ara (Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998; Shimizu et al.,
2000; Abbott et al., 1994; Poland and Knutson, 1982; Connor et al., 1997; Aoki,
2001).
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La capacitat d'alguns d’aquests productes quimics d’interaccionar amb tots dos
receptors és especialment rellevant. Aquest és el cas dels benzotiazoles i del
PCB29. Tot i que no hi ha dades in vivo disponibles, sembla ser que els efectes
biologics d’aquestes substancies, i d’altres amb aquesta caracteristica, poden ser
molt més greus que els esperats considerant la interacci6 amb només un dels
receptors. A més, hi ha evidéncies de cross-talk entre les vies de senyalitzacio de
I’ER i I'AhR. Per exemple, els enzims implicats en el metabolisme de I'estradiol sén
regulats per I'’AhR i alguns del seus lligands, com la B-naftoflavona, actuen com a
antiestrogens a través de la seva interacci6 amb I’AhR (Navas and Segner, 2000).
En concret, el complex AhR-ARNT activat per lligand és capag¢ d’activar I'ER
mimetitzant els estrogens (Ohtake et al., 2003). Aix0 podria explicar parcialment
|'alta toxicitat observada durant la intoxicacid6 per PCBs industrials i altres
compostos organoclorats, com s’observa en les sindromes de Yusho i de Yu-Cheng
(Aoki, 2001).

Els valors d’afinitat obtinguts en aquest treball per a moltes substancies sén
similars als valors calculats per a molts contaminants ambientalment rellevants
(Scippo et al., 2004; Céspedes et al., 2004; Andersen et al., 1999). No obstant
aix0, els valors relativament alts de les ECsq obtinguts en aquest treball (sobre
mg/l) s’han de considerar només com una indicacié de la viabilitat estructural de la
unié a I'ER i/o a I’AhR. Cal tenir en compte que els valors d’afinitat es poden
modular per canvis en les cadenes laterals, per exemple, alquilacié o desalquilacid
(Garcia-Reyero et al., 2004) o per l'oxidacidé o la reduccié de grups en I'anell
principal (Shiraishi et al., 2003). Aquestes modificacions degudes a
biotransformacions en I'ambient o al metabolisme de |'animal contaminat poden
canviar les afinitats d’unié i la biodisponibilitat i, per tant, la toxicitat diversos
ordres de magnitud (Shiraishi et al., 2003). Tot i que algunes d‘aquestes
transformacions poden esdevenir en llevat (Layton et al., 2002), els compostos
modificats tenen una petita influéncia en els resultats del RYA, mentre que s6n més

rellevants en els efectes biologics en vertebrats.

Un dels resultats estructurals més importants dels estudis dels lligands de receptors
és el disseny de nous compostos per a substituir aquells que tenen un risc
demostrat. Aquest és el cas de dos dels compostos analitzats aqui, I'Irgarol i el
Sea-Nine. Els dos sdn compostos heterociclics amb propietats antiincrustants. Cap
dels dos va ser detectat ni per YCM-RYA ni per ER-RYA, suggerint que no van ser
reconeguts pels receptors corresponents. Tots dos sén solubles en aigua i
relativament biodisponibles. L’Irgarol presenta un anell aromatic heterociclic,
mentre que el nucli d’isotiazole del Sea-Nine és capag d’adoptar una conformacié
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planar en compostos relacionats (Frydenvang et al., 2002). En conjunt, aquestes
dades van suggerir que els compostos heterociclics, fins i tot aromatics o planars,
poden ser incapacos d’interaccionar amb I’'ER o I’AhR i, per tant, sén una bona font

de nous compostos amb riscs ambientals més baixos.

Els bioassaigs basats en la utilitzacié de llevats, malgrat ser unes eines
extremadament Utils en 'analisi dels riscs ambientals, no sén i no poden ser |'Unica
font d’informacié quan s’analitzen compostos nous o poc caracteritzats en termes
d’avaluacié de riscs. Els mecanismes per a la disrupcié endocrina poden incloure
altres receptors amb gran importancia en I'homeostasi animal. Per exemple, s’ha
demostrat que el 4,4’-DDE té efectes feminitzants en mamifers a través de la
inhibicié de la unié d'androgens naturals al seu receptor (Kelce et al., 1995). Una
altra possible font de disrupcié endocrina pot venir de la interaccié de substancies
exodgenes amb el receptor d’hormona tiroidal (TR) i el receptor de l'acid retinoic.
Aquests receptors nuclears també tenen lligands endogens hidrofobics, pero la seva
interacci6 amb compostos antropogénics és en gran part desconeguda
(Arulmozhiraja et al., 2005; Shiraishi et al., 2003; Schriks et al., 2006). La
disrupcid tiroidal pot ser causada per diversos goitrogens, molts d’ells actuant a
diferents nivells i no només, o no necessariament, a través de la unidé al TR. Per
tant, el control d’aquesta classe particular de disrupcié requeriria una analisi in vitro
més exhaustiva (DeVito et al., 1999). En tot cas, la combinacié dels assaigs basats
en llevats amb diferents receptors de vertebrats proporciona, sens dubte, sistemes
barats i d’alt rendiment per a detectar i monitoritzar com a minim un gran nombre

de substancies possiblement bioperilloses.
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IV.3. INTERCALIBRAT EUROPEU PER A LA DETECCIO D’ESTROGENICITAT
EN MOSTRES D'AIGUA MITJANCANT RYA

Els objectius principals de I'EU Water Framework Directive (WFD) son la prevencié
de qualsevol deteriorament dels llacs i rius i la proteccié i millora de I'estat quimic i
biologic dels ecosistemes aquatics i dels pantans associats. Per a dur a terme
aquests objectius es necessiten dades fiables i comparables. Els metodes bioldgics
s6n una bona eina per a obtenir aquestes dades ja que amb ells s’aconsegueixen
tant dades quantitatives com informacié sobre la toxicitat o ecotoxicitat. Com a
conseqiéncia d‘aixd una part del projecte SWIFT-WFD (6th EU RTD Framework
Program n° SSPI-CT-2003-502492) va ser |'assaig i la validacié d’alguns sensors
biologics, la identificacié de problemes i la definici6 de les recomanacions per a
altres aplicacions. Com a part del procés per a aconseguir aquests objectius va
organitzar-se un intercalibrat entre diferents laboratoris europeus, un era el nostre,
per a provar la idoneitat d’un assaig biologic basat en llevats, el RYA, per a detectar

activitat estrogénica en mostres d’aigiies residuals.

L'exercici es va realitzar com a part del projecte: “Screening Methods for Water
Data Information in Support of the Implementation of the Water Framework
Directive (SWIFT-WFD)” recolzat per la Unié Europea i va ser la primera experiéncia
d’inter-laboratori amb mostres ambientals per a la deteccié d’activitat estrogeénica.
L'objectiu d'aquest exercici va ser provar la capacitat dels métodes basats en la
utilitzacié de llevats per a detectar compostos estrogénics amb independéncia de
I'operador i aixi validar el protocol proposat anteriorment. Amb aquesta finalitat van
repartir-se als diferents laboratoris europeus participants dues seéries d’una
col-leccié d'11 mostres codificades. En aquest exercici també es va repartir la soca
de llevat modificada genéticament per a detectar lligands de I'ER huma descrita

anteriorment, sistema ER-RYA (Noguerol et al., 2006a).
IV.3.1. Intercalibrat 1
IV.3.1.1. Descripcio dels resultats

En total van participar set laboratoris europeus (Alemania, Holanda, Austria,
Franca, Noruega, Bélgica i Espanya), un d’ells el nostre, que van analitzar dues

seéries (A i B) d'11 mostres codificades aleatoriament amb un total de 14 séries.
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En la Taula IV.10 es mostren els resultats obtinguts pel nostre laboratori amb el
seu interval de confianga del 95%. Els resultats estan expressats com a equivalents
d’estradiol en nM (EEQ).

Taula IV. 10. EEQ mesurats en les diferents mostres analitzades amb els seus respectius intervals de

confianga del 95%.

EEQ mesurats (nM)
Série A Série B

Mostra 1 b.d.l b.d.l
Mostra 2 b.d.l 1.02 (0.89-1.27)
Mostra 3 1.15 (1.10-1.73) 3.09 (2.84-3.27)
Mostra 4 b.d.l b.d.l
Mostra 5 5.58 (3.29-9.48) 1.19 (0.46-3.08)
Mostra 6 b.d.l b.d.l
Mostra 7 5.67 (2.29-13.99) | 4.42 (2.06-9.47)
Mostra 8 b.d.l b.d.l
Mostra 9 | 18.80 (10.43-33.89) | 11.12 (8.98-13.77)
Mostra 10 | 0.14 (0.13-0.15) 0.16 (0.13-0.18)
Mostra 11 | 3.83 (2.34-6.26) 5.28 (2.61-10.69)

Les mostres estan codificades de la seglient manera: 1, Metanol (Blanc); 2, Influent d’'una STP (planta
de tractament d‘aiglies residuals, Sewage Treatment Plant) de Martorell; 3, Efluent d’'una STP de
Martorell; 4, Efluent d'una STP d’Igualada; 5, Mostra 4 fortificada amb estradiol 10 nM; 6, Mostra 4
fortificada amb nonilfenol 5 uM; 7, Mostra 4 fortificada amb estradiol 10 nM i nonilfenol 5 pM; 8, Solucid
estandard de nonilfenol 5 pM; 9, Solucié estandard de Genisteina 200 pM; 10, Solucié estandard
d’estradiol 1 nM; i 11, Solucié estandard d’estradiol 10 nM.

b.d.l: per sota del limit de deteccié (below detection limit).

La Figura IV.22 mostra una representacié grafica de lactivitat estrogénica,

determinada en totes les mostres per cada laboratori participant.

100

WL (Sére &)

a0 BL1 (Série B)
a0 BL2 (Série &)
OL2 (Série B)

L OL3 (5 érie A)
~ B0 OL3 (Sére B)
E a0 BL4 (Série &)
2 OL4 (Serie B)
w40 BLS (Série &)
a0 OLS (Série B)
BLE (Série &)

a0 BLE (Sene B)
10 IMIMH BL7 (Série &)

o H Al ﬁ]ﬂﬂ]j] L] 1 lﬂﬂllm 1 l‘l JLMMHL L7 (Série B)

1 2 3 4 5 g 7 g g 10 1

Mostres

Figura IV.22. Valors d’estrogenicitat en EEQ (nM) de totes les mostres distribuides en aquest
exercici. L'eix de les X representa les mostres numerades d'1 a 11. Els valors determinats per cada
laboratori (classificats per codis de nombres en la llegenda) en ambdues séries (A i B) estan
identificats per barres amb diferent color. L'activitat estrogénica de la mostra 9A de I'L4 va ser

calculada en 210 nM equivalents d’estradiol (fora d’escala).
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IV.3.1.2. Limit de deteccid i analisi de falsos positius i negatius

El proposit de I'screening per bioassaigs basats en la utilitzacié de llevats és obtenir
una resposta qualitativa, si o no, respecte a la preséncia d’activitat estrogénica i no
una quantificacid. Aixo implica que els parametres més importants a analitzar son
les respostes positives falses, les respostes negatives falses, les desviacions
estandards i el LOD. Els falsos positius en teoria no representen un problema ja que
aquelles mostres amb una resposta positiva seran analitzades amb més
deteniment. No obstant aixd, un elevat nombre de falsos positius implicaria que
I’'assaig no és convenient com a meétode de screening practic i rapid. Els falsos
negatius s6n més importants ja que impliquen que la mostra no sera analitzada
més endavant i les possibles substancies o contaminants estrogenics presents
romandran desapercebuts. El LOD, especialment en preséncia d’una matriu, és molt
important. Interessa un LOD suficientment baix amb una preparacié de les mostres

raonablement simple, sin6 el requeriment de facilitat de manipulacié no s’assolira.

En total van participar set laboratoris que van analitzar dues séeries d’11 mostres
cadascun d’ells, és a dir, van fer-se 14 determinacions per mostra. En la Figura
IV.23 s’indica el nombre de determinacions positives i negatives per a cada mostra

a més de la seva representacié grafica.

Positius | Negatius
Mostra 1 1 13
Muostra 1
Mostra 2 10 4 Muastra 2
Mostra 3 14 0 Mostra 3
Mostra 4 1 13 Mostre 4
Muostra 5
Mostra 5 14 0 Mostra 6
Mostra 6 1 13 Muostra 7
Mostra 7 14 0 Mostra 8
Mostra 8 1 13 Mostra 8
Mostra 10
Mostra 9 14 0 Mostra 11
Mostra 10 3 1 @Positius OMegatius
Mostra 11 14 0

Figura IV.23. Nombre i representacié grafica de les determinacions que van classificar les mostres com

a estrogéniques (positius) i no estrogéniques (negatius).

Un control negatiu (mostra 1: metanol) va ser inclos en |'exercici per a analitzar
I'index de falsos positius. Tan sols una determinacio de les 14 analisis va identificar
aquesta mostra com a estrogeénica, la qual cosa va representar un index de falsos
positius del 7%. Altres tres mostres (mostres 4, 6 i 8) també van ser classificades
com a no estrogéniques exhibint essencialment el mateix perfil que el control

negatiu aixi com la mateixa proporcié de falsos positius.
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Les mostres 3, 5, 7, 9 i 11 van ser classificades com a estrogéniques en totes les
analisis, la mostra 10 en 3 de les 14 determinacions i la mostra 2 en 10 de les 14
analisis. La mostra 10 consistia en estradiol 1 nM dissolt en metanol, que equival a
una concentracio d’estradiol de 100 pM en |'assaig, una concentracié que en principi
esta per sobre del limit de deteccié del sistema ER-RYA (34 pM, Noguerol et al.,
2006a). No obstant aix6, només 3 dels 14 assaigs van detectar activitat estrogénica
en aquesta mostra suggerint que en les condicions de |'exercici el limit de deteccid
va ser més alt del que s’havia anticipat. La mateixa conclusié es va extreure de les
mostres 4, 6, i 8 classificades com a no estrogéniques en la majoria de les seves
determinacions. Un increment en el LOD representa un problema ja que significa
que les mostres s’han de concentrar més, la qual cosa no és viable ja que implica la
utilitzacié de grans volums de mostra. Un altre problema associat a aixo és que a
Iincrementar la concentracié de les mostres també s’incrementa la possibilitat
d’assolir concentracions toxiques per al llevat. Per altra banda, els quatre resultats
negatius de la mostra 2 van ser considerats falsos negatius, la qual cosa va implicar
un index de falsos negatius del 28%. El fet de qué tots els falsos negatius es
correspongueren a la mateixa mostra va suggerir que aixo era degut als efectes de

la matriu.

