©

lmmfmel UNIVERSITAT DE BARCELONA

B,

AVALUACIO DE LA GENOTOXICITAT EN EL MEDI TERRESTRE :
UTILITZACIO DE L’ELECTROFORESI DE CEL-LULES INDIVIDUALS EN
GELS D’AGAROSA (COMET TEST, O SCGE)

Eulalia Delgado Sureda
Departament de Biologia Animal (Vertebrats)
Facultat de Biologia

Universitat de Barcelona

Tesi Doctoral



UNIVERSITAT DE BARCELONA

Tesi Doctoral

Facultat de Biologia

Programa de Doctorat: Biologia Animal I: Zoologia. Bienni 1997/1999

AVALUACIO DE LA GENOTOXICITAT EN EL MEDI TERRESTRE : UTILITZACIO
DE L’ELECTROFORESI DE CEL.LULES INDIVIDUALS EN GELS D’AGAROSA
(COMET TEST, O SCGE)

Memoria presentada per Eulalia Delgado Sureda per optar al titol de Doctora en Biologia, al
Departament de Biologia Animal (Vertebrats), Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona,
sota la direccio6 del Dr. Jacint Nadal Puigdefabregas.

Eulalia Delgado Sureda

Barcelona, Octubre del 2001
ViP
El director de la tesi doctoral
Dr.Jacint Nadal Puigdefabregas
Catedratic
Facultat de Biologia, UB



... a la meva familia, amics, i companys, i molt en especial al meu germa petit, amb tot

I’afecte del mon

Radostna mysl je jako jaro.
Dava rozkvést lidské povaze.

J.Paul

La ment alegre és com una primavera.
Permet florir la naturalesa humana.



Index

Index:

Bl B0 10 00010 LTVl () SRS 1
*Capitols:

Capitol 1 :

1. Estudi de la contaminacio6 de tipus genotoxic en ’abocador de Garraf: ..................... ... 11
A INEEOAUCCIO ..ottt e e e e e e e e e e teee s e s sseeeeseeeee sees 11
1.1. En mostres de limfocits de ratoli de DOSC ........cccooveeieimemeeeeeeeeeeeee e e 15

T LANEFOAUCCIO ..o e e e e e e e e e e e e e eaee aens 15
1.1.D.MAterial § MIEEOMES. ... ..o eaee aens 18

L 0aC RESUIEALS ... oottt e e et e e e e v eaaeseeees e 33

T 1ud DESCUSSIO .o e e e e e e e e e e e e e aens 38

1,000, COMCIUSIONS ... et e e e et e e e e v eaeeeeeees e 43

ANNECX L L0 e et eeee e e e e e e eeere e e 44

1.2. En mostres de celomocits de IumbricidsS..........oooooviiiiimmmiieeeeeeee e e 46
122 I0EF0AUCCIO ..ot e e e e e e e e et e eaaa s aeas 46
1.2.D.MAaterial 1 IMIELOAES..........ooovviiiiiieieeeeeeee et e et aeas 50

10200 RESUIEALS ... e et e e e e e e e e e e reeaeeeeeee e 61

1200 DESCUSSIO .o e e e e e e e e e e e e e e eeaereaee aens 63

1.2.€. COMCIUSIONIS ...ttt e e e et e e e e e e reaeeeeeeen aaas 71

AATIIIEXOSE ..ottt et e e et e e ee et e e e e et aeseeeeaaaeeeraenseeeananaeeereanasaeees naas 72

ANNEX L2 oo e et e e e et e e e et e e aeen s 72

ATINEX L0202 oot e e e e et eer it aaen s 75

ANNECX 1.2.3 oo et s 77

1.B. Conclusions del capitol................ccooiiiiiiiiiii e e 80

Capitol 2 :

2. Estudi de la possible contaminacio de tipus genotoxic en mostres de terra de Dofiana ... §1

2AINIFOAUCCIO ...t e e e e e e e e e e e e 81
2.B. Material I ITELOMES ...........eeneneeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e oo 86
2LC.RESUILALS ..ot e e ettt aaes 91
2D DESCUSSIO ..coooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt e et eeeeeeeaaeeeeeeeeeaaes e 93

