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OBJETIVOS DEL PROYECTO

Desarrollo de meétodos alternativos basados en la respuesta
genomica en embriones y larvas de pez cebra para las siguientes
aplicaciones:

1) Determinacion de la toxicidad de nuevos ingredientes
alimentarios: el caso de las nanoparticulas metalicas.

2) Determinacion de la efectividad de nuevos ingredientes
alimentarios: evaluacion del efecto inmuoestimulante.

3) Determinacion del efecto inmunoestimulante de moléculas con
potencial empleo como suplemento de pienso en acuicultura.

ozl f www.azti.es 41412012 2

tecnalia



1. Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
INTRODUCCION

Nanoparticulas (NPs) y Nanotecnologias (NT) en Industria Alimentaria

!

Avance tecnolégico

a. Ingredientes alimentarios de dimension nano o nano-encapsulados

b. Nano-estructuras que puedan causar la modificacion fisica de la

matriz alimentaria

c. Material con NP incorporadas para envases de alimentos

d. Biosensores para la deteccion de la calidad del alimento
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Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
INTRODUCCION

Caracteristicas NPs

v NPs # Tamano “convencional”
v' Ratio Superficie/Volume rump Mas reactivas

v'  Propiedades eléctricas, dpticas y magnéticas mas evidentes

« Efecto y comportamiento imprevisible

condiciones; tendencia a la agregacion

« Combinacibn con proteinas provocando cambios
conformacion

« Caracteristicas variables dependiendo del tratamiento y de las

de
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Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
INTRODUCCION

PROBLEMA

* Es dificil determinar correctamente el efecto de las NPs en los
organismos Vivos.

* No existen test de toxicidad estandar para determinar el nivel de
seguridad de estas particulas para la salud humana.
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Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
OBJETIVO

Desarrollar una metodologia segura y eficaz para
evaluar de los efectos toxicos de NPs metalicas en un
modelo de vertebrado.

Para ello hemos utilizado:

- Una NPs metalica entre las mas utilizadas en
alimentacion: nanoplata (nAg)

- El modelo animal pez cebra en estadios tempranos
del desarrollo
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Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
USO DE LA NANOPLATA EN ALIMENTACION

Envases alimentarios . .
*Suplemento alimenticio

*Electrodomeésticos
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Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas
EL PEZ CEBRA

Pez cebra (Danio rerio)

Caracteristicas generales Aplicaciones en investigacion cientifica

 Pequeio pez de agua dulce (=5 cm) Toxicologia medioambiental
* Se reproduce durante todo el aino

« Tiempo de generacion: 3-5 meses.
* Produce hasta 300 huevos (fecundados

Biologia del desarrollo

Farmacologia

piliel agua) Medicina: Cancer
 Embriones transparentes Sistema cardiovascular
« Comparte muchas caracteristicas con los Inmunidad y inflamacién
vertebrados Desordenes metabdlicos
« Genoma completamente secuenciado Desordenes neuroldgicos

Etc.

a;ezcnlénfl, )- www.azti.es 4/4/2012 8




Estudio de toxicidad: caso de las nanoparticulas metalicas.
FASES DEL ESTUDIO

 (Caracterizacion del material

* Definicion del protocolo de exposicion

 Evaluacion de los efectos en el modelo animal
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Métodos
CARACTERIZACION DEL MATERIAL

Nanoplata coloidal comercial

TEM (Transmission Electron Microscope)

Definicion forma NPs

> SEM (Scanning Electron Microscope)

Definicion dimension NPs

DLS (Dynamic light scattering Technique)

Definicidn nivel agregacion
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Métodos

DEFINICION DE UN PROTOCOLO DE EXPOSICION OPTIMO

Rango de tiempo exposicién

, 48 hpf

4 hpf

©)
©

72 hpf > 120 hpf
1

96 hpf > 120;xpf
1

o7z t | 7www.azti.es

tecnalia

Tiempo total

48 h

48 h

24 h

p—

Parametros analizados

« Absorcion NPs

« Efectos detectables:

- Mortalidad
- Expresion génica

4/4/2012
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Métodos
DEFINICION DE UN PROTOCOLO DE EXPOSICION OPTIMO

Exposicion de lotes de 30 embriones a 27° C en placas Petri con10 ml de solucién
en embryo-water

Absorcion Ag por Espectrometria Atomica Expresion génica por RT-PCR

. Mortalidad por observacion lupa
AZLI ) www.azties 41412012 12
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Resultados
CARACTERIZACION DEL MATERIAL