IV.3.1.3. Analisi de I'exactitud i precisié

En la Taula IV.11 es mostren els valors mitjans de [Iactivitat estrogénica
determinada en les 11 mostres per tots els grups participants. La major part dels
valors van mostrar desviacions estandards d’ordre similar als valors mitjans.
Aquesta aparentment elevada dispersié va ser deguda a uns pocs valors extrems.
Quan s’excloien els valors maxims i minims de totes les mostres (Taula IV.11,
columna “EEQ (nM) excloent valors extrems”), els coeficients de variacié van baixar
per sota de 0.5 (Taula IV.11, “columna Coeficient de variacid (SD/X)"). Els
coeficients de variacid, també anomenats desviacions estandards relatives, mostren
com de gran és la desviacié estandard respecte la mitjana. Les excepcions van ser
les mostres 2 i 10 que van demostrar una gran dispersio dels valors. En el cas de la
mostra 2, segurament es tracta d’alguna interferéncia degut a la gran complexitat
de la matriu d’aquesta mostra; mentre que en el cas de la mostra 10, és un
problema del limit de deteccié ja que aquest no va ser el mateix en tots els grups

participants.
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Taula IV.11. Activitat estrogenica determinada mitjancant el sistema sensor ER-RYA expressada en
EEQ (nM). En aquesta taula també s’indica el nombre de determinacions per a cada mostra analitzada
(n) i els valors maxims (Valor Max.) i minims (Valor Min.) per a cada determinacio. A partir dels EEQ

calculats excloent els valors extrems van determinar-se els coeficients de variacié (SD/X).

N . EEQ (nM) Coeficient de variacio
Mostra | n EEQ (nM) Valor Max. Valor Min. excloent valors (SD/X)
extrems
1 14 0.8+2.8 10.6 0.0 b.d.l
2 14 20.9+24.1 81.0 0.0 17.6+24.3 1.38
3 14 6.9+3.1 13.0 1.0 7.2%£1.6 0.22
4 14 0.2+0.7 2.5 0.0 b.d.l
5 14 9.1+4.8 18.0 2.9 8.9+4.6 0.45
6 14 0.3£1.1 4.3 0.0 b.d.l
7 14 8.5+4.0 18.0 3.0 8.2+3.8 0.47
8 14 0.3£1.3 4.8 0.0 b.d.l
9 14 41.4+47.8 200.0 9.0 30.9+14.0 0.45
10 14 0.3+£0.7 2.3 0.0 0.2+0.5 2.35
11 14 8.5+3.9 18.0 3.0 8.1+£3.7 0.42

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

IV.3.1.4. Potencial estrogeénic relatiu i comparacio dels EEQ mesurats vers
els valors dels EEQ teorics

El potencial estrogénic relatiu d’'un compost es pot estimar mitjancant diferents
proves. Alguns dels valors trobats en la bibliografia (Petrovic et al., 2004;
Rutishauseret et al., 2004; Folmar et al., 2002; Segner et al., 2003; Korner et al.,
2000; Murk et al., 2002; Garcia-Reyero et al., 2004; Legler et al., 2002; Céspedes
et al., 2004) es mostren en la Taula IV.12. Tots els valors estan expressats com a
ECso relatives a I'ECsq del 17B-estradiol. Aquest valor es coneix amb el nom de
factor d’equivaléncia a l'estradiol (EEF, Estradiol Equivalency Factor). Com es
mostra en la Taula IV.12, hi ha una gran discrepancia entre els diferents valors
estimats, la qual cosa és deguda a queé els assaigs utilitzen diferents receptors
d’estrogens i diferents elements reporter. Aixd significa que no existeix un valor
universal d’EEF associat a cada compost sind que aquests valors estan molt
relacionats amb |'assaig utilitzat. Es per aixd que no es va poder establir un valor
definitiu. En aquest treball per a poder calcular els valors teorics de l'activitat
estrogénica esperada en les mostres analitzades es va decidir utilitzar el valor

mitja.
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Taula IV.12. Diferents valors trobats en la bibliografia de la potencia estrogénica relativa dels
compostos identificats i quantificats en les mostres assajades. Els valors estan expressats en M. S’ha

calculat també el valor mitja per a cada compost.

EEF (M)
opP NP NP,EO E1l E2 E3 EE2 DES
1.00x10%59  7.20x10°7®  4,00x107%9  0.02 7 19 0.379 0.189 0.05"
4.88x107%49  1,00x10°*®  1,00x10°°°9  0.109 19 0.0024 9  1.20° 1.10?
6.28x10%49  2.30x10°59  3.80x107°¢%  0.38 9 19 0.09732" 1902 2.50 ¥
1.00x107%4®  2.50x10%%  7.44x10°®  0.079 13 1.20 9 2.30
1.40x10%9  7,50x10°%9 1.3x1070 0.056 © 13 1.20 M
7.80x107%¢ % 1.10x10°39 19 0.80 9
3.30x10%9  5.70x10%9 19 0.70 @
5.00x10%°9)  5,00x107°49 1ih 0.96 9
1.6x107049 2.33x10°%4® 19 1.07 9
4.00x107°4P 0.829
0.40 9
1.90 @
Mitjanes | 1.64x10°* 3.03x107%4 7.65x10°¢  0.125 1.00 0.16 1.03 1.49

En aquesta taula les abreviacions son: NP, Nonilfenol; OP, Octilfenol; NP;EO, Nonilfenol monoetoxilat;
E2, 17B-estradiol; E3, estriol; EE2, 17a-etinilestradiol; DES, dietilestilbestrol; i E1, estrona.

3 Folmar et al., 2002; ® Kérner et al., 2000; © Murk et al., 2002; 9 Rutishauser et al., 2004; ® Céspedes
et al., 2005; " Céspedes et al., 2004; 9 Segner et al., 2003; ™ Legler et al., 2002; " Blair et al., 2000.

S’ha demostrat en estudis previs (Rutishauser et al., 2004) que I'estrogenicitat dels
compostos analitzats presents en les mostres és additiva aixi que [I'activitat
estrogenica estimada de cada mostra es pot calcular a partir de la suma dels EEQ
teorics de tots els seus components, els quals, a la seva vegada, s’obtenen a partir

del producte de I'EEF per la seva concentracié (Férmula IV.1).

EEQ =Y EEF xc,
;
Férmula IV.1. Formula que permet calcular els EEQ teorics de les diferents mostres analitzades.

Aquests bioassaigs no proporcionen una caracteritzacié quimica exacta dels Iligands
dels receptors nuclears (Beck et al., 2003; Coldham et al., 1997; Gaido et al.,
1997; Garcia-Reyero et al., 2004; Rehmann et al., 1999). Es per aixo que s’ha
inclos una comparacio dels resultats del RYA amb els resultats de I'analisi quimica
de les mostres, la qual cosa va donar una informacié valuosa per a l'avaluacié de
I'assaig. El grup del Dr. Damia Barceld va dur a terme una analisi per cromatografia
liquida i espectrometria de masses (LC-MS) de totes les mostres estudiades. En el
cas dels estandards, van confirmar-se les concentracions esperades. Per altra

banda, I’'analisi dels extractes de les mostres reals va determinar les concentracions
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dels alquilfenols i de les hormones presents en elles. Aquestes concentracions es
mostren en la Taula VII.1 de I'Annex I. S’ha de tenir en compte que aquestes
mostres van ser concentrades durant la seva preparacié. En concret, les mostres 2 i
3 provenien de l'influent i efluent, respectivament, d’una STP de Martorell i van ser
concentrades 1667 vegades. La mostra 4 provenia de l'efluent d’'una STP d'Igualada
i durant la seva preparacid va ser concentrada 400 vegades. Per tant, les
concentracions reals en les mostres de les aigles residuals d'Igualada i Martorell
eren 1667 i 400 vegades més baixes, respectivament. Els nivells de les
concentracions dels alquilfenols i de les hormones en les mostres reals va ser

confirmat en estudis previs (Gonzales et al., 2004).

En la Taula IV.13 es mostren els valors d’activitat estrogénica teorica calculats per
a les diferents mostres reals analitzades. Aquests valors estan expressats en EEQ
(nM) i van ser estimats a partir del sumatori dels equivalents tedrics de tots els
grups de compostos quimics presents que, a la seva vegada, van ser calculats a

partir del producte de I'EEF per la concentracié de compost (Férmula IV.1).

Taula IV.13. Activitat estrogénica teorica estimada en les mostres reals. Els valors s’han expressat com
a EEQ en nM.

EEQ teorics (nM)

Alquilfenols Hormones Total
Mostra 2 89.1 12.6 101.70
Mostra 3 2.45 3.34 5.79
Mostra 4 1.07 b.d.l 1.07
Mostra 5 1.07 5.29 6.36
Mostra 6 2.07 b.d.l 2.07
Mostra 7 2.07 5.29 7.36

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

Quatre estandards van ser inclosos en l'estudi (mostres 8, 9, 10 i 11). Els
estandards contenien concentracions conegudes de NP, Genisteina i 17-estradiol.
En el cas de les mostres 8 (solucié estandard de nonilfenol 5 pM), 9 (solucio
estandard de Genisteina 200 uM) i 11 (solucié estandard de 17B-estradiol 10 nM)
s’esperava una clara resposta positiva, mentre que la mostra 10 (solucié estandard

de 17B-estradiol 1 nM) es va analitzar a una concentracié propera al LOD.

En la Taula IV.14 es poden veure els valors d’estrogenicitat mesurats (Taula IV.14,
columna “EEQ mesurats”) i esperats (Taula IV.14, columna “EEQ teorics”) per als
quatre estandards inclosos. Els valors mesurats per a les mostres 9 i 11 van ser
propers als valors esperats, calculats a partir de les seves concentracions

multiplicades per I'EEF, és a dir, pel quocient entre I'ECs, del 17B-estradiol i I'ECsq
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del compost (Garcia-Reyero et al., 2004; Bovee et al., 2005). Ni el 17B-estradiol 1
nM (mostra 10) ni el NP 5 uM (mostra 8) van presentar resposta en la majoria de
les determinacions, corroborant I'increment en el limit de deteccié de I'assaig. No
obstant aix0, s’ha de precisar que les tres determinacions positives de |'activitat
estrogénica de la mostra 10 van mesurar la seva estrogenicitat real amb una bona
precisio.

Taula IV.14. Activitat estrogénica mesurada i teorica en EEQ (nM) per als quatre estandards inclosos en
I'assaig: mostra 8, solucié estandard de nonilfenol 5 uM; mostra 9, solucié estandard de Genisteina 200

MM; mostra 10, solucié estandard de 17p-estradiol 1 nM; i mostra 11, solucié estandard de 17B-estradiol

10 nM.

N EEQ mesurats (nM) .
Estandard Mostra (extrems exclosos) EEQ teorics (nM)
Nonilfenol 5 uM 8 b.d.l 4.2
Genisteina 200 uM 9 30.9 + 14.0 20.9
Estradiol 1 nM 10 0.2+ 0.5 1
Estradiol 10 nM 11 8.1 £3.7 10

3 EEQ tedrics calculats a partir de Garcia-Reyero et al., 2004.
®) EEQ tedrics calculats a partir de Noguerol et al., 2006a.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

En la Figura IV.24 s’ha tracat un grafic relacionant els equivalents mesurats amb

els equivalents teorics calculats per a les diferents mostres.

EEQ mesurats EEQ teorics
(nM) (nM) y = 1,4907x - 24077
- R’ = 0,9369
Mostra 1 b.d.l 0 E 35
Mostra 2 @ 17.6 101.7 oy gg —=
Mostra 3 7.2 5.79 T -0 —
Mostra 4 b.d.I 1.07 H e o
o __‘_...-'""'
Mostra 5 8.9 6.36 £ 10 o
Mostra 6 b.d.l 2.07 o 5
2 gea - . . .
Mostra 7 8.2 7.36 - . - = - e
Mostra 8 b.d.l 4.2 EEQ tedr M
Mostra 9 30.9 20.9 Q tedrics (nM)
Mostra 10 0.2 1
Mostra 11 8.1 10

Figura IV.24. Comparacié dels EEQ mesurats amb el sistema ER-RYA amb els EEQ teorics per a les
diferents mostres analitzades. Els valors per sota del limit de deteccié van fixar-se en 0 per tal de
facilitar el tracat del grafic.

3 Aquesta mostra estd fora d’escala i s’ha eliminat del grafic. Tampoc s’ha tingut en compte en la
regressio.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

Es va trobar una correlacié significativa entre els resultats del RYA i l'activitat
estrogénica estimada calculada a partir de les dades de la composicié quimica de

les mostres i el potencial relatiu dels compostos. No obstant aixd, l'activitat
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estrogénica estimada s’ha de considerar amb moltes reserves. Una de les raons per
a explicar aix0 és que els valors de la bibliografia per als potencials estrogénics
relatius en alguns casos varien més d‘un factor de 1000 d’un estudi a un altre. Per
a calcular aquests valors amb més exactitud, seria convenient determinar els
potencials estrogénics dels compostos sota les mateixes condicions d’‘assaig. Una
altra rad és que només es van tenir en compte certs compostos pero és possible
que les mostres reals presentin altres compostos estrogenics sense identificar. Les
mostres 4, 6 i 8 van ser classificades com a no estrogéniques i només una
determinaci6 de les 14 analisis les va identificar com a estrogéniques. Malgrat aixo,
a partir del calcul dels EEQ teorics, aquestes mostres finalment van ser

considerades falsos negatius.
IV.3.1.5. Efectes de la matriu

Les mostres de la 2 a la 7 es corresponen a mostres reals que provenen d’extractes
de STPs situades en les rodalies de Barcelona. En concret, les mostres 2 i 3 son
extractes de les aigues de l'influent i de l'efluent, respectivament, d‘una STP de
Martorell, mentre que la mostra 4 es correspon a l'efluent de les aiglies d’'una SPT
d’'Igualada. Les localitzacions i els resultats anteriors d’aquestes SPTs han estat
publicats préviament (Céspedes et al., 2005). Per altra banda, les mostres 5, 6 i 7
es corresponen a unes aliquotes de la mostra 4 (efluent de les aiglies de la SPT
d'Igualada) fortificades respectivament amb 10 nM de 17B-estradiol, 5 uM de NP i

una combinacié d’ambdos.

Les mostres 5 (mostra 4 fortificada amb 17B-estradiol 10 nM) i 7 (mostra 4
fortificada amb 17B-estradiol 10 nM i nonilfenol 5 pM) van mostrar valors d’activitat
estrogénica molt similars als observats en la mostra 11, que és I'estandard de 17pB-
estradiol 10 nM, indicant que ni la matriu de la mostra 4 ni la presencia del NP en la
mostra 7 van influenciar en l'analisi (Taula IV.11). Els resultats de la mostra 6
(mostra 4 fortificada amb nonilfenol 5 uM) van corroborar la troballa de qué una
concentraci6 de 5 uM de NP era imperceptible en les condicions assajades en
aquest exercici (Figura IV.22, Taula IV.11). En resum, es pot dir que el RYA va
detectar de manera reproduible els estrogens endogens (mostra 3) o afegits
(mostres 5 i 7) en mostres complexes naturals. Aixi doncs, aquests resultats van
mostrar una gran capacitat del RYA per a detectar estrogenicitat en mostres reals
complexes. L’Unica excepcid va ser la mostra 2, que va presentar una gran
dispersi6 de valors en diferents determinacions (Figura IV.22, Taula IV.11).
Aquesta mostra era la més complexa ja que era la que contenia una major carrega

guimica.
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IV.3.1.6. Recomanacions per a incrementar la reproductibilitat i Ila
robustesa de I'analisi

Van suggerir-se les seglients recomanacions amb la finalitat d’incrementar la

reproductibilitat i la robustesa de l'analisi:

- Introduccié de més séries repetides per a corroborar els valors d’estrogenicitat.

