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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Este informe recoge todas las actividades y resultados realizados dentro del proyecto
TA14SEGFIS desde su inicio en enero 2014 hasta diciembre 2014 y que lleva por
titulo: SEGURFISH: Nuevas metodologias para garantizar la seguridad alimentaria
de productos pesqueros. Este proyecto, enmarcado dentro del convenio marco entre
AZTI y el DAPA, ha ayudado a cofinanciar el proyecto del Plan Nacional ATP-
ToxBio y el proyecto europeo ECsafeSEAFOOD con el objetivo de avanzar en el
desarrollo de nuevas metodologias para la evaluacién de contaminantes presentes en

alimentos.

El proyecto SEGURFISH pretende evaluar la aplicacién de un nuevo enfoque para
garantizar la seguridad alimentaria basado en la determinaciéon de los efectos
toxicos que pudieran generar los productos pesqueros debido a la contaminacién
ambiental y a los procesos de produccién. En contraposicién a la metodologia
tradicional (de la deteccién de residuos de contaminantes se llega a la identificacién
y caracterizacién del riesgo) se pretende, mediante la deteccién de efectos téxicos,
llegar a la identificacion del agente causante. Para ello, es necesario crear y
seleccionar un grupo de biomarcadores adecuado haciendo necesario ampliar el
estudio a un mayor numero de compuestos toxicos para poder cubrir el mayor

espectro posible de residuos susceptibles de aparecer en productos pesqueros.

El trabajo realizado durante el 2014 amplia el abanico de contaminantes estudiados
con el fin de crear y seleccionar un grupo de biomarcadores adecuados que permitan
la determinacién de la presencia de residuos de estos compuestos en alimentos. En
este sentido se han incluido compuestos retardantes de la llama (decabromodifenil
éter-DBDPE, tetrabromobisfenol A-TBBPA y hexabromo ciclododecano-HBCD) y
perfluorados (perfluorooctano sulfonato-PFOS y 4cido perfluorooctanoico-PFOA).
Asimismo también se han estudiado mezclas de elementos téxicos (As, Ag, MeHg y
Cd).
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Los principales objetivos establecidos para el anno 2014 han sido:

e Continuar con la caracterizacion de los efectos causados por los principales
grupos de contaminantes (metales pesados, contaminantes organicos,
pesticidas, nanoparticulas y otros contaminantes emergentes) que se pueden

encontrar en productos pesqueros.
e Elaborar un listado de biomarcadores de los efectos encontrados.

e Determinar la bioaccesibilidad de todos los contaminantes bajo estudio en

muestras reales de productos pesqueros.

e Disenar un biosensor para la determinacién de los biomarcadores

seleccionados.
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2. METODOLOGIA

En el 2014 el trabajo se ha ampliado al estudio de mas contaminantes cuyos residuos
pueden aparecer en productos alimentarios: mezclas de metales, retardantes del
fuego bromados y compuestos perfluorados considerados como contaminantes
emergentes. A continuacién se muestra la metodologia seguida a lo largo del

proyecto.

2.1. Vigilancia tecnolégica

Se ha llevado a cabo una busqueda en las principales bases de datos nacionales e
internacionales (ScienceDirect, Google Scholar, Web of Science) en las que se
recogen los trabajos de la comunidad cientifica, Esta btisqueda ha estado centrada
en aquellos resultados alineados con el objetivo del presente proyecto: otros estudios
toxicogenémicos, bioensayos, efectos de diferentes grupos de contaminantes,

metodologias para los estudios de biodisponibilidad....

Ademas, se han utilizado otros medios para obtener informacién como Internet, la
inspeccién mensual de las revistas mas importantes en el area de nuevos métodos
analiticos y de toxicologia y la legislacién que concierne a los contaminantes bajo

estudio en este proyecto.

2.2. Caracterizacién de los contaminantes

Previamente a la evaluacién de sus efectos toxicos, se ha estudiado la estabilidad de
las sustancias seleccionadas en el medio de exposicién. Para ello, se ha optimizado la
composicién del medio asi como diferentes parametros que se pueden variar (adicién
de aditivos, presencia/ausencia de luz y tiempo de exposicién) sin afectar o al menos

minimamente, el normal desarrollo de las larvas de pez cebra.