FORMA: poliédrica
DIMENSION PARTICULAS: 15-28 nm

POTENCIAL-Z: -17.1 Mv
AGREGACION: baja

aZt | fwww.azti.es
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Dimensidn particulas (DLS)

a1

3000000

Total Counts
g
s

g
g

Zeta Potential {mY)

|— Record 23 nAg Sppm Record 30: nAg 100&Uppm|
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Resultados
DEFINICION DE UN PROTOCOLO DE EXPOSICION OPTIMO

Absorcion de plata por parte de embriones y larvas expuestos

4 -

e Se observé el mayor nivel de absorcién de plata
. * en el caso de la exposicion 1 (4hpf-48hpf).
E_ 25 A
€ 7 Imagenes por SEM nos confirmaron que solo en
2 e ; las exposiciones 2 y 3 la nAg entra dentro del
' animal, y en la exposicion 1 se queda en la
. . 0 b superficie del corion.
¢ 4 hpf48 hpf 72 hpf120 hpf 96 hpf120 hpf
Exposure Time Range
Mortalidad detectada con los diferentes protocolos utilizados
100 -
90 E
20 A
70 A
$ 601 , . .
: o Se observo el mayor nivel de mortalidad
- . en el caso de la exposiciéon 1 (4hpf-48hpf).
30 - b
20 1 b
10 1
0 4
agmgilfwww_azti.es 4hpt48hpf  72hpH120 hpf 96 hp£120 hpf 442012 14
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Resultados
EXPRESION DIFERENCIAL DE GENES

BMT OHSP70 oOGSTm1 ®IL18 BTNFa

Expresion

4hpf-48hpf 72hpf-120hpf 96hpf-120hpf
(Exposicién 1) (Exposicion 2) (Exposicién 3)

Protocolos exposicion

o7z t | )-www.azti.es
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Se observo en todos los casos la induccion
del gen HSP70.

La exposicion 1y 2 causaron la expresion
de genes diferentes. Esto probablemente
es debido a que en la exposicion 2 la nAg
entra dentro del animal mientras que en la
exposicion 1 no y los efectos pueden
deberse a otros tipos de accion que no es
el contacto de las NPs con el animal.

La exposicion 3 causo la expresion de un
solo gen. Esto probablemente es debido a
que el tiempo de exposicion (24h) es
demasiado breve para causar un efecto
comparable con las otras dos
exposiciones.
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Resumen resultados

Caracterizacién. Se detectd un tamano de aproximadamente 20 nm en la
solucion testada. La solucion se presentd bien solubilizada en el medio y con
una dispersion homogénea.

Absorcion. Embriones y larvas absorbieron un nivel de nAg muy bajo (< 1%)
El nivel mas alto de absorcion se detecto en la exposicion 1.

Distribucion nAg. Solo en los protocolos de exposicion 2 y 3 la nAg entrd en
las larvas.

Mortalidad. El nivel de mortalidad mas alto se encontréo en el protocolo de
exposicion 1.

Expresién génica. Los cambios mayores en expresion génica se detectaron el
los protocolos 1 y 2, aunque estos cambios eran diferentes entre las dos
condiciones. Esto indica que los procesos de toxicidad son diferentes.
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Conclusiones

« Ensayos de toxicidad efectuados con larvas eclosionadas
aseguran resultados mas fiables cuando se testan NPs.

« Concretamente el protocolo de exposicion 2 (72hpf - 120hpf)
ha resultado el mas adecuado para llevar a cabo test de

toxicidad con nAg.

e Es recomendable no utilizar embriones con corion en test de
toxicidad de NPs.
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2. Estudio de efectividad: evaluacion del efecto inmuoestimulante
INTRODUCCION

Creciente interés en la identificacion y caracterizacion de moléculas
funcionales en el sector alimentario.

El pez cebra representa un sistema ideal para evaluar la efectividad
de dichas moléculas sobre todo a nivel de cribado inicial, en cuanto
permite la evaluacion de efectos en un organismo entero de manera
rapida y economica.

OBJETIVO

Desarrollar un método simple, econémico y ético para evaluar el
potencial efecto inmunoestimulante de nuevos ingredientes
alimentarios funcionales.
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2. Estudio de efectividad: evaluacion del efecto inmuoestimulante
INTRODUCCION

Sistema inmune: Innato (no-especifico) y acquisito (especifico)

El sistema inmune innato es el sistema de defensa mas temprano. No es
especifico y no depende de anterior reconocimiento de las estructuras
superficiales de los invasores. Reacciona muy rapidamente.