28 OB 1) 1 T4 11 K3 11) 1 1S PO PR RORPPPRR 100




Index

Capitol 3 :

3. AVAIUACIO de 1A tECTICA. .........oooiiiiiiiiieeeeeeeee e 101
BUAINEFOAUCCIO ...ttt e e e e e e e e e e aaaa e e e e e eeees 101
3.0 DivVISIO CEITUIAL ... 104
ST AINEFOAUCCIO ... e e e e eee s 104
3.1.1. Sincronitzacio de cél-lules FAO ................cooovieeeeeeeeee, 106
3.1.1.8. INrOUCCIO ... 106

3.1.1.b. Material 1 MEtOAES ......coooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 106

3.1.1.c. Resultats 1 DISCUSSIO.....uuuuiiiiiiiiiiieeieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeee e eee e 111

3.1.1.d. CONCIUSIONS ..vevviiiiiiiiieieeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e enaaaes 119

3.1.2. Intesti Prim- Intesti GruiXut.................cooooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e, 120
3.1.2.8. INTFOAUCCIO .cooeeiiiiiiiie et 120

3.1.2.b. Material 1 MEtOAES .......cocooiiiiiiiieeceeeeeeeeeee et 120

3.1.2.C. RESUILALS oot 124

3.1.2.0. DISCUSSIO «.veieeieeeeeeeee ettt ettt e e e e e eaaeeee e 124

3.1.2.€. CONCIUSIONS ...ccoiieiieee ettt e e e e eaaeee e 127

303 FIDroblasts ... 128
3.1.3.8. INtrOAUCCIO ..o 128

3.1.3.1. Primer EXperiment ..........ccccccvveeviieenieeciieeieesee e 128

3.1.3.1.a2. IntroducCiO........coooviieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 128

3.1.3.1.b. Material 1 MEtOdes .....cccoeeummrreeeiiiiiiiiieeeeeeeneeen, 129

3.1.3.1.c. Resultats c.ooooeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 129

3.1.3.1.d. DISCUSSIO ceeeviiiiieeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 130

3.1.3.1.e. ConClUSIONS ....coovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 132

3.1.3.1. Segon EXperiment........ccccceeeueeeiiieeniieeiiieeiieesee e 132

3.1.3.2.2. INtroducCiO.....uceeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 132

3.1.3.2.b. Material 1 MEtodes ......cccouvvveeiivcciiieeeieeeeeeenn. 132

3.1.3.2.c. ReSultats .....coooeeeeiiiiiiiciee e 133

3.1.3.2.d. DISCUSSIO oot 134

3.1.3.2.€. CONClUSIONS ...evvviviiiiiiiiiie e 136

3.1.3.b. Discussio dels dos eXperiments ...........ccceeeveeeeeerieeeneeenveerneenns 136

3.1.3.C. CONCIUSIONS ....uvvviiiiiiiieiiiie ettt e e e eaaee e e e e eennes 137

3.1 4. LumbriCids ..ot 137
3.1.4.2. INtrOAUCCIO c.cooeeiiiiiieieieeeeeeeeeeeeee e 137

3.1.4.1. Primer EXperiment ..........ccceecuveevieenieenieesieeseeesee e 138

3.1.4.1.a. INtroducCiO......ueeeeeiiiieiiieeieeieeeee e 138

3.1.4.1.b. Material 1 M&todes ...........cooovvviiiiiiiiiiiiiiiieeees 139

3.1.4.1.c. RESUIALS wovvvveeiiiiiieieiieeee e 139

3.1.4.1.d. DISCUSSIO w.coeeiiieeieeee et 140

3.1.4.1.€. CONCIUSIONS ....vvvvviiiiiiiiieee e 141

3.1.4.2. Segon EXperiment..........cccoeceerueerieerieenieenieeeeeie e 141

3.1.4.2.2. INtrOAUCCIO. ..eeeeeeeeee e 141




Index

3.1.4.2.b. Material 1 Metodes .........ccceerveerierniieniieniens 141

3.1.4.2.c. Resultats i DiSCUSSIO.......ccveerurerriieeriieeiieeieene 142

3.1.4.2.d. Discussio general i Comentaris..............c......... 144

3.1.4.2.e. CONCIUSIONS ...oovvieneierieieeiieieesie e 149

3.1.4.2.b. Conclusions generals per als dos experiments......................... 149

