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Evaluacion del impacto de los nuevos tratamientos sobre:

- Salud de los consumidores
- Medioambiente l . COmo?

1. Exposicion a embriones de pez cebra 2. Expresion génica
(2 hpf—21 . 120 hof b -
e il
dd - % UUUUUUUUU
\ /' Muestra contaminada J glzzz IZEED
\ — muANNEE ’

Digestion gastrica
Intestino




Facil y econdmico de mantener -

Reproducciéon externa (100 huevos/hembra/dia)

Embriones y larvas transparentes

Genoma secuenciado

Eticamente buen sistema — test alternativo Biologia del desarrollo

Enfermedades humanas
Desarrollo de farmacos
Eco-toxicologia

Alimentacion

Alimentacion espontanea (animal de laboratorio)




TEST DE TOXICIDAD

Contaminantes alimentarios
* Pesticidas

* Metales pesados (MeHg, Cd, As)
* Compuestos perfluorados (PFOA, PFOS, PFNA)

* HAPs y metabolitos
* Microplasticos

* Estudio de mezclas
* Toxinas marinas

Nuevos ingredientes alimentarios

* Nanoparticulas (AgNPs, TiO,NPs)

* Ingredientes funcionales
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TEST DE EFECTIVIDAD

Ingredientes funcionales,

* |Inmunoestimulantes
* Anti-inflamatorios

extractos naturales,
residuos de procesos industriales...

* Probidticos (Lactobacillus ssp. Etc.)

* Prebidticos
 Antioxidantes

* Moléculas reguladoras del metabolismo lipidico

Microbiota
e Modelo de infeccidon
patoégenos

e interaccidon con

* Interaccidon microbiota-huesped
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Condiciones Solubilidad Modificacién de las
experimentales Estabilidad condiciones

Realizacion de los
ensayos

» Estudio con muestras reales (vino, mosto y uva).

— Optimizacion del tratamiento de la muestra. Dilucion, pre-
concentracion, fraccionamiento...

» Seleccion de genes biomarcadores.
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tecnalia } Seleccion genes biomarcadores toxicidad sub-aguda NZ

Mecanismo de accion de los fitosanitarios puede relacionarse con:
1) Produccidn estrés oxidativo
2) Inhibicion del desarrollo

3) Ambos

Cyplal:involucrado en sistemas de detoxificacion y en la sintesis de esteroles
1118: relacionado con la respuesta del sistema inmune.

Gstpl: se sobre-expresa en presencia de estrés oxidativo
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Muestras reales.
Mosto y vino

* Ajuste a pH 7 con NaOH
e Filtrado por membrana de 0.22 um

e Extraccion liquido-liquido con acetona. Se forman dos fracciones

Fraccion 1

* <1% del volumen total
* Muy coloreado

U

Evaporacion acetona

U

Dilucion en embryowater

Dilucién final 1:50 Q7

\Y

Fraccion 2
e >99% del volumen total
* |ncoloro

U

Evaporacion acetona

U

Dilucion en embryowater

\Q Dilucion final 1:50
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PREPARACION MUESTRAS

Uva | Homogeneizacién | | |

Sonicar
Centrifugar

Sobrenadante 2

v

Pellet 2

X
v

N2 - = =
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Extracion 1: Metanol

Evaporar

Extracion 2: Embryo ¢

water
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Sonicar
Centrifugar

v

Pellet 1 Sobrenadante 1

&

Reconstituir

Ajuste a pH 7 con NaOH
Filtrado por membrana de 0.22 um

Diluciones
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TR Exposicion a extracto muestra contaminada

i
) Extracto ¥

\ / ‘ /

 Extraccion RNA

« Evaluacion expresion génica diferencial: cyplal
1B
gstpl
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Muestras Laguardia

No tratado Residuo cero Fitosanitario Acumulacion est. Estacion
tradicionales fenolégico meteoroldgica
Muestra 1A 7A 11A 2B 6B 13B 4D 8D 15D 5E 10E 14E 3C 9C 12C
Genes cli|glclilglcli|leghclil|lglcli|lglcli|lglcl]i cli|glcli|lg clileglclileg]lc g
Uva

Mosto
Vino

Muestras Aia

No tratado Residuo cero Fitosanitario Estacion meteoroldgica
tradicionales
Muestra 1A 7A 12A 3B 5B 9B 2D 6D 10D 4E 8E 11E
Genes ilglcli|glclilglclilglclilglcli|lglc|ilglcli|glc|li|lg Qclil|lglclil|lg)c]|li]|e®e
Uva

B Geninducido Genes testados
[l Gen reprimido ¢ = cyplal

[l Gen no afectado i =il1

[ ] No determinado g = gstpl
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Obijetivo 1
 Relacionar los efectos observados con los tratamientos

Tratamientos
« En total se han llevado 5 tipos de tratamientos diferentes.

* Uno de ellos, segun el parametro sumatorio de grados-dia, so6lo
se ha llevado a cabo en Laguardia.

Resultados
« Tomando todos los datos en su conjunto se observa una gran
dispersion en los resultados que impide asociar los efectos
observados con los tratamientos aplicados. Por lo tanto no se
puede establecer una correcta clasificacion (<50%).
« Separando la informacion por lugar, tampoco se puede establecer
una correcta clasificacion (<50%).

Lf> Hacen falta mas muestras: Campaia 2016
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Obijetivo 2

» Relacionar los efectos observados con el lugar de la parcela
Parcelas

* Dos parcelas: AlA (Txakoli) y LAGUARDIA (Vino tinto)
Resultados

« Las muestras de uva no se pueden distinguir

MOSTO VINO

~N

% 2r @& AlA = LAGUARDIA % & AIA = LAGUARDIA
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istancia al modelo Vino AlIA

2 vinos Aia mal

2 Mostos Aia Distancia al modelo Mosto AIA
[ mal clasificados T

clasificados
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Fraccion soluble después de la digestion de
los alimentos que puede ser absorbida en el

intestino o
olid

Boca Liquid ~ Mincemeal
Digestién gastrica Gastric Phase

~ . Mix 1:1 with SGF + pepsin (2,000 U/mL), 2h, pH 3

| N te St INO 0.17 mM phospholipids (non-standard condition)

Intestinal Phase
Mix 1:1 with SIF + enzymes

2h, pH 7
Producto fitosanitarie ;
70.0 + Individual enzymes Enzyme extract
50.0 Trypsin (100 U/mL) Pancreatin (based on trypsin
’ Chymotrypsin (25 U/mL) activity at 100 U/mL)
= 500 - Pancreatic lipase (2,000 U/mL) Bile (10 mM)
- W Control Cohp_ase (2:1 molar ratio with
E 400 lipase),
g W Muestra Pancreatic amylase (200 U/mL)
E 30.0 - Bile (10 mM)
® 200 - Sample collection and handling options
Snap-freeze in liquid nitrogen immediately
100 - Add protease inhibitor (e.g. 1 mM AEBSF, Roche)
Freeze dry

00 =+

Saliva Estomago Intestino
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v Se han adaptado las condiciones experimentales del ensayo
con pez cebra a las caracteristicas de las sustancias activas bajo
estudio.

v" Se ha optimizado un protocolo de tratamiento de la muestras
reales compatible con el ensayo de pez cebra.

v No se ha encontrado relacion entre tratamiento y efecto en pez
cebra (vendimia 2015).

v' Las muestras de procedentes de Aia y Laguardia han mostrado
efectos en pez cebra significativamente diferentes (mosto y vino).

v Permite distinguir las muestras por su procedencia (vino y
mosto).
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