- Utilitzacié de factors de dilucié més petits (en el protocol va proposar-se un factor

de diluci6 1:3) per a augmentar I'exactitud en les determinacions d’estrogenicitat.

- Estimacié dels EEF en el mateix estudi per a millorar la comparacié amb els

resultats de I'analisi quimica.

IV.3.2. Intercalibrat 2

IV.3.2.1. Introduccio de millores per a incrementar la reproductibilitat i la
robustesa de I'analisi

Es va repetir I'experiéncia anterior aplicant les millores proposades. D’aquesta
manera, 4 laboratoris europeus, incloent el nostre, van analitzar 6 séries d’11
mostres cadascuna codificades aleatoriament. En aquest cas, perd, no va
proporcionar-se ni un protocol detallat ni una soca de llevat concreta, sind que
interessava comparar els resultats obtinguts per diferents laboratoris, és a dir,
diferents operadors, cadascun amb el protocol que utilitzés rutinariament i amb el
seu propi sistema de bioassaig amb llevats. S’havia d’analitzar una série per
setmana amb cultius diferents per a assegurar que la variabilitat intra-laboratori
també es tenia en compte. Per tal de garantir la reproductibilitat i la robustesa de
I'assaig, cada laboratori va ser proveit amb una solucié estandard de 173-estradiol
amb una concentracié coneguda. També van enviar-se solucions estandards de
concentracié coneguda de NP i Genisteina per a aconseguir una millor estimacid del
seu potencial estrogénic. Aquest treball ha estat enviat a publicar (Brix et al.,
enviat a publicar). En aquesta tesi s’han inclos els resultats més rellevants
realitzats per la Dra. Rikke Brix per a explicar les conclusions relacionades amb els

resultats obtinguts per RYA.
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IV.3.2.2. Descripcio dels resultats

Va fer-se una primera avaluacié dels resultats comparant les respostes mesurades
en la mostra 1 que contenia el 17B3-estradiol 10 nM. Els resultats que van obtenir-se

estan expressats en la Taula IV.15.

Taula IV.15. Activitat estrogenica expressada en EEQ (nM) determinada en la mostra 1 (17B-estradiol
10 nM) pels diferents laboratoris participants.

EEQ mesurats (nM)
Laboratori 1 13.21
Laboratori 2 2.41
Laboratori 3 9.19
Laboratori 4 8.50

Esta clar que un laboratori (laboratori 2) va obtenir un valor clarament més baix
que la resta de laboratoris participants. Aquesta resposta del laboratori 2, sobre un
factor de 4 més baix del que s’esperava, també podia observar-se en les analisis de
les solucions estandards de concentracié coneguda. Aixi doncs, per a corregir
possibles errors constants, tots els valors mesurats van ser multiplicats per un
factor de correccidé calculat a partir de l'analisi de la solucié estandard de 17B-
estradiol. Aix0 va donar lloc a una gran millora en la consisténcia de les dades de

manera que es va poder recomanar com una garantia de qualitat del métode.

En la Taula IV.16 es mostren tots els valors d’activitat estrogénica determinats per
tots els grups participants expressats en EEQ (nM). Els valors en negreta van
considerar-se valors extrems i van eliminar-se per al posterior tractament de les

dades.
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IV.3.2.3. Analisi de falsos positius i negatius

Després d’eliminar els valors extrems es va determinar l'index de falsos positius i
falsos negatius. Una mostra dissenyada per a determinar I'index de falsos positius
que en teoria no havia de donar cap resposta estrogénica, el metanol, va ser
inclosa en l'assaig. Després d’eliminar els valors extrems no hi va haver cap
resposta positiva falsa per a aquesta mostra que es va classificar com a no
estrogeénica en totes les determinacions. Pel que fa a l'index de falsos negatius,
aquest va dependre de la sensibilitat de I'assaig utilitzat. La Taula IV.17 mostra els

valors dels LOD del 173-estradiol per als diferents laboratoris participants.

Taula IV.17. Limit de deteccié en nM del 17B-estradiol determinat pels quatre laboratoris participants.

LOD (nM)
Laboratori 1 2.5
Laboratori 2 0.034
Laboratori 3% 1.09 (0.31-2.7)
Laboratori 4 <0.1

? En el cas del laboratori 3 el LOD del 17p-estradiol variava en cada placa. En aquest estudi es va

determinar entre 0.31 i 2.7 nM amb una mitjana de 1.09.

Amb aquests valors de LOD no hauria d’haver cap problema per a detectar
estrogenicitat en totes les mostres, a excepcié del blanc (metanol) i del NP. El
laboratori 4, perd, no va detectar activitat estrogénica en 3 determinacions de les
mostres reals tedricament estrogéniques (mostres 7 i 9), la qual cosa va implicar 3

falsos negatius per a les mostres reals.

Per altra banda, només els laboratoris 1 i 3 haurien de mostrar sensibilitat per a
I’'estandard de concentracié coneguda de NP (veure més endavant). No obstant
aix0, en el cas del laboratori 1 utilitzant els EEF calculats per aquest laboratori (més
endavant) s’esperava trobar una resposta de 0.63 nM per a la mostra 5 (NP 50 uM)
i de 1.26 nM per a la mostra 6 (NP 100 uM), ambdds valors per sota del LOD (2.5
nM, Taula IV.17) de manera que els resultats mesurats (b.d.l, Taula IV.16) van ser
els esperats. En el cas del laboratori 3, a partir dels valors dels EEF (més endavant)
s’esperava una resposta de 0.16 nM per a la mostra 5 (NP 50 uM) i de 0.32 nM per
a la mostra 6 (NP 100 uM), ambdds valors molt propers o menors al LOD calculat
per aquest laboratori (0.31-2.7 nM, Taula IV.17) de manera que els resultats
obtinguts es van correspondre amb els mesurats de la Taula IV.16. Aixi que en
conclusié no es poden esperar respostes positives per a les mostres 5 (NP 50 uM) i
6 (NP 100 uM) de manera que els Unics resultats realment falsos negatius van ser

les 3 determinacions positives en mostres reals dutes a terme pel laboratori 4.
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IV.3.2.4. Variacio intra i inter-laboratoris

Per a les 11 mostres de les 6 séries van calcular-se els segiients parametres: valor
mitja (X), desviacié estandard (SD) i coeficient de variacié (SD/X). La Taula IV.18
mostra tots aquests parametres estadistics per a cada laboratori participant junt
amb els parametres totals calculats a partir de la consideracid dels valors de tots
els laboratoris (Taula IV.18, columna “Tots els laboratoris”). Les desviacions
estandards entre els diferents laboratoris (inter-laboratoris) van variar entre 0i 7.9
nM (Taula IV.18, columna “Tots els laboratoris SD”) mentre que les desviacions
estandards relatives o coeficients de variacié expressats en percentatge van variar
entre 0 i 72.5% (Taula IV.18, columna “Tots els laboratoris SD/X (%)").

Taula IV.18. Parametres estadistics de les diferents mostres analitzades per cada grup participant i

considerant totes les dades com a conjunt (columna “Tots els laboratoris”). Els valors estan expressats

en nM.
Tots els laboratoris Laboratori 1 Laboratori 2 Laboratori 3 Laboratori 4
X SD SD/X(%)| X SD SD/X(%)| X SD SD/X(%)| X SD SD/X(%)| X SD SD/X (%)

Mostral | 9.8 3.4 35.2 9.9 4.7 47.3 9.3 3.0 31.6 9.4 3.8 40.3 10.5 2.9 27.6
Mostra 2 | 12.8 4.3 33.6 9.5 4.2 43.9 11.8 4.1 34.6 15.2 4.3 28.3 149 2.6 17.4
Mostra 3 0 0 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Mostra 4 | 16.1 7.9 49.1 18.9 8.1 43.0 7.8 2.6 33.3 14.5 7.3 50.7 23.0 2.8 12.1
Mostra 5 0 0 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.4 162.5 0.0 0.0 0.0
Mostra 6 0 0 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4 0.6 155.1 0.0 0.0 0.0
Mostra?7 | 3.7 2.7 72.5 45 1.9 42.1 1.2 0.6 53.3 5.6 2.1 38.3 4.7 4.6 97.3
Mostra 8 12 5.6 46.6 11.3 6.2 55.1 6.3 2.3 36.3 15.0 5.4 36.2 15.3 2.6 17.0
Mostra9 | 4.2 2.8 66.4 53 1.3 25.0 0.9 0.4 47.5 5.0 1.1 22.5 5.7 3.8 67.1
Mostra 10 | 11.3 5.1 44.8 10.5 4.0 37.9 5.2 1.6 31.6 14.0 4.8 34.0 14.5 1.5 10.3
Mostra 11 | 14.5 5.1 35.1 11.9 3.8 32.3 9.3 3.1 33.4 18.9 3.2 17.0 18.2 2.1 11.8

En aquesta taula X representa el valor mitja de totes les determinacions; SD, les desviacions
estandards; i SD/X, els coeficients de variacié (expressats en percentatge). Es mostren els valors per a
cada laboratori i els valors dels parametres totals calculats a partir de la consideracié dels valors de tots

els laboratoris.

Les dades van mostrar que la variacié entre laboratoris (variacié inter-laboratoris)
va ser comparable a la variacid dins d’un mateix laboratori (variacidé intra-
laboratori) i, a més, aquesta variacié intra-laboratori estava en el mateix ordre de
magnitud per a tots els laboratoris participants. Aixi doncs, no van trobar-se
diferéncies entre el funcionament dels diferents laboratoris. No obstant aix0, es va
continuar observant una gran variacio i, per tant, treballs futurs haurien d’incloure
controls de qualitat per a assegurar que el sistema funciona correctament en tot

moment.

Els assaigs basats en la utilitzacié de llevats sén assaigs biologics i com a tals tenen
una gran variacié inherent. Uns coeficients de variacié grans representen un

problema ja que es requeriria una gran quantitat de repeticions per a cerciorar que
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la determinacio fos la correcta. Com que no hi ha estudis d’inter-laboratoris amb
bioassaigs basats en llevats publicats previament, no és possible comparar amb

resultats d‘altres estudis.
IV.3.2.5. Potencial estrogénic relatiu

El potencial estrogénic relatiu d'un compost es pot estimar mitjancant diferents
proves. Com s’ha explicat abans, hi ha una gran discrepancia entre els diferents
valors dels EEF estimats. Es per aix0 que en aquest treball cada laboratori
participant va determinar el potencial estrogénic del NP i de la Genisteina a partir
de I'analisi de les solucions estandards de concentracié coneguda. Es evident que,
fins i tot utilitzant tan sols bioassaigs basats en llevats, hi va haver una gran
variacié en les determinacions d’aquest valor. Mentre que hi va haver diferencies
d’un factor de 10 entre els valors determinats pels laboratoris 1 (1.26x107°) i 3
(3.30x10°®), els laboratoris 2 i 4 no van detectar estrogenicitat associada al NP. Tot
i que els laboratoris 1 i 3 van utilitzar el mateix protocol, van trobar-se diferéncies
significatives en les determinacions dels valors dels EEF del NP i la Genisteina, la
qual cosa corroborava la necessitat de qué cada laboratori estimés els EEF de tots

els compostos per tal d’aconseguir una millor correlacié amb els valors mesurats.

De la mateixa manera que abans, el grup del Dr. Damia Barcel6 va dur a terme una
analisi per LC-MS de totes les mostres estudiades (Taula VII.2 de I’Annex I). S’ha
de tenir en compte que aquestes mostres van ser concentrades i, per tant, les
concentracions reals en les mostres de les aigles residuals eren 400 vegades més
baixes. Els nivells de les concentracions dels alquilfenols i les hormones en les

mostres reals havia estat confirmat en estudis previs (Gonzdles et al., 2004).

A partir de la determinaci6 quimica de les concentracions dels alquilfenols i
hormones presents en les mostres (Taula VII.2 de I'’Annex I) i tenint en compte la
Férmula IV.1, va estimar-se |'activitat estrogénica teorica de les diferents mostres
analitzades. En la Figura IV.25 s’ha tracat un grafic relacionant els equivalents
mesurats amb els equivalents teodrics calculats per a les diferents mostres. La figura

mostra una correlacio significativa entre els valors teorics i els mesurats.
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EEQ mesurats EEQ teorics y = 0.7548% + 0.0768
(nM) (nM) R = 0.9682
20
)
Mostra 1 9.8 10 =
c 16 *
Mostra 2 12.8 15 - /
Mostra 3 b.d.| 0 AT *
i Y
Mostra 42 16.1 3.73 = /
n
Mostra 5 b.d.| 0.22 E 8
Mostra 6 b.d.l 0.43 S /
Mostra 7 3.7 5.57 w L *
Mostra 8 12 15.57 0w : T T T
Mostra 9 4.2 5.79 0 £ 10 15 20 2c
Mostra 10 11.3 16.31 EEQ tedrics {(nM)
Mostra 11 14.5 20.57

Figura IV.25. Comparacio dels EEQ mesurats amb el sistema ER-RYA amb els EEQ teorics estimats per
a les diferents mostres analitzades. Els valors per sota del limit de detecci6 van fixar-se en 0 per tal de
facilitar el tracat del grafic.

@ Aquesta mostra no s’ha tingut en compte en la regressio.

b.d.l: per sota del limit de deteccié (below detection limit).

Dels estudis anteriors es va observar que els resultats obtinguts amb els bioassaigs
basats en la utilitzacié de llevats van mostrar una correlacié positiva significativa
amb els valors teorics esperats estimats a partir de I'analisi quimica. Aquesta analisi
es pot utilitzar com un screening preliminar de les mostres d’aigua i aixi eliminar de
manera rapida aquelles que no presentin resposta i només realitzar I'analisi quimica
de les mostres restants. Es dificil predir les conseqiiéncies en termes de benefici
econdmic que aixd implicara, perd no hi ha dubte de qué resultara en una gran

reduccio del cost total.
IV.3.2.6. Discussio general

De la mateixa manera que abans, van avaluar-se la robustesa i la reproductibilitat
de l'assaig. En aquest cas, I'estudi va resultar en només 3 falsos negatius i cap fals
positiu en les mostres reals. Es va demostrar la importancia d’una calibracio interna
amb 17B-estradiol, al no existir uns valors estandards de referéncia, per tal de
garantir una millor reproductibilitat en termes inter-laboratori. A més, I|'estudi
també va demostrar la necessitat d’estimar els EEF de tots els compostos presents
per a obtenir una correlacié significativa amb els valors mesurats per RYA. No
obstant aix0, es va continuar observant una gran variacio i, per tant, treballs futurs
haurien d’incloure controls de qualitat per a assegurar que el sistema funciona
correctament en tot moment. Per altra banda, va demostrar-se que el RYA va ser
capa¢ de donar més que una resposta qualitativa respecte la preséncia de
compostos estrogénics. Va mostrar-se una correlacié significativa entre els valors
teorics esperats calculats a partir de I'analisi quimica dels compostos estrogénics

identificats i I'estrogenicitat mesurada per RYA, la qual cosa va donar suport a la
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seva aplicabilitat. Amb una optimitzacié dels métodes que conduis a una reduccid
de la variabilitat intra i inter-laboratori, aquests bioassaigs es podrien utilitzar com

una eina independent per a la determinacié d’estrogenicitat.
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IV.4. MONITORITZACIO DE L'ACTIVITAT ESTROGENICA EN AIGUES
RESIDUALS I DELS PRODUCTES DE LA SEVA DESACTIVACIO
ENZIMATICA

IV.4.1. Valoracié per RYA de I'eliminacio de l'activitat estrogénica després
del tractament de mostres d'aigua residual per depuradores

IV.4.1.1. Estudi de I'Estaciéo Depuradora d’Aigiies Residuals de Terrassa

Els procediments de bioassaigs dirigits per fraccionament i identificacié quimica que
combinen el fraccionament quimic de mostres complexes i la identificacié per
analisis quimiques de compostos actius amb |'screening de les fraccions individuals
per métodes bioanalitics (Brack, 2003; Thomas et al., 1999; Desbrow et al., 1998)
representen una millora en la monitoritzacié de matrius complexes com ara aigles

de depuradores.