INDUCCION DEL SISTEMA INMUNE

Receptores de patrones Dano al tejido del huésped debido
moleculares asociados a a infeccidn, necrosis 0 muerte
patogenos (PAMPs) celular.
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2. Estudio de efectividad: evaluacion del efecto inmuoestimulante
INTRODUCCION

B- glucano

Importante polisacarido que se encuentra en la pared celular de
bacterias, hongos y plantas (PAMP).

Los glucanos son Iinmuno-estimulantes reconocidos que
incrementan la inmunidad y la resistencia a enfermedades en los
vertebrados.

(Bricknell and Dalmo, 2005; Ai et al 2007, etc.)

OH CH,OH

O
HO H H
s H H 0

H o_I\OH H

CH;0H H OH CH,0H H d H
0 )
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OH H H o—I\OH H
H H d H
H OH

CH;OH H OH
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Método
DISENO EXPERIMENTAL

HIPOTESIS DE TRABAJO
*  QUE genes?
- CUANDO realizar el experimento?

* DURANTE CUANTO TIEMPO
exponer los animales al contacto con
B- glucano?

aZt | fwww.azti.es
tecnalia
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B- glucan

<«—  Fertilization

Extraction

Extraction

time 4hpf

azZli )‘ www.azti.es

3dpf

6dpf

Para confirmar que los genes
seleccionados se expresaban
en larvas:

Hemos testado larvas de edad
de 3 y 6 dpf (dias post
fecundacion).

Las hemos expuesto a
diferentes concentraciones de

B-glucan (50, 100y 150 pg/ml)

Hemos analizado la expresion
de los genes seleccionados.

22
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100pg/ml

Extracion RNA

ﬁ 3dpf

Extracion RNA

ﬂ 6dpf

Quantificacion
RT- PCR

(4 experimentos)

=t

¥

Transcripcion reversa =
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Niveles de expresion génica de marcadores seleccionados

Edad

(dpf)/
Ct HSP70 IL1p LYZ MPX TLR22 TNF a TRF PACT*
3 25.3+0.5 | 30.8+0.8 | 25.7+0.6 | 27.1+0.8 | 31.4+0.5 | 33.1+0.7 | 20.3+0.6 | 19.4+0.6
6 24.1+0.7 | 32.4+0.7 | 25.3+25.3 | 28.8+0.5 | 29.8+0.2 | 32.7+0.6 | 21.4+0.4 | 19.1+0.3

o7z t | ] www.azti.es
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fold expressior

b-glucan 3dpf

m 50pg/ml
m 100pg/ml
o 150ug/ml

T

-

o

mpo

hsp70

ilb

trf lyz

genes

tir22
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fold expression

6dpf b-glucan

| ——

mpo

hsp70

ilb

L

trf lyz

genes

tir22

m 50ug/ml
m 100pg/ml
o 150ug/ml

tnfa a
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Resultados
RESUMEN RESULTADOS

La presencia de [3- glucano in larvas de 6 dpf larvas induce un
nivel de expresion mas alta que in larvas de 3 dpf.

El simple contacto de la molécula con las larvas en la solucion
permite la deteccion de efectos.

La expresion de genes observada es independiente de la dosis
de B- glucano utilizado.

Se ha observado una alta variabilidad de los resultados dentro
de los experimentos.

Los genes que se proponen como marcadores del sistema
inmune son los siguientes: TNFa, TLR22, LYZ and HSP70

ozl f www.azti.es 41412012 26
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Conclusiones

Los embriones de pez cebra son un método util para el cribado
rapido de moléculas funcionales.

Larvas de 6 dpf son las mas adecuadas para evaluar los efectos
inmunoestimulantes de moléculas funcionales.

El método desarrollado en este proyecto puede ser utilizado
para evaluar la eficacia de una variedad de moléculas
funcionales.
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3. Efecto inmunoestimulante de suplementos de piensos en acuicultura

INTRODUCION

\

La acuicultura es una Industria importante

|

Los peces estan constantemente expuestos a una variedad
de agentes potencialmente patdogenos, condiciones
ambientales adversas, etc.

!

Uso de vacuna y antibioticos

!