La concentracion de los contaminantes ha sido monitorizada a lo largo de la duracion
de los experimentos. En el caso de los compuestos organicos, los andlisis se llevaron

a cabo por cromatografia liquida acoplada a un detector ultravioleta-visible y a un
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espectrometro de masas (LC-MS). En el caso de los metales, los an4lisis se llevaron a

cabo por espectroscopia de absorciéon atémica y LC/ICP-MS.

2.3. Obtencidon de extractos-Biodisponibilidad

Para estudiar la biodisponibilidad de los contaminantes presentes en los alimentos
terminado de optimizar una metodologia de digestion in vitro, adaptacién del modelo
de Hur et al., 2009. Durante el 2014 se ha comenzado con la aplicaciéon de esta

metodologia a los compuestos perfluorados. Los extractos obtenidos fueron
analizados por LC-MS.

2.4. Evaluacién de la toxicidad

Una vez caracterizados los contaminantes que se estan estudiando en este proyecto
se ha evaluado su toxicidad en medio acuoso en larvas de pez cebra. Las condiciones
y los tiempos de exposicion utilizados se definieron en base a las caracteristicas de
los mismos contaminantes. Todas las exposiciones se han realizado por triplicado

siguiendo el mismo protocolo establecido el afio pasado.

Tras la exposicion se ha determinado el porcentaje de muerte acumulada de las
larvas. Las larvas vivas se han congelado y se han utilizado para extraer RNA total
mediante Trizol. Sucesivamente se ha testado la expresion diferencial de diferentes

genes biomarcadores de toxicidad mediante qRT-PCR.
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3. PRINCIPALES AVANCES REALIZADOS-BENEFICIOS
GENERADOS

3.1. Vigilancia tecnolégica

A lo largo del 2014 se ha continuado con la tarea de revisién de las novedades sobre
el analisis dirigido por efectos tanto en muestras medioambientales como
alimentarias. En concreto el trabajo se ha centrado en los compuestos retardantes de
la llama y perfluorados asi como en las metodologias empleadas para la evaluacién
de sus potenciales téxicos. Los resultados de esta vigilancia tecnoldgica se estan
analizando y seran empleados para la realizacién de un articulo de revisién que sera
enviado a la revista Environmental Research y titulado: “Evaluation of the toxicity

of emerging chemical contaminants in the marine environment’.

3.2. Caracterizacién de los contaminantes

En primer lugar, se ha procedido a estudiar el modo de mantener en disolucién y de
una manera estable todos los compuestos organicos bajo estudio. Muchas de estas
sustancias son solubles en agua a los niveles de concentracién de interés (por
ejemplo los compuestos perfluorados). Sin embargo, en algunos casos es necesario
anadir co-solvente compatible con los test de toxicidad con larvas de pez cebra. Con
este fin se ha escogido el DMSO debido a que es uno de los mas utilizados por su
baja toxicidad (hasta un 1%) y su alta capacidad de solubilizar sustancias muy
apolares. Para comprobar este hecho, se han realizado una serie de experimentos

preliminares con DBDPE, HBCD y TBBPA.

En el caso del TBBPA se ha observado que con 0.5% DMSO se consigue una
solubilizacién de casi el 90% de 1 ppm de esta sustancia, mientras que para el caso
del HBCD y el DBDPE la solubilidad era mucho menor no superando los 10 ppb. Con
el fin de mejorar la solubilidad se ha probado la adicion de diferentes co-solventes
que han permitido conseguir una buena solubilidad de todas las sustancias testadas.
Estos co-solventes en las condiciones experimentales utilizadas no causaron efectos

negativos observables en el desarrollo de las larvas, al menos en los parametros
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medidos (basicamente toxicidad aguda y efectos subletales determinados por

expresion diferencial de genes).

Otro factor importante que ha sido evaluado es la fuerza ibénica del medio de
exposicion. Los experimentos realizados con el agua utilizada para el crecimiento de
los embriones (con un importante contenido en sales) no han tenido ningin efecto

sobre la solubilidad. En la Figura 1 se muestran los resultados para el caso del

DBDPE.