Aquest procediment va aplicar-se en una série de mostres agafades en 7 dies
consecutius, del 27 de marg al 2 d’abril del 2006, tant a I'entrada (influent) com a
la sortida (efluent) de I'Estacié Depuradora d’Aiglies Residuals (EDAR) de Terrassa.
L'EDAR de Terrassa se situa en la zona de les Fonts, en el marge dret de la riera de
Rubi. Aquestes mostres van ser sotmeses pel grup de la Dra. Silvia Lacorte a un
fraccionament quimic amb diferents solvents obtenint-se tres fraccions (Fraccid I,
Fraccié II i Fraccié III) cadascuna amb una serie de compostos quimics diferents.
En la Fraccié I van obtenir-se els compostos menys solubles en aigua i amb
concentracions més elevades. Aquesta Fraccio I va ser analitzada i quantificada per
cromatografia de gasos i espectrometria de masses (GC-MS) determinant-se la
preséncia de NP i dos derivats seus, el NP;EOQ i el NP,EO. La cromatografia liquida i
espectrometria de masses/masses (LC-MS/MS) va ser utilitzada per a les Fraccions
II i III a on es trobaven els compostos solubles en aigua i amb concentracions més
baixes. En concret, en la Fraccio II van obtenir-se el BPA i les hormones esteroidees
(E1, E2, E3 i EE2) i en la Fraccié III les hormones conjugades, productes que

s’obtenen per biotransformacio.

Nosaltres vam ser els encarregats de la determinacié de l’estrogenicitat per RYA
amb el sistema ER-RYA de les diferents fraccions obtingudes i quantificades pel
grup de la Dra. Silvia Lacorte. En la Taula IV.19 es mostren els EEQ determinats en

cada fraccio.
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Taula IV.19. Taula resum dels EEQ determinats amb el sistema ER-RYA. Les dades estan expressades

en equivalents d’estradiol (pM) amb un interval de confianga del 95%.

EEQ mesurats (pM)
Mostres Fraccio I Mostres Fracci6 II Mostres Fraccio6 III
27-03-06 Dilluns 8.24 (6.89-9.86) b.d.| b.d.l
28-03-06 Dimarts 6.70 (4.98-9.02) 2.84 (1.61-5.03) b.d.l
29-03-06 Dimecres 11.67 (10.80-12.62) b.d.| b.d.I
Mostres Efluent 30-03-06 Dijous 10.70 (6.26-18.28) n.d b.d.l
31-03-06 Divendres 3.21 (2.55-4.06) b.d.l b.d.l
04-01-06 Dissabte 2.92 (2.53-3.37) b.d.l b.d.l
04-02-06 Diumenge 3.48 (3.20-3.79) n.d b.d.l
27-03-06 Dilluns 52.00 (26.14-103.43) b.d.| b.d.I
28-03-06 Dimarts 59.04 (34.51-101.00) 7.01 (5.55-8.85) b.d.l
29-03-06 Dimecres 82.42 (39.51-171.95) n.d b.d.l
Mostres Influent 30-03-06 Dijous 46.21 (33.53-63.69) b.d.l b.d.l
31-03-06 Divendres 91.24 (62.61-134.93) n.d b.d.l
04-01-06 Dissabte 21.82 (16.07-29.64) 9.65 (7.00-13.30) b.d.l
04-02-06 Diumenge 55.47 (33.22-92.60) n.d. b.d.l

b.d.l: per sota del limit de deteccié (below detection limit).

n.d: no determinat per mostra insuficient.

Només es va detectar activitat en les mostres que es corresponien a la Fraccié I (la
dels alquilfenols) i en 3 mostres de la Fraccid II, tot i aix0, la resposta observada
era molt baixa. En aquest moment es va deduir que segurament les concentracions
dels compostos identificats en les Fraccions I i II es trobaven al voltant del LOD aixi
que es va decidir estudiar les dades quimiques obtingudes pel grup de la Dra. Silvia
Lacorte. En la Taula VII.3 de I’Annex II es mostren les concentracions presents en
els vials analitzats per RYA dels diferents compostos identificats en les mostres de

les Fraccions 1i1I, les Uniques que van presentar una certa estrogenicitat per RYA.

Es va veure que les concentracions dels compostos quantificats es trobaven al
voltant o per sota del LOD (Taula IV.20) i, per tant, en principi eren indetectables
amb aquest sistema. Cal tenir en compte que aquestes concentracions es
corresponen a les concentracions presents en els vials de les mostres analitzades
per RYA i que en el protocol del RYA la dilucié d’assaig més petita es correspon a un
factor 1:10 de la concentracié present en el vial, per tant, encara es dilueix més la
mostra. Degut a aix0, les mostres van haver de ser concentrades mitjangant
evaporacié. Aixo, pero, va afegir un cert component d’incertesa a les dades i va

posar de manifest que |'aplicabilitat d’aquest protocol era dubtosa.

151




RESULTATS I DISCUSSIO

Taula IV.20. Limits de deteccié (en ng/l) dels compostos quimics presents en les Fraccions I i II
(Céspedes et al., 2004).

Compostos NP NP,EO NP,EO BPA El E2 E3 EE2

LOD (ng/l) | 19.8x10% | 748.63 x10° | b.d.l | 490.32x10% | 533.9 | 10 | 27.4 | 53.8

En aquesta taula les abreviacions son: NP, nonilfenol; NP;EO, nonilfenol monoetoxilat; NP,EO, nonilfenol
dietoxilat; BPA, bisfenol A; E1, estrona; E2, 17B-estradiol; E3, estriol; i EE2, 170a-etinilestradiol.
b.d.l: per sota del limit de deteccié (below detection limit).

En les Taules IV.21 i IV.22 es mostren els EEQ teorics totals i els EEQ mesurats
amb el sistema ER-RYA de les Fraccions I i II. Els EEQ teorics totals es van estimar
a partir del sumatori dels equivalents teorics calculats per a tots els compostos

qguimics presents.

Taula IV.21. Taula resum dels EEQ teorics estimats a partir de les concentracions de NP, NP,EO i NP,EO
i dels EEQ determinats amb el sistema ER-RYA per a cada mostra de la Fraccio I. Les dades estan
expressades en equivalents d’estradiol (pM) amb un interval de confianga del 95%. Els EEQ teorics es

van calcular a partir del producte de la concentracié del compost pel seu EEF.

i EEQ teorics (pM) @
MOSTRES FRACCIO I EEQ teorics totals (pM) | EEQ mesurats (pM)

NP NP,EO NP;EO

27-03-06 Dilluns | 3.70 0.38  b.d. 4.08 8.24 (6.89-9.86)
28-03-06 Dimarts | b.d.d 0.56  b.d. 0.56 6.70 (4.98-9.02)
29-03-06 Dimecres | b.d. 0.70  b.d.l 0.70 11.67 (10.80-12.62)
Mostres Efluent 30-03-06 Dijous | b.d.l 0.32  b.d.l 0.32 10.70 (6.26-18.28)
31-03-06 Divendres| 1.93 0.65  b.d.l 2.58 3.21 (2.55-4.06)
04-01-06 Dissabte | 10.64 0.43  b.d.l 11.07 2.92 (2.53-3.37)
04-02-06 Diumenge | 0.55 0.46  b.d.l 1.01 3.48 (3.20-3.79)
27-03-06 Dilluns |54.50 >1.06 pq >55.56 52.00 (26.14-103.43)
28-03-06 Dimarts |56.47 >1.06  pd| >57.53 59.04 (34.51-101.00)
29-03-06 Dimecres | 44.01 >1.06  pq >45.06 82.42 (39.51-171.95)
Mostres Influent 30-03-06 Dijous |48.56 >1.06  p.d.| >49.62 46.21 (33.53-63.69)
31-03-06 Divendres |57.56 >1.06  pq| >58.62 91.24 (62.61-134.93)
04-01-06 Dissabte |51.53 >1.06 p 4 >52.59 21.82 (16.07-29.64)
04-02-06 Diumenge | 30.18 >1.06 4 >31.24 55.47 (33.22-92.60)

En aquesta taula les

nonilfenol dietoxilat.

abreviacions son:

NP, nonilfenol; NP;EO, nonilfenol monoetoxilat; i NP,EO,

3 EEQ teodrics calculats a partir de Céspedes et al., 2004.

b.d.I: per sota del limit de deteccié (below detection limit).
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Taula IV.22. Taula resum dels EEQ teorics estimats a partir de les concentracions del BPA i de les
hormones. També es mostren els EEQ determinats amb el sistema ER-RYA per a cada mostra de la
Fraccid II. Les dades estan expressades en equivalents d’estradiol (pM) amb un interval de confianga del

95%. Els EEQ teorics es van calcular a partir del producte de la concentracié del compost pel seu EEF.

: EEQ teorics (pM) ¥ EEQ teorics | EEQ mesurats
MOSTRES FRACCIO II e b Q oy
BPA E1 E2 E3 EE2
27-03-06 Dilluns 0.002 b.d.l b.d.l b.d.l b.d.l 0.002 b.d.l
28-03-06 Dimarts 0.01 b.d.l b.d.l b.d.l b.dl 0.01 2.84 (1.61-5.03)
29-03-06 Dimecres | 0.02 b.d.] b.d.l b.d.l b.d.l 0.02 b.d.l
Mostres Efluent 30-03-06 Dijous 0.01 b.d.l b.d.l b.d.!l b.dl 0.01 n.d
31-03-06 Divendres | 0.03 b.d.l b.d.l b.d.l b.d.l 0.03 b.d.l
04-01-06 Dissabte 0.01 b.d.l b.d.l b.d.l b.dl 0.01 b.d.l
04-02-06 Diumenge [ 0.001 b.d.] b.d.l b.d.l b.d.l 0.001 n.d
27-03-06 Dilluns b.d.l b.d.l b.d.l 8.30 b.d.l 8.30 b.d.l
28-03-06 Dimarts | 0.15 0.39 b.d. 20.57 b.d.l 21.11 7.01 (5.55-8.85)
29-03-06 Dimecres | 0.18 b.d.| b.d. 10.90 b.d.l 11.08 n.d
Mostres Influent 30-03-06 Dijous 0.26 0.50 b.d.l 3.91 b.dl 4.67 b.d.l
31-03-06 Divendres| 0.09 b.d.l b.d.l 3.80 b.d.l 3.89 n.d
04-01-06 Dissabte | 0.15 0.29 b.d.! 19.13 b.d.l 19.57 9.65 (7.00-13.30)
04-02-06 Diumenge | 0.07 0.45 b.d.l 9.10 b.d.l 9.62 n.d.

En aquesta taula les abreviacions son: BPA, bisfenol A; E1, estrona; E2, 17B-estradiol; E3, estriol; i EE2,
17a-etinilestradiol.

3 EEQ teodrics calculats a partir de Céspedes et al., 2004.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

n.d: no determinat per mostra insuficient.

Es important destacar que els valors teorics d’estrogenicitat calculats tant en les
mostres de la Fraccié I com en les mostres de la Fraccié II es corresponen a valors
molt propers al LOD del sistema (34 pM, Noguerol et al., 2006b). En quant a les
mostres de la Fraccid II, es pot observar en la Taula IV.22 que aquelles en les que
es va determinar estrogenicitat per RYA es corresponien a les que presentaven una
major concentracié d’E3, mentre que I'E2 i I'EE2 presentaven concentracions per
sota del LOD (b.d.l, Taula VII.3 de I'’Annex II).

En la Figura IV. 26 hi ha una representacié grafica dels EEQ mesurats en la Fraccié
I vers els EEQ teorics estimats a partir de les concentracions de NP. En aquest cas,
no s’han tingut en compte els valors calculats a partir del NP,EO ja que I'EEF esta
per sota del limit de deteccié (Céspedes et al., 2004) i del NP;EO ja que no es
disposava de les dades quimiques precises per a fer els calculs reals (Taula VII.3 de
I’Annex II).
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En la Fraccio I es pot observar una correlacié significativa entre els EEQ mesurats i
els EEQ teorics. En el cas de les mostres de la Fraccidé II, no es va poder tracar
aquest grafic degut al baix nombre de resultats positius obtinguts amb el RYA i a la
gran quantitat de mostres no analitzades per falta de quantitat de mostra suficient
per a la realitzacié del RYA. Per altra banda, és evident la preséncia d’una major
activitat estrogeénica en l'influent respecte I'efluent que indica un bon funcionament
de la depuradora en quant a |'eliminacié de la possible estrogenicitat. Aquest efecte
queda reflectit en la composicidé quimica (Taula VII.3 de I'Annex II) a on es pot
veure que les mostres corresponents a linfluent estan molt més carregades

guimicament que les de l'efluent.
IV.4.1.2. Estudi de dues depuradores de Brasil

Aquesta monitoritzacié per RYA de l'estrogenicitat de diferents mostres tractades
per depuradores també va aplicar-se a una série de mostres del Brasil. Aquestes
mostres es poden classificar en mostres d’aigua tractades per al consum huma en
una planta de tractament d’aigua d’Araraquara (Brasil) i mostres d‘aigua de rebuig
tractades per a la seva eliminacio en els rius en una planta de tractament d‘aigles
residuals de Bueno de Andrade (Brasil). Van analitzar-se diferents mostres per al
consum huma en linfluent i efluent de la depuradora d’Araraquara i diferents
mostres d’‘aigua de rebuig en linfluent i efluent de la depuradora de Bueno de
Andrade.

En la Taula IV.23 es mostren les concentracions d’E1, E2 i EE2 determinades en
cada mostra pel grup de la Dra. Eliana Varanda, els EEQ teorics i els EEQ mesurats
amb el sistema ER-RYA. De la mateixa manera que abans, |'activitat estrogénica
estimada de les mostres es va calcular a partir de la suma dels EEQ teorics de tots
els seus components calculats a partir del producte de la seva concentracié per
I'EEF corresponent (Taula IV.12).
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Taula IV.23. Taula resum de les concentracions en ng/l dels compostos identificats i quantificats pel
grup de la Dra. Eliana Varanda presents en les diferents mostres analitzades. La columna “n” representa
el nombre de mostres analitzades. També es mostren els EEQ teorics estimats i els EEQ determinats
amb el sistema ER-RYA. Les dades estan expressades en equivalents d’estradiol (pM) amb un interval de
confianga del 95%.