Uso de inmunoestimulantes para incrementar la
resistencia de los peces a las infecciones.

ozl f www.azti.es 41412012 28

tecnalia



3. Efecto inmunoestimulante de suplementos de pienso en acuicultura.

INTRODUCION

. Podemos utilizar el pez cebra en sus
estadios tempranos de desarrollo para
evaluar los efectos inmunomoduladores
de ingredientes de pienso para peces?

atz t_' )-www.azti.es 4/4/2012 29
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—

- mas facil, econémico, mas rapido -+
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Métodos

1. ¢ Entra el B- glucano dentro de las larvas por inmersion?

2. ¢Hay efectos del B-glucano sobre la mortalidad de las larvas in
larvas tras:

2.1 un estrés fisico? (temperatura & UV)
2.2 un estrés bioldgico? (Vibrio anguillarum)

3. ¢Hay cambios en la expresion de genes relacionados con el
sistema inmune innato tras una exposicion B- glucano? (RT-
gPCR)

ozl f www.azti.es 41412012
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¢ Entra el B- glucano dentro de las larvas por inmersion?

Larvas de 4 dpf expuesta a B-glucano marcado con fluorescencia durante 24h

o7z t | ] www.azti.es
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Resultados

« Calculo del LD50 a diferentes estadios del desarrollo y a diferentes
temperaturas y tiempos de exposicion a UV.

 Temperatura (larvas de 4 dpf incubadas 1 h

a 40°C) S w3 o» s s
» UV (larvas de 4 dpf expuestas a UV 1 min) g = \2 = =
NN VEN
ime
D 1dpf 4dpf 5dpf 6dpf
Vo

La exposicion a B-glucano durante
3 dias no mostréo efecto en la
mortalidad de las larvas tras la
exposicion a los estreses fisicos
testados.

s
=

dpf: dias post fecundacion
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« ¢ EntraVibrio anguillarum dentro de embriones y larvas?
« ;Esletal para las larvas si expuestas por inmersion?
« ¢ En que punto del desarrollo tiene efecto?

<— Embriones de 4hpf—2h de exposicion
<— Embriones de 4hpf—24h de exposicion

<— Larvas de 4dpf — 2h de exposicion

V. anguillarum marcado con GFP

aZt | )- www.azti.es .



Efectos del B- glucano en la mortalidad de las larvas tras exposicion a V.
anguillarum por inmersion (p<0.05). Elevada variabilidad de resultados

100 -
90 -

80

70

60 -

=== Control + Vibrio
50 -

=8 (3-glu+Vibrio

40 A
30

V. anguillarum 2h

Cumulative mortality (%)

20 A

10 A

2hpi 24hpi 48hpi 72hpi 96hpi

Hours after infection

@4_ Fertilization
@G| f-glucan

@ Edad
| (dias post-fecundacion)

1dpf
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Resultados

B- glucan
RNA Extraction

Genes relacionados con el sistema
inmune

Inmersion 5 dias

<«—  Fertilization

—
A
v
—

O cytokines: Interleukin 1 B(/L-1B) vy
tumor necrosis factor a (TNF a)

O toll like receptors: TLR22

O lytic enzymes: lysozyme (LYZ)

0 mieloperoxidase (MPO)

Q transferrin (TRF)
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i

Optimizacion del test de inmunoestimulacion (-
glucano)

Seleccion del tiempo de exposicion

El: 6 days of exposure

¢ >
E2: 5 days of exposure
- >
- E3: 3 days of exposure E4: 3 days of exposure
e >t P
ES: lhof
EXpOSULE
§ E
O] i~ :
e e
Ahpf 7hpt 120hp 14k
Age (hours post feriiziiaion)
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Gene Expression

14 -
12 -

10 -

m Control
6 . m b-glu

Relative Gene Expression

mpo trf tnfa ilnb hsp70 tir22

Genes

El simple contacto de la molécula con las larvas nos permitio detectar
algunos efectos en algunos de los genes estudiados relacionados con el
sistema inmune innato. (p<0.05)

. (Datos de dos experimentos independientes, 3 replicas en las cuales se utilizaron 30 larvas)
a%tl j- www.azti.es
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Conclusiones

« Las larvas de pez cebra son un buen sistema alternativo
para evaluar la efectividad de moléculas funcionales de
Interés para la dieta de peces.

« Los genes seleccionados pueden usarse como
biomarcadores de la respuesta del sistema inmune
Innato para conocer las condiciones biologicas de los
peces.

 El método puesto a punto puede utilizarse para testar la
eficacia de una variedad de moléculas activas en
ensayos high-throughput.

ozl f www.azti.es 4/412012 39
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Difusion
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Difusion
PARTICIPACION A CONGRESOS INTERNACIONALES
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