H 1000 ppb ® 100ppb (0.5%DMSO) 100 ppb (0.5% DMSO) Embryowater

100.0 1
90.0 -
80.0 -
70.0 -
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% Recuperacién

Figura 1. Recuperacién de DBDPE en diferentes medios en funcién de la concentracién de Tween 20.

Esta metodologia se ha aplicado también a compuestos perfluorados (perfluorooctano
sulfonato-PFOS y 4cido perfluorooctanoico-PFOA). Debido a que estas sustancias

son solubles en agua no ha sido necesario anadir ningun aditivo.

Una vez estudiada la solubilidad se ha comprobado la estabilidad de los compuestos
bajo estudio en el medio de exposicion a lo largo del tiempo. Para ello, se ha utilizado
la sustancia menos soluble que es el decabromodifenil eter (DBDPE) (solubilidad en

agua‘ >0.1pg/L). En la Figura 2 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 2. Estabilidad de una disolucién de 100 ppb de DBDPE en el medio de exposicién a lo largo del tiempo.

Se ha observado que la concentracién va disminuyendo alcanzando el 80% del valor
inicial a las 48h. Por ello, se ha establecido 24h como la duracién adecuada de la

exposicion.

En el caso del PFOS y PFOA no se ha observado ninguna disminuciéon de la
concentracién a lo largo del tiempo, siendo la recuperaciéon de casi un 100%. Esto
significa que no ocurre ningin fenémeno de metabolizacién o acumulacién con el

modelo de pez cebra.

3.3. Obtencién de extractos

Durante este afio se ha comenzado con el estudio de la digestién in vitro de las
sustancias bajo estudio. Actualmente se esta evaluando la bioaccesibilidad con

disoluciones estandar de PFOS y PFOA.

3.4. Evaluacién de la toxicidad
3.4.1. Mezcla de metales

Se ha completado el estudio de los efectos toxicos en larvas de una mezcla de varios
metales (As, Ag, MeHg y Cd) a diferentes concentraciones (baja, media, alta y muy

alta).

Tabla 1.Concentraciones (expresadas en ppb) de las mezclas de metales testados en larvas de pez cebra
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Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix 4
Me-Hg 5 25 50 100
Cd 1 10 25 50
As 5 50 100 500
Ag 0.01 0.1 0.5 1
Se 3 15 35 70

Para profundizar en el estudio se testaron también algunos de los genes
especificamente inducidos por exposiciéon al metil mercurio que fueron inducidos en

todos los casos testados.

3.4.3. Compuestos organicos

Se ha evaluado la toxicidad aguda de los siguientes compuestos: DBDPE, PFOS y
PFOA. En el caso del DBDPE la siguientes concentraciones han sido estudiadas: 0.1;
1; 105 255 50; 75 y 100 ppb. No se observo mortalidad en ninguno de los experimentos
y no se pudo aumentar la concentracion debido a la baja solubilidad del DBDPE en
las condiciones experimentales. Por lo tanto se concluye que el LCso del DBDPE esta

por encima de 100 ppb.

En el caso del PFOS y PFOA no ha sido necesario anadir ningtn aditivo al medio de
exposicién ya que son estables y bastante solubles en agua. Por ello se ha podido
aumentar la concentracion hasta 500 ppm. Las exposiciones a PFOA han
proporcionado resultados con gran variabilidad (a 200 ppm se ha observado una
menor mortalidad que a 150 ppm) que han impedido calcular un LCso. Este hecho
puede ser debido a determinado fenémenos fisicos como agregacién de particulas,

pero requiere un estudio con mayor profundidad.

En al caso del PFOS a 100 ppm se observd un 36% de mortalidad estimandose un
LCso de 108.66 ppm. Actualmente se estan evaluando los efectos sub-letales

mediante la medida de la expresién diferencial de determinados genes.

3.4.4. Desarrollo de un biosensor
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En base a los resultados obtenidos con otras sustancias asi como de la informacién
recogida del analisis de la bibliografia se ha visto que las enzimas del grupo del
citocromo P450 (CYP) juegan un papel muy importante en el metabolismo de
muchos contaminantes. Asi, actualmente se han comenzado a llevar a cabo estudios
de inhibicién de algunas de estas enzimas con los compuestos bajo estudio:

retardantes de la llama bromados y perfluorados.
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4. PRODUCCION CIENTIFICA, DIVULGACION Y
FORMACION

Durante al afio 2014 las actividades de difusién han sido las siguientes:

El articulo titulado Toxic effects of colloidal nanosilver in zebrafish embryos
ha sido publicado en la revista Journal of Applied Toxicology: Vol 34(5), 562-
575, Mayo 2014.