3.1.B.Conclusions generals de tot ’apartat de divisio cel-lular.............................. 150

3.2.Apoptosi- Necrosi-Comet test ...............ooocvviiieiiiiiiiiiiieeiiee e e 151

3.2 A, INtrOAUCCIO ...ttt et 151

3.2.B. Material 1 MEtOdes ........cecuieerieieiiieiieeieesie et e 157

3.2.C. Resultats 1 DISCUSSIO ....eeevieeriieeiiieiieeieesieeeeee st 162

3.2.D. CONCIUSIONS ...couvvieeiiieeiiieeiieeieeeiee ettt et aeesaeeennee s 194

3.3.Fragments de DNA-LOOPS........ccooiiiiiiiiiiiiee et 195

3.3 A INtrOdUCCIO ... e 195

3.3.B. DISCUSSIO .eeiieiieciieeiieeiteee ettt ettt ettt et en 196

3.B. Conclusions generals del capitol...................coooiiiiiiiiiiiiieeeeee e 197

Capitol 4 :

4.Altres aplicacions de 1a tE€CNICA ................ccoviiiiiiiiii i 198
4.A. Introduccié

4.1 Mesura de la correlacio dosi-resposta positiva amb el comet test ...................... 200

4.1.2. INTEOAUCCIO....ciuiieeiie ettt et e e eeenees 200

4.1.b. Material 1 MEtOAES .......cecuvieriieeiieeiie et 201

4.1.c. Resultats 1 DISCUSSIO ......eeuveeiiiieeiieieeie et eie e eie e ete e e e enseeseenseens 202

4.1.d. CONCIUSIONS ...eovviiniieiieiieiieiiet ettt te ettt eaeenseesseeseeseesseenseenseenseens 204

4.2. Estudis in vitro de reparacio del dany al DNA. Exposicio a SO ...................... 205

4.2.2. INTTOAUCCIO ..ottt sttt ens 205

4.2.b. Material 1 MEtOAES......cueeuiriirieeieeie ettt 206

4.2.c. Resultats 1 DISCUSSIO ....eecuvieriieiiieciieeiee ettt 207

4.2.d. CONCIUSIONS ...cevviieiiiiiiieeiie ettt e be e seteeenseeeseeenrs 209

4.3. Tractament amb oxid d’estiré (SO) en ratolins NMRI......................coooeii. 210

4.3.2. INFOAUCCIO ..ottt et e aeeenes 210

4.3.b. Material 1 MEtOAES.......cocveeeiieeiieeiieeiie ettt 210

4.3.c. Resultats 1 DISCUSSIO ......ecviriieiieiieie ettt ees 212

4.3.d. CONCIUSIONS ...viiiieiiieiiieiiett ettt ettt st s e st esebesaaesssesnnenns 218

4.4. Algunes consideracions de la técnica................ccoooieiiiiiiiiniiic e 218




Index

*Conclusions
*Bibliografia

* Agraiments




Introduccié General 1

AVALUACIO DE LA GENOTOXICITAT EN EL MEDI TERRESTRE : UTILITZACIO
DE L’ELECTROFORESI DE CEL.LULES INDIVIDUALS EN GELS D’AGAROSA
(COMET TEST, O SCGE)

* Introduccio :

L’estudi de la contaminacid en el medi ambient és, sobretot des dels ultims anys, i1 cada
cop més, una necessitat. Cal conéixer 1’estat del nostre entorn, 1 aixi poder prendre mesures per
intentar eliminar i prevenir la contaminacié que pot posar-lo en perill; la seva preservacio és
imprescindible per a la vida de tots els éssers que 1’integren. La destruccié d’aquest, pot afectar
la salut del individus i la supervivencia de les espécies que hi habiten i per tant, I’equilibri de tot
I’ecosistema.