Concentracio (ng/l) .. a
n E1 2 EE2 EEQ teorics (pM) ? | EEQ mesurats (pM)
A 9 b.d.l 0.625 0.325 3.56 b.d.l
B 9 b.d.l 1.275 0.325 5.94 b.d.l
[ 9 3.125 7.375 b.d.I 28.55 423.09 (210.71-951.06)
D 9 0.275 7.875 b.d.l 29.04 b.d.l

“A” representa les mostres d’aigua per al consum huma de l'influent de la depuradora d’Araraquara, “B”
representa les mostres d’aigua per al consum huma de I'efluent de la depuradora d’Araraquara, “C”
representa les mostres d‘aigua de rebuig de l'influent de la depuradora de Bueno de Andrade i “D”
representa les mostres d’aigua de rebuig de I'efluent de la depuradora de Bueno de Andrade. En aquesta
taula les abreviacions son: E1, estrona; E2, 17B-estradiol; i EE2, 17a-etinilestradiol.

3 EEQ tedrics calculats a partir dels EEF de la Taula IV.12.

b.d.l: per sota del limit de deteccié (below detection limit).

De la mateixa manera que abans, pot observar-se que |'estrogenicitat estimada,
EEQ teorics, a partir dels compostos quimics determinats i quantificats per LC-MS
en les diferents mostres analitzades esta just en el LOD de l'assaig (34 pM,
Noguerol et al., 2006a) i, a més, només explica un tant per cent de |'estrogenicitat
total mesurada en les mostres d‘aigua de rebuig de l'influent de la depuradora de
Bueno de Andrade (C, Taula IV.23).

IV.4.1.3. Discussio general

La industria quimica cada any crea nombrosos compostos nous que tenen el
potencial d’interferir en el delicat balang hormonal de les persones i animals que
s’hi exposen. Aquest risc és especialment evident en la fauna aquatica exposada als
abocaments urbans i industrials que contenen molts d'aquests xenobiotics, la
preséncia i la concentracio dels quals és un excel-lent indicador de I'impacte huma.
De fet, els disruptors endocrins estan presents en practicament tots els rius, llacs i
estuaris (Yin et al., 2002).

La deteccié de disruptors endocrins presenta diferents problemes. Per una banda,
és necessari controlar un gran nombre de substancies amb unes propietats
quimiques molt diferents. Per altra banda, cada mostra pot presentar una
extraordinaria complexitat de compostos que complica la seva analisi. En el nostre
laboratori (Garcia-Reyero et al., 2001) s’ha desenvolupat un procediment integrat

quimico-ecotoxicologic que combina la utilitzacié del LC-MS amb el RYA per a

155



RESULTATS I DISCUSSIO

avaluar el potencial de disrupci6 endocrina de diferents mostres. Aquest
procediment s’ha aplicat en estudis previs a mostres d’aigua de dos afluents del riu
Llobregat i de diferents STPs que aboquen en ell (Garcia-Reyero et al., 2001;
Céspedes et al., 2005). Els resultats van ser consistents amb dades obtingudes
préviament de l'analisi quimica de les mostres (Castillo et al., 1999; Solé et al.,
2000) que mostraven quantitats de diferents contaminants estrogénics com el NP,
I’E3 i el DES. Va trobar-se una correlacié quasi-lineal entre la preséncia d’activitat
biologica i les concentracions de xenobiotics, la qual cosa demostrava la
complementarietat d’ambdds meétodes. A més, aquest estudi va demostrar la
importancia de la utilitzacié del RYA en I'analisi de mostres naturals complexes. En
definitiva, aquest procediment integrat es va presentar com una eina rapida,
senzilla i amb baix cost per a la deteccidé d’activitat estrogénica en mostres d’aigua i

sediments.

En les mostres de I'EDAR de Terrassa va demostrar-se que l'estrogenicitat de les
aiglies analitzades estava associada basicament als alquilfenols, en concret al NP,
presents només en la Fraccio I. Aix0 va ser corroborat amb una correlacio
significativa entre els EEQ mesurats i els EEQ teorics estimats (Figura IV.26). De
fet, estudis recents mostren que els alquilfenols poden explicar gran part de
|’estrogenicitat present en les mostres d‘aigua (Rutishauser et al., 2004; Céspedes
et al., 2005; Quirds et al., 2005).

En el cas de les mostres del Brasil, va observar-se que els EEQ teorics estimats a
partir dels compostos quimics determinats i quantificats eren menors que els EEQ
mesurats per RYA en les mostres d’aigua de rebuig de l'influent de la depuradora
de Bueno de Andrade (C, Taula IV.23). Aix0 és degut a qué hi ha d’haver altres
compostos amb activitat estrogénica presents en aquestes mostres, a part dels
identificats i quantificats, que no es tenen en compte en els calculs dels EEQ teorics
pero si en la determinacié de I'estrogenicitat per RYA o a un possible efecte sinérgic
degut a que el RYA mesura directament la resposta total dels estrogens presents en
una mostra donada tenint en compte els possibles efectes sinérgics i/o antagonics
de les combinacions dels compostos presents en barreges quimiques complexes. En
les mostres d’aigua de rebuig es veu clarament com el tractament de la depuradora

de Bueno de Andrade elimina l'estrogenicitat present.
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IV.4.2. Valoraci6 per RYA de I'eliminaci6 de [I'activitat estrogénica
d’hormones naturals i sintétiques d’aigiies residuals per diferents

tractaments enzimatics

Una font freqlent de diferents disruptors endocrins com els estrogens esteroides
naturals i sintétics sén les plantes de tractament d’aiglies residuals (Kérner et al.,
2000; Layton et al., 2000; Kolpin et al., 2002; DEPA, 2002; Auriol et al., 2006b).
En aquest treball que ha estat acceptat en la revista Chemosphere (Auriol et al.,
2007) s’ha estudiat l'activitat estrogénica residual dels principals estrogens
esteroides després de tractar enzimaticament mostres d’aigua sintética i d’aigua
municipal residual que contenien concentracions ambientals d'E1l, E2, E3 i EE2.
L'aparicié d’aquests compostos en el medi ambient pot ser nociva per als
organismes aquatics, fins i tot a baixes concentracions com 0.1 ng/l (DEPA, 2003;
Auriol et al., 2006b).

L'aigua sintética que va utilitzar-se era aigua desionitzada purificada amb
aproximadament 100 ng/l de concentracié d’estrogens i va ser preparada diluint
una soluciéd concentrada d'un estoc d’estrogens amb una quantitat apropiada de
tampd fosfat (0.1 M). Per altra banda, l'aigua municipal residual provenia de
I'efluent d’un reactor de processament de fangs activats d'una STP de Rolla,
Missouri (EEUU). La recol-leccio i el processament de les mostres d’aigua residual

va ser tal i com esta descrit en Auriol et al., 2006a.

Els tractaments enzimatics aplicats en aquest estudi van ser catalitzats per I'HRP
(peroxidasa del rave picant, horseradish peroxidase) i per la lacasa de Trametes
versicolor. Aquests processos enzimatics sén molt interessants degut al seu
reconegut potencial per a oxidar contaminants ambientals com fenols (Wagner and
Nicell, 2003; Gianfreda et al., 2003; Huang et al., 2005), alquilfenols (Sakuyama et
al., 2003; Tanaka et al., 2003; Wagner and Nicell, 2005), BPA (Huang and Weber,
2005; Kim and Nicell, 2006a; Kim and Nicell, 2006b) i estrogens esteroides (Suzuki
et al., 2003; Auriol et al., 2006a; Tamagawa et al., 2006).

El grup del Dr. Youssef Filali-Meknassi va aplicar aquests dos tractaments
enzimatics per a eliminar els estrogens esteroides de l'efluent de les mostres
d’aigua residual i, a més, va fer experiments en paral-lel en I'aigua sintética. Totes
les reaccions enzimatiques van ser aturades després d’una hora de tractament. En
la Figura IV.27 es mostra el descens de la concentracié d’estrogens a diferents

activitats enzimatiques.
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A) Procés catalitzat per la lacasa B) Procés catalitzat per 'HRP
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Figura IV.27. A) Descens de les concentracions d’estrogens en el procés catalitzat per la lacasa. Els
simbols negres representen el tractament de l'aigua sintéetica i els simbols blancs representen el
tractament de l'aigua residual. B) Descens de les concentracions d’estrogens en el procés catalitzat per
I’'HRP. Els simbols negres representen el tractament de I'aigua sintética i els simbols blancs representen
el tractament de l'aigua residual (Auriol et al., 2007).

L'analisi per LC-MS que va dur a terme el grup del Dr. Filali-Meknassi va mostrar
que els estrogens estudiats eren totalment oxidats després d'una hora de
tractament enzimatic (Auriol et al., 2007). De fet, es va demostrar analiticament
que ambdos procediments enzimatics eliminaven completament la barreja
d’estrogens (E1, E2, E3, i EE2) de les aiglies residuals, tot i que el sistema
catalitzat per I'HRP es veia més afectat per la natura de la matriu que el sistema
catalitzat per la lacasa. En concret, es va veure que per al tractament enzimatic
amb lacasa es requeria la mateixa dosi inicial (20 U/ml) per a eliminar
completament la mateixa quantitat d’estrogens en les mostres d’aigua residual que
en l'aigua sintética després d’una hora de tractament (Figura IV.27 A). En el cas del
tractament per I'HRP de les aiglies residuals, es requeria més activitat inicial (8-10
U/ml) que en el tractament de l'aigua sintética (0.032 U/ml) per a eliminar
completament la mateixa concentracié d’estrogens (Figura IV.27 B). Segons els
resultats del LC-MS, aquestes activitats inicials dels enzims es corresponien a les
activitats optimes per a assolir concentracions finals per sota del LOD després d’una

hora de tractament enzimatic.

Hi ha poques dades disponibles en la bibliografia sobre I'eliminacié d’estrogens
esteroides d’aigles residuals per sistemes enzimatics combinats amb la desaparicid
de [l'estrogenicitat corresponent. L'objectiu d’aquest estudi va ser avaluar
I’eliminacié de I'estrogenicitat associada als estrogens estudiats (E1, E2, E3 i EE2)
en mostres d’aigua residual pels procediments catalitzats per I'HRP i per la lacasa.
En aquest estudi, la valoracié de l'estrogenicitat abans i després del tractament
enzimatic va ser realitzada per nosaltres mitjangant el RYA.
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La Figura IV.28 és una representacio dels EEQ i de l'activitat estrogénica residual en
funcio del temps de tractament enzimatic (0, 1, 3 i 5 hores). Les mostres d’aigua
sintética van demostrar ser molt sensibles a ambdds tractaments. Una hora de
tractament amb lacasa va eliminar practicament tota [|'activitat estrogénica
d’aquestes mostres, mentre que el tractament amb HRP eliminava només un 98%
de l'estrogenicitat en el mateix periode de temps, augmentant fins a més d’'un 99%
a les 3-5 hores. Respecte el tractament de les mostres d’‘aigua residual, els
sistemes catalitzats per la lacasa i I'HRP després d’'una hora de tractament van
reduir l'activitat estrogénica un 97% i un 88%, respectivament. En el cas del
tractament catalitzat per la lacasa, l'activitat estrogénica va eliminar-se
practicament del tot després d’un tractament de 3-5 hores (98%); mentre que en
el cas del tractament catalitzat per I’'HRP, després de 5 hores encara persistia una

certa activitat estrogeénica.

100 Lacasa (aigua sintética) 100 Lacasa (aigua sintética)
—+—Lacasa (aigua residual) —+—Lacasa (aigua residual)
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Figura IV.28. EEQ i activitat estrogenica residual (en %) a diferents temps de tractament amb lacasa i
HRP de les mostres d‘aigua sintética i aigua residual. Les barres representen el limit de confianca del
95%. L'activitat inicial de la lacasa va ser de 20 U/ml, mentre que la de I'HRP va ser de 0.032 U/ml en el

cas de I'aigua sintética i 10 U/ml en les aigues residuals.

IV.4.2.1. Discussio general

Mitjancant el RYA va confirmar-se que els dos tractaments enzimatics van ser molt
eficients en eliminar I'activitat estrogénica de les mostres d’aigua analitzades. En el
cas de les mostres d’aigua sintética, I'analisi per LC-MS del grup del Dr. Filali-
Meknassi mostrava que després d’'una hora de tractament amb HRP les
concentracions residuals dels estrogens estaven per sota del LOD (0.59-1.32 ng/l).
El 2% de l'activitat estrogénica restant s’ha d’atribuir a altres fonts, per exemple,
podria ser degut a concentracions residuals d’estrogens (per sota del LOD del LC-
MS) o a un fenomen sinérgic dels quatre estrogens romanents. Aixo és consistent

amb altres estudis previs (Suzuki et al., 2003; Tamagawa et al., 2006) que parlen
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d’'una bona eliminacié de l'estrogenicitat associada a E1, E2, E3 i EE2 per

tractaments catalitzats per la Mn-peroxidasa i la lacasa.

Pel que fa a les mostres d’aigua residual, I'estrogenicitat mesurada després del
temps de reaccid6 va mostrar que ambdds tractaments permetien la seva
detoxificacié a un nivell rellevant. Una activitat estrogénica baixa encara present
després del tractament es pot atribuir a restes residuals d’estrogens, efectes
sinérgics o, més probablement, a la preséncia d’altres compostos estrogénics sense
identificar resistents als dos tractaments enzimatics com, per exemple, pesticides,

fenols, alquilfenols, BPA, etc.

Aquests resultats corroboren la viabilitat de I'eliminacié de l'activitat estrogénica
pels tractaments amb lacasa i HRP, tot i que suggereixen que la lacasa té una
eficacia més alta tant en mostres netes (aigua sintética) com en mostres complexes
(aigua residual), donada una menor activitat estrogénica residual després del seu

tractament en comparaciéo amb els mateixos experiments utilitzant I'HRP.
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IV.5. DETERMINACIO PER RYA DE L'ESTROGENICITAT EN SEDIMENTS DE
L'EMBASSAMENT DE FLIX, VALORACIO I ANALISI ESTADISTICA
DELS RESULTATS OBTINGUTS

L'embassament de Flix es troba en la comarca de la Ribera d’Ebre (Tarragona) a la
llera del riu Ebre (Figura IV.29) i presenta altissims nivells de contaminacié quimica
provinent de l'acumulacié de residus d‘una fabrica de I'empresa del grup Ercros
(abans Erkimia). La caracteritzacié quimica d’aquesta contaminacié esta essent

objecte d’estudi per part del grup d’investigacié del Dr. Joan O. Grimalt, que ha

cedit les mostres necessaries per a aquest treball (Figura IV.30).