Presentacién oral en congreso internacional: M. Olasagasti, A. Barranco,
M.A. Pardo, M. Martinez, S. Rainieri. Toxic effect of different commercial
products containing Ag NPs on zebrafish embryos. 5t International IUPAC
Symposium for Trace Elements in Food (TEF-5), 6-9 Mayo 2014,

Copenhague, Dinamarca.

Poster en congreso internacional: A. Barranco, J. Sanz-Landaluze, R. Mufioz-
Olivas, N. Conlledo, M. Martinez-Santos, S. Rainieri. Evaluation of the
adverse effects of mixtures of trace metals in zebrafish embryos. 5th
International JTUPAC Symposium for Trace Elements in Food (TEF-5), 6-9
Mayo 2014, Copenhague, Dinamarca.

Ponencia en el Master de Nutricion y Salud de la UPV titulada “Ensayos de

toxicidad con el modelo animal pez cebra” S. Rainieri. Noviembre 2014.

Poster en congreso internacional: S. Rainieri, A. Barranco. Metallic
nanoparticles: toxicity and safety issues. VII Jornadas Hispano- Francesas

(IBERNAM-CMC2), 20-21 Noviembre 2014, Bilbao, Espafia.

Presentacion en la II JORNADA TRANSFERENCIA RESULTADOS PLAN
INVESTIGACION SEGURIDAD ALIMENTARIA EUSKADI del trabajo
Evaluacion de los efectos téxicos de residuos de cadmio, mercurio y arsénico

en pescado y marisco. S. Rainieri. Bilbao, 21 Noviembre 2014.

Poster en congreso internacional: S. Rainieri, M. Olasagasti, J. Sanz
Landaluze, A.M. Coto, A. Barranco. Uptake and transcriptomic analysis of

zebrafish embryos exposed to Methylmercury, Cadmium and to their
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mixture. Fish and amphibian embryos as alternative models in toxicology

and teratology, 1-2 Diciembre 2014, Paris, Francia.
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5. CONCLUSIONES

Se ha ampliado el estudio a mas contaminantes cuyos residuos pueden
aparecer en productos alimentarios. Nuevos contaminantes estudiados:

retardantes del fuego bromados y compuestos perfluorados considerados como
contaminantes emergentes (TBBPA, HBCD, DBDPE, PFOS y PFOA).

Se han optimizado las condiciones experimentales para la evaluacion de los
efectos de los contaminantes seleccionados mediante el modelo animal pez

cebra.

Se ha completado el analisis de mezclas de metales. Se ha establecido la
toxicidad aguda de los compuestos organicos estudiados obteniéndose valores

de LCso altos (>100ppb).

Con la finalidad de poder establecer un bateria de genes biomarcadores para

detectar la presencia de contaminantes en productos pesqueros y alcanzar el objetivo

final del proyecto Segurfish se plantean los siguientes trabajos futuros:

Evaluar la toxicidad sub-aguda de los elementos retardantes del fuego
bromados (Tetrabromobisfenol A, Hexabromociclododecano,
Decabromodifenileter) y de PFOS y PFOA, todos considerados como

contaminantes emergentes.

Evaluar los efectos adversos de los metabolitos de los hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

Completar un listado de biomarcadores de los efectos generados por todos los

compuestos evaluados.

Determinar la bioaccesibilidad de todos los contaminantes bajo estudio en

muestras reales de productos pesqueros.

Optimizar de un protocolo de preparacion de la muestra compatible con el

bioensayo en pez cebra.

Desarrollar un biosensor para la determinacién de los compuestos bajo

estudio.
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*  Optimizar de la metodologia de an&lisis dirigida por efectos (Effect Directed
Analysis-EDA) y su aplicacién a la evaluacién de los potenciales efectos

adversos generados por productos pesqueros contaminados.
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