Figura IV.30. Localitzacio dels llocs de mostratge en I'embassament de Flix (punts roses).
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Dins d'aquest treball es va plantejar l'estudi de contaminants quimics,
fonamentalment compostos organoclorats, que es troben emmagatzemats entre els
sediments retinguts en I'embassament de Flix. Van mostrejar-se cinc testimonis
sedimentaris (Taula IV.24) i van analitzar-se els contaminants presents. La
campanya de mostreig es va dur a terme el gener i febrer del 2001. Els testimonis
estaven situats al llarg del marge dret de I'embassament, lloc en el que s’acumulen
els materials abocats davant de la fabrica (Figura IV.30). Els testimonis que van
agafar-se eren suficientment representatius de les activitats que es van dur a terme

en la fabrica ja que cobrien tota la zona d‘influéncia d’aquests abocaments.

Taula IV.24. Caracteristiques dels testimonis mostrejats en 'embassament de Flix.

Nom del Penetracio Recuperacié | Longitud .

testimoni (cm) (Em) (?E) Latitud (N)
VC1 260 151 0032'5.4" 41014'1.6"
VC2 320 193 0032'12" 41014'0.57"
VC3 250 144 0032'16.5" 41014'1.2"
vC4 350 241 003227" 41013'59.8"
VvC5 120 87.5 0032'36.8" 41013'58.1"

IV.5.1. Determinacié per RYA de l'activitat estrogénica present en els

sediments

Després de tractar les mostres per a obtenir els extractes adequats (ASE per als
extractes organics i lixiviacié per als lixiviats) es va realitzar un RYA amb el sistema
ER-RYA. En la Taula IV.25 es mostren els resultats obtinguts expressats com a
equivalents de 17B-estradiol (EEQ) representats amb un interval de confianca del
95%. La nomenclatura de les mostres fa referéncia al testimoni al que pertanyen i

a la seva profunditat (en cm).
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Taula IV.25. Activitat estrogénica mesurada amb el sistema sensor ER-RYA. Les dades estan

expressades en equivalents de 17B-estradiol (nM) amb un interval de confianga del 95%. S’han analitzat

els dos extractes obtinguts (extractes organics i lixiviats).

EEQ mesurats (nM)

Extractes organics Lixiviats
VC1017 b.d.l b.d.l
VC1020 b.d.l 0.11 (0.07-0.16)
vC1023 b.d.l b.d.l
VC1031 b.d.l b.d.l
VC1040 9.32 (5.88-14.79) 0.12 (0.10-0.13)
VC1044 b.d.l b.d.l
VC1050 b.d.l b.d.l
VC1091 b.d.I 1.25 (1.08-1.46)
vCci1i03 b.d.l 0.17 (0.15-0.9)
VC1130 b.d.l b.d.l
VC1151 b.d.l b.d.l
VC2005 b.d.l b.d.l
VC2020 b.d.l b.d.l
VC2050 b.d.l b.d.l
vVC2078 b.d.l b.d.l
VC2106 b.d.l 0.10 (0.07-0.13)
vC2133 b.d.l b.d.l
vC2142 12.03 (7.44-19.44) b.d.l
VC2150 b.d.I 0.20 (0.16-0.25)
VC2159 b.d.l b.d.l
vC2174 b.d.l b.d.l
VC2191 b.d.l 0.10 (0.10-0.11)
VC3011 b.d.l b.d.l
VC3020 b.d.l b.d.l
VC3029 b.d.l b.d.l
vC3038 b.d.I 0.17 (0.16-0.17)
VC3051 0.27 (0.24-0.31) b.d.l
VC3064 0.001 b.d.l
VC3067 0.001 0.13 (0.07-0.26)
vC3078 b.d.I b.d.l
vC3093 b.d.l b.d.l
vCc3103 b.d.l b.d.l
VC3120 0.14 (0.13-0.15) b.d.l
VC3144 b.d.l b.d.l
VC4006 b.d.l 0.15 (0.13-0.17)
VC4018 b.d.l 0.15 (0.07-0.31)
vC4038 b.d.I b.d.l
VC4051 b.d.l b.d.l
VC4062 0.23 (0.14-0.39) b.d.l
VC4075 b.d.I b.d.l
vC4088 0.16 (0.10-0.24) b.d.l
VC4100 1.17 (0.81-1.70) b.d.l
vCa119 b.d.l b.d.l
vCa134 b.d.l 0.09 (0.05-0.016)
VC4146 b.d.l 1.62 (0.80-3.29)
VC4158 b.d.l 0.24 (0.15-0.36)
VC4170 b.d.l b.d.l
VC4200 b.d.l b.d.l
VC4216 b.d.I 0.16 (0.13-0.21)
vC4237 b.d.l 4.18 (2.20-7.94)
VC5011 b.d.l b.d.l
VC5014 b.d.l b.d.l
VC5020 b.d.l b.d.l
VC5029 b.d.l b.d.l
vC5038 b.d.I b.d.l
VC5047 b.d.l b.d.l
VC5056 b.d.l b.d.l
VC5065 b.d.l b.d.l
VC5068 b.d.I b.d.l
VC5074 b.d.l b.d.l

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).
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IV.5.2. Analisi de contaminants presents en les mostres de sediments

Es van analitzar un total de 60 mostres de I'embassament de Flix. En la Taula VII.4
de I'Annex III es pot veure la concentracié, determinada pel grup del Dr. Grimalt,
dels diferents compostos organoclorats identificats i quantificats en cada mostra,

que es poden agrupar en:

- Clorobenzens (CBs): PeCB i HCB

- Policlorobifenils (PCBs): PCB28, PCB52, PCB101, PCB118, PCB138, PCB153,
PCB180 i PCB209

- DDEs: 4,4'-DDT i 4,4’-DDE

- Hexaclorociclohexans (HCHs): a-HCH, B—HCH i y-HCH

Les concentracions dels compostos organoclorats (CBs, PCBs, DDEs i HCHs)
trobades en els sediments de I'embassament de Flix van ser molt elevades, tant si
es comparen amb dades de sediments de zones remotes com amb dades

industrials.

En la Figura IV.31 es pot observar una representacidé grafica dels valors
d’estrogenicitat de la Taula IV.25 determinats mitjancant el RYA per a cada mostra
junt amb les concentracions (Taula VII.4 de I’Annex III) dels diferents grups de

compostos analitzats.
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En la Taula VII.5 de I'’Annex III esta indicat el tant per cent de la quantitat total de
matéria organica (TOC, Total Organic Content) present en cada mostra en relacio
amb la profunditat (en cm) en la que es va recollir. En la Figura IV.32 es pot veure

la seva representacié grafica.

Vel VC2 VC3 Vc4 VC5
a0 10 20 a 20 40 0 5 10 a 3 10 a 05 1
1] u] 1 S — o ]
20
20 4
20 4 4
X 40
40 4
40 a0 g 20 1
B0 4 a0
G0 a0 4 Ei:l-l._ 100
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g0 100 A @ 40 4
140 A
100 120 1 100 e
140 180
120 120 4 ] G0
160 200
140 4 . armd 220 A
240
160 - 200 - 160 - 260 - &0 -

Figura IV.32. Representacié de la quantitat total de materia organica (en tant per cent) present en

cada mostra (eix de les X) en funcié de la profunditat en cm (eix de les Y).

La composicié va ser predominantment fangosa la qual cosa va contrastar amb la
de l'altra banda del riu que estava formada majoritariament per sorres. El diposit
de fangs que es va trobar en el costat dret del riu va considerar-se fonamentalment

d’origen antropogénic.

IV.5.3. Valoracio i analisi estadistica dels resultats obtinguts

Tots els calculs estadistics es van fer amb I'SPSS v.13.0.1 package (SPSS Inc.,
Chicago, IIl.). A menys que s’indiqui el contrari, els nivells de significacié es van
fixar en p<0.05. La normalitat de les distribucions es va provar amb la prova de

Kolmogorov-Smirnov.

IV.5.3.1. Prova de Kolmogorov-Smirnov

La prova de Kolmogorov-Smirnov compara la funcié de distribucié observada d'una
variable amb una distribucié teorica determinada, en aquest cas la normal, i
d’aquesta manera s'utilitza per a comprovar si aquesta variable es distribueix
normalment. L'estadistic Z de Kolmogorov-Smirnov es calcula a partir de la

diferéncia més gran (en valor absolut) entre les funcions de distribucié teorica i
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observada. Aquesta prova contrasta si les observacions podrien procedir

raonablement de la distribucié especificada.

La Taula IV.26 mostra en primer lloc el nombre de mostres (n) i els parametres de
la distribucié teorica, en aquest cas la normal (Mitjana i Desviacid tipica). A
continuacid6 mostra l'estadistic Z de Kolmogorov-Smirnov i el seu nivell critic, la
significacié bilateral (Sig. (bilateral)). En aquest cas, s’han analitzat els valors

originals i els seus valors logaritmics.
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Els parametres analitzats van demostrar una distribucié no-normal ja que els valors
dels nivells critics van ser molt petits (6<0.05), a excepcié de I'HCB (6>0.05). No
obstant aix0, els valors logaritmics segueixen una distribucié normal i, per tant, es

poden aplicar proves parametriques amb aquests valors normalitzats.

IV.5.3.2. Analisi factorial

L'analisi factorial és una técnica de reducci6 de dades que serveix per a trobar
grups homogenis de variables, o factors, que expliquin la majoria de la variancia
observada a partir d’'un conjunt nombrés de diferents variables. Aquests grups
homogenis es formen entre les variables que correlacionen molt entre si procurant
que uns grups siguin independents dels altres. El seu objectiu és identificar el
nombre minim de factors capagos d’explicar el maxim d’informacié continguda en

les dades.

Aixi doncs, es va calcular la matriu de components principals dels compostos
quimics identificats i quantificats amb el métode d’extracci6 d‘analisi de
components principals i el métode de rotacié Varimax amb normalitzacié de Kaiser.
Varimax és un meétode de rotacido que simplifica la interpretacidé dels factors a la
vegada que minimitza el nombre de variables que tenen saturacions (és a dir,
correlacions entre les variables originals) altes en cada factor. Per altra banda,
Kaiser contrasta si les correlacions parcials entre les variables son suficientment
petites. La matriu de components principals és una matriu que expressa la
variabilitat conjunta de totes les variables i conté les correlacions entre les variables
originals i cadascun dels factors. De cara a simplificar els resultats, es va treballar
amb els valors logaritmics dels compostos agrupats en classes. Van obtenir-se dos
components que estan representats en la Figura IV.33 a on també s’indica el

percentatge de la variancia total explicada per cadascun d’ells.

Component 1 (51.526%) Component 2 (26.915%)

1 1 ——
03 ] — 05 —
05 ol -
04 04 —
024 0z 4 ||

] . . — = 0 ﬂ [

02 C D E 3 02 C |_n_| E E

Figura IV.33. Components principals que van obtenir-se a partir de |'analisi factorial dels compostos
quimics amb el programa SPSS. En aquest grafic “"C” representa els CBs, “D” representa els PCBs, “E”

representa els DDEs, i “F” representa els HCHs.
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L’'analisi de components principals intenta identificar variables, o factors, que
expliquin la configuraci6 de les correlacions dins d'un conjunt de variables
observades. El primer component representa el 51.526% de la variancia total i
mostra una forta contribucié dels CBs, PCBs i els DDEs. Totes aquestes variables
s’associen a un Unic factor perqué constitueixen un grup diferenciat de variables
dins de la matriu de correlacions. Un 26,915% de la variancia total s’associa al
segon component que esta fortament relacionat amb els HCHs. Els dos components
expliguen un 80% de la variabilitat total. A més, es pot observar que clarament es
diferencien dos grups de compostos que correlacionen entre ells. Per una banda, els
compostos aromatics que inclouen els CBs, PCBs i els DDEs; i, per altra banda, els
HCHs.

A continuacié en la Figura IV.34 s’ha representat graficament, classificant els
diferents testimonis amb diferents colors, com es relacionen entre si els dos
components principals que es van obtenir i que estan representats en la Figura
IV.33.
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Figura IV.34. Grafic que relaciona entre si les puntuacions calculades a partir dels dos components

principals obtinguts en l'analisi factorial i que estan representats en la Figura IV.33. Els diferents
testimonis es poden identificar amb colors diferents.

En aquesta figura es pot observar que més o menys les mostres de cada testimoni
queden agrupades entre elles i que, en concret, el testimoni VC4 esta clarament

diferenciat respecte els altres.
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IV.5.3.3. Comparaci6 de la composici6 quimica de les mostres

estrogéniques i no estrogéniques

Es van analitzar les diferéncies en la composicié quimica entre les mostres
estrogéniques i no estrogéniques emprant la prova T de Student. Aquesta prova

requereix normalitat, aixi doncs, es van utilitzar els valors logaritmics.

La Taula IV.27 mostra els valors p calculats a partir dels logaritmes de les
concentracions dels diferents compostos analitzats. El valor p representa la
probabilitat de la hipotesi nul-la, és a dir, de qué les dues poblacions comparades
tinguin la mateixa composicié quimica. En la taula s’indiquen amb un asterisc els
valors p significatius en el nivell 0.05 (p<0.05), amb dos asteriscs (**) els
significatius en el nivell 0.01 (p<0.01) i amb tres asteriscs (***) els significatius en
el nivell 0.001 (p<0.001).

Taula IV.27. Valors p calculats a partir dels logaritmes de les concentracions dels diferents compostos.

Mostres estrogéniques versus no estrogéniques Extractes
organics
Total Extractes L estrogénics
(extr_at_:t(_es_organlcs organics Lixiviats versus lixiviats
i lixiviats) estrogénics

PeCB 0.042 * 0.043 * 0.203 0.153
HCB 0.109 0.143 0.265 0.295
CBs 0.076 0.091 0.241 0.211
PCB28 0.000 *x*x* 0.001 ** 0.002 ** 0.502
PCB52 0.002 ** 0.001 ** 0.042 * 0.149
PCB101 0.012 * 0.015 * 0.092 0.319
PCB118 0.004 ** 0.018 * 0.023 * 0.561
PCB138 0.011 * 0.083 0.033 * 0.890
PCB153 0.013 * 0.070 0.058 0.728
PCB180 0.060 0.179 0.206 0.880
PCB209 0.000 *x*x* 0.003 ** 0.000 *** 0.966
PCBs 0.000 **x* 0.006 ** 0.007 ** 0.415
4.4'-DDT 0.044 * 0.020 * 0.207 0.414
4.4'-DDE 0.064 0.022 * 0.347 0.120
DDEs 0.037 * 0.008 ** 0.239 0.232
oa-HCH 0.168 0.263 0.279 0.741
B-HCH 0.692 0.756 0.832 0.882
y-HCH 0.757 0.047 * 0.161 0.043
HCHs 0.756 0.956 0.850 0.808

Valors de significacid: *, p<0.05; **, p<0.01; *** p<0.001.

Es van trobar diferéncies significatives en la composicié quimica dels compostos,
sobretot de PCBs, entre les mostres estrogéniques i les no estrogéniques tant en
els extractes organics com en els lixiviats. Aquestes diferencies sén encara més

significatives quan s’agrupen totes les mostres que com a minim han donat positiu

171



RESULTATS I DISCUSSIO

en un dels dos extractes (extractes organics més lixiviats). En canvi, no es van
observar diferéncies de composicié entre els extractes organics estrogénics i els

lixiviats estrogeénics.

En la Figura IV.35 s’observa una representacié grafica dels valor mitja dels
logaritmes de les concentracions en ng/g de sediment per a cada compost analitzat

de les mostres estrogéniques i no estrogéniques.

Log Concentracié {ng/g sediment)

PeCB HCE CBs PCBZ3 PCB3Z PCBI01 PCB118 PCRI132 PCB1S3 PCB1S0 PCB20? PCBs 4,4'-DDE4,4'-DDT DDEs o-HCH f-HCH ¥-HCH  HCHs

|lEstmgéniques OMo estrogéniques |

Figura IV.35. Representacio grafica dels termes mitjans dels logaritmes de les concentracions (en ng/g
de sediment) dels diferents compostos analitzats de les mostres estrogéniques i no estrogeniques. Les
barres representen les desviacions estandards dels valors logaritmics. Les diferéncies significatives entre
mostres estrogeniques i no estrogeniques s’han senyalat amb asteriscs: *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001.

IV.5.3.4. Correlacié entre la composiciéo quimica i l'estrogenicitat dels

extractes organics i dels lixiviats

Els parametres R i p calculats a partir de les rectes de regressio dels valors
logaritmics de les concentracions dels diferents compostos quimics presents en les

mostres estrogéniques es mostren en la Taula IV.28.
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Taula IV.28. Taula amb els valors dels parametres R i p calculats a partir de les rectes de regressio dels

logaritmes de les concentracions dels diferents compostos quimics.

Extractes organics Lixiviats
R p R p
PeCB -0.004 0.993 0.036 0.896
HCB -0.209  0.653 0.077 0.777
CBs -0.091 0.847 0.045 0.870
PCB28 -0.830 0.021 * 0.644 0.007 **
PCB52 | -0.740  0.057 0.659 0.005 **
PCB101 | -0.814 0.026 * 0.661 0.005 **
PCB118 | -0.802 0.030 * 0.635 0.008 **
PCB138 | -0.816 0.025 * 0.652 0.006 **
PCB153 | -0.836 0.019 * 0.642 0.007 **
PCB180 | -0.861 0.013 * 0.595 0.015 *
PCB209 | -0.805 0.029 * 0.472 0.065
PCBs | -0.805 0.029 * 0.639 0.008 **
4,4'-DDT | -0.860 0.013 * -0.006 0.983
4,4'-DDE | -0.702  0.078 -0.028 0.919
DDEs -0.609 0.147 0.002 0.995
a-HCH 0.175 0.707 -0.776 0.000 **x*
p-HCH 0.987 0.000 **x* | 0.381 0.146
y-HCH -1.000 n.a -0.204 0.449
HCHs 0.144 0.758 -0.086 0.750

Valors de significacio: *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001.
n.a: no aplicable.

En el cas dels lixiviats van trobar-se correlacions positives i significatives entre
I’estrogenicitat i les concentracions de diferents PCBs, mentre que en els extractes
organics aquestes correlacions van ser negatives. Aix0 s’observa en la Figura IV.36
a on es comparen els valors logaritmics de la composicié quimica dels PCBs (en
ng/g de sediment) amb els valors logaritmics de |'estrogenicitat (EEQ en nM) dels
extractes organics (Figura IV.36 A) i dels lixiviats (Figura IV.36 B).

A) Extractes organics B) Lixiviats
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Figura IV.36. Representacié grafica dels valors logaritmics de la concentracié de PCBs (en ng/g de
sediment) vers els valors logaritmics de l'estrogenicitat (en EEQ) dels extractes organics (A) i dels
lixiviats (B).

173



RESULTATS I DISCUSSIO

Les correlacions negatives entre els PCBs i |'estrogenicitat en els extractes organics
es podrien explicar per un fenomen d‘inhibicié (explicat més endavant). En la Taula
IV.29 es mostra el terme mitja dels logaritmes de les concentracions dels diferents
PCBs, DDEs i HCHs) en

estrogeéniques i no estrogéniques dels extractes organics i dels lixiviats.

grups de compostos analitzats (CBs, les mostres

Taula IV.29. Mitjanes i desviacions estandards (X+SD) dels logaritmes de les concentracions (en ng/g

de sediment) de CBs, PCBs, DDEs i HCHs dels extractes organics i dels lixiviats en les mostres

estrogéniques i no estrogeniques.

Extractes organics i Lixiviats Extractes organics Lixiviats
Mostres Mostres no Mostres Mostres no Mostres Mostres no
estrogéniques | estrogéniques | estrogéniques | estrogéniques | estrogéniques | estrogeniques
CBs 4.38+0.47 4.06+0.74 4.56+0.45 4.12+0.64 4.30+0.45 4.13+0.73
PCBs 3.42+0.60 2.82+0.60 3.57+0.78 2.97+0.62 3.31+0.51 2.94+0.69
DDEs 2.54+0.82 2.15+0.59 2.86+0.76 2.22+0.67 2.39+0.80 2.26+0.67
HCHs 1.51+0.48 1.57+0.68 1.55+0.46 1.55+0.63 1.53+£0.51 1.56+0.65
La Taula IV.29 mostra que les concentracions de PCBs en les mostres

estrogeniques sén superiors que les de les no estrogéniques. En el cas dels
extractes organics (valors en negreta), aquesta diferéncia és d'un factor de 4

mentre que en el cas dels lixiviats la diferéncia és menor (2.5x).
IV.5.4. Analisi de falsos positius i negatius

La Taula IV.30 mostra els valors dels EEQ teorics calculats en aquelles mostres que

van donar com a minim una resposta positiva amb I’'ER-RYA.

Taula IV.30. EEQ teorics calculats en els extractes organics i lixiviats que com a minim van donar una
resposta positiva en el RYA. Els EEQ teorics s’han calculat a partir de Noguerol et al., 2006; Garcia-
Reyero et al., 2005; i Scippo et al., 2004.

Mostres estrogéniques EEQ teorics (ug/l)

VC1040 0.667

VC2142 0.364

VC3051 1.770
Extractes organics VC3120 1.815
VC4062 31.337

VC4088 12.827

VC4100 2.205

VC1020 0.287

VC1040 0.167

VC1091 0.458

VC1103 0.402

VC2191 0.033

VC3038 0.188
Lixiviats VC3067 0.147
VC4006 14.574

VC4134 0.860

VC4146 1.122

VC4158 0.302

VC4216 0.330

VC4237 1.272
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En la Figura IV.37 es pot veure la representacid grafica dels valors logaritmics dels
EEQ teorics de les diferents mostres analitzades calculats a partir del sumatori dels
equivalents teorics de tots els grups de compostos quimics presents (CBs, PCBs,
DDEs, i HCHs).

1,5

extractes organics

vG } estrogéniques

ve } estrogéniques
lixiviats

no
¥C3 estrogéniques

Log EEQ tedrics {(nM)
=
g oomEEO poao
<
=}
=

mmp Falsos negatius

% Falsos positius

Mostres estrogéniques Mostres no estrogéniques

Figura IV.37. Representacié grafica dels logaritmes dels EEQ teorics de les diferents mostres
analitzades. La zona grisa representa el marge entre les mostres que estan per sota del LOD i les
clarament positives. Les mostres en les que va detectar-se estrogenicitat amb I'ER-RYA s’han
representat en color taronja (extractes organics) i verd (lixiviats). Les mostres estrogeniques de color
més clar (taronja clar i verd clar) pertanyen al VC4. La resta de les mostres no van presentar
estrogenicitat i s’han etiquetat amb diferents colors segons els testimonis als quals pertanyen (veure
llegenda). “VC” fa referencia a totes les mostres sense classificar per testimonis.

Les mostres amb uns EEQ teorics per sota de 100 pM (corresponent al valor -1 de
la Figura IV.37) es van considerar per sota del LOD. Per sobre de 300 pM
(corresponent al valor -0.5 de la Figura.IV.37) van ser considerades estrogeniques.
Els falsos negatius (fletxes negres) son aquelles mostres en les que no va detectar-
se estrogenicitat amb I'ER-RYA perd si que haurien de presentar-ne tenint en
compte els calculs teorics, en aquest cas, aquelles que tenien un valor logaritmic
per sobre de -0.5. Per altra banda, els falsos positius (estrelletes negres) eren
aquelles mostres que si van presentar estrogenicitat per RYA perd que no n’haurien

de tenir segons els seus calculs teodrics (valor logaritmic per sota de -1).

El VC4, que és el que té un major nombre de mostres, és el que aparentment
presenta més proporcié de falsos negatius (fletxes negres). El VC1 no presenta cap
fals negatiu, el VC2 enté 1, el VC3 en té 2, el VC4 en té 5 i el VC5 en té 2. En total
hi ha 10 falsos negatius en 60 mostres que representa un index de falsos negatius
del 16.66%. Pel que fa als falsos positius tan sols dues mostres (VC1040 i VC2142,
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estrelletes negres), que teoricament haurien de ser estrogéniques, no van ser

detectades mitjancant el RYA (index de falsos negatius del 3.33%)
IV.5.5. Comparacié dels EEQ mesurats vers els valors dels EEQ teorics

Per a veure realment quina era la relacid entre els equivalents mesurats i els

equivalents teorics es va tracar un grafic relacionant-los (Figura IV.38).

A) Extractes organics B) Lixiviats
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Figura IV.38. Grafics doble logaritmics que comparen els EEQ determinats amb el sistema ER-RYA de
les diferents mostres analitzades amb els seus valors teorics. Només s’han inclos els valors de les

mostres positives en I'ER-RYA.

En els lixiviats s‘observa una relativa bona correlacié entre I'activitat real mesurada
per RYA i 'activitat tedrica estimada a partir de les concentracions amb I’'excepcid
d’'una Unica mostra marcada amb un cercle. En el cas dels extractes organics, la
correlaci6 va ser inversa, com es veu en la Taula IV.28 per als PCBs. Aix0
probablement és degut a la preséncia d’algun compost, que no té perqué ser un
PCB pero que s’extreu amb ells, que deu inhibir o disminuir I'eficiéncia de I'assaig o
de l'extraccié. La inhibicid6 s’observa a partir d’1 ng/g d’equivalents teorics en

sediment en els extractes organics i de 10 ng/g en els lixiviats.

Si es comparen els EEQ teorics de totes les mostres, queda clar que les mostres
estrogéniques van presentar una estrogenicitat tedrica major (3.2x) que les no
estrogéniques en ambdods tipus d’extractes, essent més gran la diferéncia en els

extractes organics que en els lixiviats (2.9x front 1.9x) (Taula IV.31).

Taula IV.31. Mitjanes i desviacions estandards (X+SD) dels logaritmes dels EEQ teodrics (en nM)

calculats en les mostres estrogéniques i no estrogeniques dels extractes organics i dels lixiviats.

Extractes organics i Lixiviats Extractes organics Lixiviats

Mostres

estrogéniques

Mostres no

estrogéniques

Mostres

estrogéniques

Mostres no

estrogéniques

Mostres

estrogeniques

Mostres no

estrogéniques

teorics

-0.31+0.60

-0.78+0.53

-0.20+0.68

-0.66+0.57

-0.40+0.56

-0.69+0.59
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IV.5.6. Discussid general

L'estrogenicitat observada en els sediments de |I'embassament de Flix es pot
considerar relativament moderada. El valor mitja dels EEQ teorics de les mostres de
I'embassament és de 0.5 nM (-0.31+0.60, Taula IV.30), valor que esta en el mateix
rang que valors trobats en altres estudis, com en les aiglies de linfluent de
depuradores de la conca del riu Llobregat (Céspedes et al., 2005). En els dos
intercalibrats en els que es va participar (apartat IV.3), les mostres van ser
considerades estrogéniques a partir d’uns equivalents (tedrics i mesurats) d'1nM.
En les mostres de I'embassament de Flix només hi ha 6 mostres amb una
estrogenicitat mesurada per RYA per sobre d’aquest valor (Taula IV.25). Pel que fa
als EEQ teorics, en la Figura IV.37 també es van trobar tan sols 6 mostres amb una
estrogenicitat teorica superior a 1 nM (0.5 en el grafic), de les quals una es
correspon a un fals negatiu. Si es comparen aquestes dades amb les mostres
analitzades en els intercalibrats (Figures IV.24 i IV.25), es pot observar que les
mostres de Flix estan en la part baixa del marge d’estrogenicitat observada, en

concret, només hi ha una (VC2142) que passa de 10nM.

Per a calibrar el possible impacte de l'activitat estrogenica dels sediments de Flix,
cal tenir en compte que les mostres de l'intercalibrat son mostres d’aigua mentre
que en el cas de Flix es tracta de sediments, a on els compostos sempre estan més
concentrats i, possiblement, estan menys biodisponibles. Amb tot aix0, es pot
concloure que les mostres de I'embassament de Flix sén poc estrogéniques i, per
tant, es pot predir que aquestes mostres no representen un impacte endocri fort
per a les poblacions de peixos i altres animals que hi visquin. Tan sols en el cas

d’un animal que mengés directament el sediment, es podria veure afectat.

L'estrogenicitat observada en els sediments de Flix es pot explicar majoritariament
per les concentracions dels compostos quimics estudiats. Es va trobar una
correlacié positiva i significativa (Taula IV.28) entre els compostos quimics,
especialment els PCBs, i I'estrogenicitat en els lixiviats que es veu emmascarada en
el cas dels extractes organics per un efecte inhibitori d’algun compost que no s’ha
pogut caracteritzar. Aquesta correlacié també es pot veure en la Figura IV.37 en la
que s’ha establert una zona en gris que representa el marge entre les mostres que
estan clarament per sota del LOD (EEQ teorics<100 pM) i les clarament positives
(EEQ teorics>300 pM). Tenint en compte que la dilucié d’assaig més baixa en el
RYA va ser 1:10, aquests valors corresponen a una concentracié en l'assaig d’entre
10-30 pM que coincideix amb el LOD calculat per a I'ER-RYA (34 pM, Noguerol et

al., 2006a). Per altra banda, I'index de falsos positius va ser molt baix (3.33%), la
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qual cosa va confirmar que no hi havia cap altre compost rellevant en quant a
estrogenicitat. Pel que fa als falsos negatius (16.66%), la meitat es van
correspondre a mostres del VC4, testimoni que ja s’havia vist que presentava una
composicié quimica diferenciada dels altres (Figura IV.34). Ara per ara, no tenim

dades que permetin explicar aquests falsos negatius.

Un aspecte que podria alterar el pronostic d’una baixa estrogenicitat dels sediments
de Flix seria l'activacié bioldgica dels compostos. Aixd és aixi perqué en alguns
casos els receptors de vertebrats in vivo no interaccionen amb els compostos
originals sind amb algun dels seus metabolits. Per exemple, com ja s’ha mencionat
(Taula 1V.9), la hidroxilacié d’aquests compostos augmenta la seva afinitat per I'ER.
En aquest cas, va suggerir-se que la incorporacié d’un grup hidroxil augmentava la
polaritat i, probablement, la biodisponibilitat dels PCBs. El llevat, a diferéncia
d’altres organismes superiors com és el cas dels humans, no és capag d’activar
certs compostos. S’han fet estudis per LC-MS que indiquen que Saccharomyces
cerevisiae és capac d’hidroxilar congéneres clorats, com és el cas dels PCBs (Layton
et al., 2002), perdo amb una baixa activitat. Per tal de fer més sensible el sistema
RYA als metabolits secundaris dels compostos organoclorats, actualment s’esta
desenvolupant en el nostre laboratori un assaig combinat de generacié de
metabolits secundaris i RYA basat en microsomes hepatics que presenten els
enzims necessaris per a la metabolitzacié dels diferents xenobiotics analitzats.
Aquest procediment sera molt Util per a avaluar el veritable potencial de disrupcid
endocrina en mostres complexes. Tot i aixi, dades prévies d’un estudi que s’esta
realitzant en el nostre laboratori sobre peixos de lI'embassament de Flix i aigles
avall confirmen que no hi ha efectes de disrupcié endocrina degut a la contaminacio

guimica present en I'embassament de Flix.
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CONCLUSIONS

Del treball presentat en aquesta tesi es poden extreure les seglents conclusions:

1.- El protocol de RYA desenvolupat en aquest treball permet, en principi, una
automatitzacié de tot el procés. El métode d’eleccidé es basa en la utilitzacié de gens
de resposta enzimatica i la deteccié d’aquesta activitat per substrats fluorogénics,
facilitada per la permeabilitzacié quimica del llevat i quantificada a temps real en un

espectrofluorimetre de plaques.

2.- L'analisi estadistica dels limits de deteccié va mostrar que els valors de LOD
calculats per als sistemes ER-RYA i YCM-RYA van coincidir aproximadament amb
I'EC1p.

3.- L'analisi per RYA de la capacitat d‘interaccié entre I'ER i ’AhR i una selecci6 de
compostos aromatics d’interes mediambiental va mostrar que I’AhR pot tenir una
promiscuitat intrinseca de lligand comparable a la de I'ER, una caracteristica no
apreciada totalment en el passat degut a les dificultats técniques que implica

I’'analisi per RYA de substancies altament lipofiliques.

4.- L'observaci6 de les estructures dels congéneres de PCBs analitzats que
interaccionen amb cada receptor va suggerir que, en el cas de I'AhR, cal que
I’'estructura pugui adoptar una conformacié coplanaria per a poder activar el
receptor. El criteri d'uni6é a I'ER sembla ser més ampli i no requereix la coplanaritat

del lligand.

5.- Els resultats de lintercalibrat europeu per a la deteccido d’estrogenicitat en
mostres d’aigua mitjancant RYA van mostrar una gran capacitat del RYA per a
detectar estrogenicitat de manera reproduible en mostres complexes reals tant pel
que fa als estrogens enddgens com als afegits. El metode va ser capag de donar no
només una resposta qualitativa sind que va mostrar una significativa correlacio
entre els valors teorics esperats, calculats a partir de l'analisi quimica dels

compostos estrogénics coneguts, i I’'estrogenicitat mesurada per RYA.

6.- La monitoritzacié de diferents métodes de tractament d’aigles residuals per
RYA va corroborar la viabilitat de I'eliminacié de l'activitat estrogenica pels
tractaments aplicats. L’activitat estrogenica de les mostres tractades per
depuradores va mostrar una forta contribucié del nonilfenol i una menor relacié
amb la presencia d’hormones naturals i sintéetiques. La desaparicié de |'activitat
estrogeénica per un procés de desactivacié d’hormones per tractament enzimatic va

mostrar una correlacié significativa amb les dades quimiques.
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CONCLUSIONS

7.- L'analisi dels sediments de diferents testimonis de I'embassament de Flix va
demostrar una activitat estrogénica relativament baixa correlacionada amb les
concentracions dels compostos organoclorats analitzats, essencialment amb els
PCBs. Aquestes concentracions van bastar per a explicar tota l|'estrogenicitat

observada.
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ANNEXOS

ANNEX I

Taula VII.1. Concentracions dels alquilfenols (en mg/l) i hormones (en pg/l) presents en els extractes

de les mostres reals.

OP NP for::f':cat NP.EO E1 E2 rgﬁcat E3 EE2 DES Genisteina
Mostra 2 20.74 9.94 1 0.34 b.d.l 7.82 b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 3 0.33 0.64 12 4.48 0.27 b.d.l b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 4 0.27 0.14 0.62 1.17 b.d.l b.d.l 1.44 b.d.l b.d.l b.d.l b.d.l

En aquesta taula les abreviacions sén: OP, Octilfenol; NP, Nonilfenol; NP;EO Nonilfenol monoetoxilat; E2,
17B-estradiol; E3, estriol; EE2, 17a-etinilestradiol; E1, estrona; i DES, dietilestilbestrol.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).

Taula VII.2. Concentracions dels alquilfenols (en mg/l) i hormones (en ug/l) presents en els extractes

de les mostres reals.

OP NP for:::;cat NP.EO El  E2 I_tEizcat E3 EE2 DES Genisteina
Mostra 7 0.31 0.27 6.01 6.18 b.d.l 4.20 b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 8 0.31 0.27 6.01 6.18 b.d.l 2.7 4.20 b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 9 0.31 0.27 11.02 6.01 6.18 b.d.l 4.20 b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 10 0.31 0.27 11.02 6.01 6.18 b.d.l 2.7 4.20 b.d.l b.d.l b.d.l
Mostra 11 0.31 0.27 6.01 6.18 b.d.l 4.1 4.20 b.d.l b.d.l b.d.l

En aquesta taula les abreviacions sén: OP, Octilfenol; NP, Nonilfenol; NP;EO Nonilfenol monoetoxilat; E2,
17B-estradiol; E3, estriol; EE2, 170-etinilestradiol; E1, estrona; i DES, dietilestilbestrol.

b.d.l: per sota del limit de deteccid (below detection limit).
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ANNEX III

En la Taula VII.4 es pot veure la concentracid, determinada pel grup del Dr.

Grimalt, dels diferents compostos organoclorats analitzats i que s’agrupen en:

- Clorobenzens (CBs): PeCB i HCB

- Policlorobifenils (PCBs): PCB28, PCB52, PCB101, PCB118, PCB138, PCB153,
PCB180 i PCB209

- DDEs: 4,4’-DDT i 4,4’-DDE

- Hexaclorociclohexans (HCHs): o—HCH, B—-HCH i v~HCH
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Taula VII.4. Concentracions en ng/g de sediment dels diferents grups de compostos analitzats (CBs,
PCBs, DDEs i HCHs) per a cada mostra.

CBs PCBs DDEs HCHs

VC1017 46000 601 141 220
VC1020 44900 1087 216 183
VC1023 31800 622 187 149
VC1031 19900 555 182 241
VC1040 25100 581 162 96
vC1044 45000 939 417 109
VC1050 39400 648 119 69.8
VC1091 14400 2582 810 11
vC1103 5500 1156 490 214
VC1130 167 88.13 38 8.2
VC1151 27 2.2 12 3.4
VC2005 32000 573 580 36
VC2020 25600 424 190 700
VC2050 28400 252 200 41
vC2078 46000 393 420 29
VC2106 30000 1080 281 27
vC2133 24000 1390 369 33
vC2142 16400 412 164 11
VC2150 12200 2037 917 13
vC2159 1070 512 168 8.9
vCc2174 15000 1442 77 16
vC2191 940 229 16 15
VC3011 34000 511 272 22
VC3020 972 373.8 8.6 15
vC3029 71300 480 140 14
VvC3038 45300 804 403 0
VC3051 40700 1850 920 17
VC3064 26000 1608 200 0
VC3067 22800 1610 84 0
VvC3078 11400 306 120 0
VvC3093 17800 800 340 746.2
vC3103 22600 1031 1160 7.3
vC3120 8200 5370 160 0
VC3144 6000 434 250 10
VC4006 34500 1104 45800 15
vCc4018 54700 3225 366 18.8
vVC4038 47700 4100 7900 40
VC4051 27500 804 228 1023.6
VC4062 63000 58400 10860 22
VC4075 12000 1298 123 6
vCc4088 48000 19200 5510 31
VC4100 214000 3849 420 173
VvC4119 71000 5830 530 42
vC4134 38000 10800 155 0
VC4146 35600 14280 143 6.6
VC4158 43000 3560 9.9 42
VC4170 23400 10990 38 0
VC4200 64000 8590 700 0
VC4216 8900 3515 139 29
vCc4237 18600 14690 155 160
vC5011 2054 1003 46 16
VC5014 10490 2638 840 15
VC5020 5470 1424 84 0
VC5029 18300 416 64 12
vC5038 7560 969 93 12
vC5047 3110 330 37 0
VC5056 1460 473.8 80 25.1
VC5065 22300 518 20 694.6
VC5068 24000 425 15 13
vC5074 1819 135.9 29 0
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Les concentracions dels compostos organoclorats (CBs, PCBs, DDEs i HCHs)
trobades en els sediments de I'embassament de Flix van ser molt elevades tant si
es comparen amb dades de sediments de zones remotes com amb dades
industrials. Per exemple, les concentracions d’HCB van variar entre 15-36000, 780-
28000, 940-67000, 3500-74000 i 1200-23000 ng/g en els testimonis VC1, VC2,
VC3, VC4 i VC5, respectivament. Aquests valors es poden comparar amb altres
concentracions com dades trobades en sediments marins o lacustres de zones
remotes (0.05-1.8 ng/g), zones de contaminacié moderada (1.5-14 ng/g) i zones
industrials i urbanes (75-180 ng/g). Com es pot veure, els valors de referéncia son
molt més baixos que els trobats en els sediments de I'embassament de Flix. De
manera semblant, les concentracions de PeCB van ser molt altes, 12-14000, 50-
18000, 32-32000, 2000-140000 i 19-3300 ng/g en els testimonis VC1, VC2, VC3,
VC4 i VC5, respectivament. Pel que fa a aquests dos contaminants, les zones dels

testimonis VC3 i VC4 sdn les que van mostrar concentracions més altes.

Les concentracions de PCBs també van trobar-se molt per sobre del descrit en la
bibliografia. Els nivells trobats van ser 2.2-130800, 229-2037, 306-5370, 804-
58400 i 135.9-2638 ng/g en els testimonis VC1, VC2, VC3, VC4 i VC5,
respectivament. En arees remotes es troben valors de 0.6-30 ng/g i en zones sota
influéncia industrial i urbana les concentracions so6n de l'ordre de 100-500 ng/g.
Independentment del fet que les dades referenciades corresponien a la suma de
diferents congéneres, el contrast és prou fort com per a mostrar de forma clara que
les concentracions en I'embassament de Flix estaven per sobre de les descrites en
la bibliografia. Les zones al voltant del VC1 i VC4 so6n les que van mostrar uns

nivells més alts d’aquests compostos.

Les concentracions de DDEs també van ser altes en relacié a estudis anteriors. Els
nivells trobats van ser 12-4900, 16-917, 8.6-1160, 9.9-45800 i 15-840 ng/g en els
testimonis VC1, VC2, VC3, VC4 i VC5, respectivament. Els valors descrits en la
bibliografia de sediments marins i lacustres sén de l'ordre de 0.1-5 ng/g i en zones
d’aportacions industrials i urbanes sén de I'ordre de 50-400 ng/g. Novament, en els
sediments de lI'embassament es trobaven nivells clarament més alts. Un aspecte
important a esmentar és que les concentracions més altes trobades en
I'embassament es corresponen a un predomini clar del 4,4’-DDT, és a dir,
probablement reflecteixen la conservacié d’aquest contaminant, el sintetitzat

originalment, en les mostres que son objecte d’estudi.

Els isomers dels HCHs que es van trobar sén els o, B i y amb fort predomini dels B.

No es van trobar concentracions de 6-HCH ni €-HCH. Les concentracions totals
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d’aquests compostos comportaven valors de 0-241, 8.9-700, 0-746.2, 0-1023.6 i
0-694.6 ng/g en els testimonis VC1, VC2, VC3, VC4 i VC5, respectivament. Aquests
valors son alts quan es troben per sobre de 200 ng/g. El predomini de I'isomer B
probablement és degut al fet que aquest és el compost més insoluble en aigua

d’aquest grup, la qual cosa afavoria la seva retencié en els sediments.

En la Taula VIL.5 s’indica el tant per cent de TOC present en cada mostra en relacié

amb la profunditat (en cm) en la que es va recollir.

Taula VII.5. Tant per cent de TOC present en cada mostra i profunditat (en cm) en la que es van
agafar la mostra.

Seccio Seccio

(cm) TOC% (cm) TOC%
VC1017 15-18 9.7 VC3093 89-97 0.64
VC1020 18-21 15 VvC3103 102-105 0.4
VvC1023 21-24 10 VC3120 118.5-121 0.7
VC1031 30-33 8.2 VC3144 143-146 0.39
VC1040 39-42 12 VC4006 38903 0.74
VvC1044 42-45 15 VC4018 16-20 0.48
VC1050 48-51 19 VC4038 35.5-38-40 2.8
VC1091 90-93 9.2 VC4051 49-52 0.35
VvC1103 102-105 0.67 VC4062 61-63.5 0.83
VC1130 128-131 0.78 VC4075 73-76 0.55
VC1i1i51 150-153 2.1 VC4088 86-89 0.72
VC2005 38871 4.9 VC4100 98.5-102 9.2
VvC2020 18-21 11 vC4119 117-120 0.38
VC2050 48-51 17 VvC4134 132-135 0.81
VC2078 76-79 17 VC4146 144.5-147 0.7
VC2106 104-107 12 VC4158 156-159 0.23
vC2133 131-135 24 VC4170 168-171 0.65
vC2142 141-144 27 VC4200 198.5-202 1.5
VvC2150 148-151 10 VC4216 214-217 0.46
vC2159 157-160 26 VC4237 235-238 0.75
vC2174 172.5-177 12 VC5011 41548 0.79
vCc2191 189-192 16 VvC5014 13-16 0.72
VvC3011 10-13.5 3.1 VC5020 19-22 0.75
VvC3020 19-22 3 VC5029 28-31 0.75
VvC3029 27.5-30 4.8 VC5038 37-40 0.72
VvC3038 36-39 2.8 VC5047 46-49 0.76
VC3051 49-52 0.25 VC5056 55-58 0.77
VC3064 62-65 0.16 VC5065 64-67 0.57
VC3067 65-69.5 0.31 VC5068 67-70 0.62
VvC3078 77-79 0.24 VC5074 73-76 0.18

Els marges del contingut en mateéria organica (Taula VII.5) dels testimonis VC1,
VC2, VC3, VC4 i VC5 van ser, respectivament, 0.78-19%, 4.9-27%, 0.16-4.8%,
0.23-9.2% i 0.18-0.79%. Els testimonis VC1 i VC2 tenien, en general, continguts

de materia organica molt elevats. Com a referéncia val dir que els nivells de
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matéria organica riu avall van ser inferiors a 1’1.5%. Aquestes dades indiquen que
aproximadament la meitat del diposit de sediments tenia uns continguts importants

de matéria organica clarament d’origen antropogeénic.
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