L’avaluacio de la contaminacié del medi ambient es pot realitzar a molts nivells, i de
moltes diverses maneres. Es un estudi molt ampli que requereix una visié global i individual al
mateix temps. La valoraci6 a través d’espécies animals, en aquest cas de varis grups de
vertebrats i alguns invertebrats, és 1’objectiu d’estudi de molts dels treballs del nostre grup de
recerca (Llacuna et al. 1993-95-96; Gorriz et al.1994-96; Salgado et al. 1996-97; Brotons et al.
1998; Borras et al. 1998a,b). Poder veure com afecta un determinat tipus de contaminacio al
medi, a unes determinades especies animals, ens pot servir també, mitjangant I’extrapolaci6 dels
resultats, per donar una idea de com pot arribar a afectar-nos a 1’espeécie humana. Pero, aquest
tipus d’estudi pot ser molt complicat, degut a la complexitat que comporta, no sols fer un analisi
in situ amb la gran quantitat de parametres que influeixen a la vegada (ambient, climatologia,
tipus d’espécie, relacions inter-especifiques, intra-especifiques, habitat, comportament
alimentari, etc....), sind també la complexitat de la contaminacié (distribuci6, disponibilitat,
extensid, efectes a diversos nivells, etc...), 1 per la seva interpretacio, en que cal la consideracid
del “tot” a la vegada. Encara que ens referim a un tipus concret de contaminacio, (per exemple la
possible contaminacié a les zones del voltant d’un abocador com sera un dels treballs aqui
presentats), la contaminaci6 pot donar-se a molts diferents nivells, i pot afectar de moltes
maneres a les diverses espécies, i en la cadena trofica pot arribar a una fase d’acumulacio i
afectacio variable en els diversos esglaons. Es per aixd que aquest estudi tan complex no es pot
realitzar considerant tots els parametres 1 tots els factors a la vegada, 1 s’ha d’anar desglossant en
estudis més petits 1 concrets, perd al mateix temps s’ha de tenir en compte sempre el nombre
maxim de factors possibles i la interpretacio global, és a dir com un conjunt.
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Aixi I’Ecotoxicologia, és una tematica de primer ordre actualment, i de molta rellevancia
en els ambits medic , econdomic 1 social; degut a la presencia creixent de xenobiotics en el medi
ambient. L expressid “potencial toxic”, caldria entendre-la en sentit ampli, comprenent tant els
efectes immediats letals o sub-letals com aquells a més llarg termini que es poden derivar de
I’accid teratogena, carcinogena o mutagena, i també les alteracions de comportament. L’estudi
de la genotoxicitat en seria una part molt important, no sols pel fet de referir-se a les mutacions
de les cel-lules germinals, amb conseqiiencies evidents sobre el futur de les poblacions, sind
també per referir-se a les mutacions en cél-lules somatiques, precursores de 1’aparicié de tumors.

La genotoxicitat, ha estat objecte d’una atencid extraordinaria, especialment durant la
decada dels vuitanta (no sent menys important avui dia), degut a 1’interés prioritari de la industria
farmaceutica per trobar un substitut a les proves de carcinogenesi tant costoses en termes
economics 1 temporals. Aquest interés va ser la causa de que es desenvolupessin més d’un
centenar de técniques per a ’avaluacio de I’efecte mutagenic (hi ha una correlacié molt elevada -
que es creia que era del 90%, ara s’ha vist que es una mica menor - entre la capacitat mutagena
d’una substancia i la possibilitat d’acabar produint un tumor. Totes les substancies mutagenes
son carcinogenes, perd no totes les substancies cancerigenes s6n mutagéniques, aixi, alguns
cancers no son produits via genotoxica, Sasaki et a.,1997b), que permetia avaluar els efectes
d’aquests tipus d’agents d’una manera més rapida, i actuar en preventivament. Una de les coses
que va quedar clarament establerta durant el periode comentat, va ser la impossibilitat d’abastar
tots els eventuals mecanismes d’accié amb una sola técnica d’analisi, i per tant, I’obligatorietat
de I’tis de bateries de tests.

Aixi, el dany al DNA s’ha acceptat generalment que demostra una forta correlacio amb
esdeveniments mutagenics i carcinogenics, (Fairbairn et al.,1995). L’estudi del risc genétic en
poblacions humanes exposades a mutagens/carcinogens potencials €s un primer sistema d’alerta
a malalties genétiques o cancer, i permet la identificaci6 de factors de risc a temps quan encara es
poden dur a terme mesures de control, (Kassie et al.2000). D’aqui el nostre interés també, en
aquest tipus d’estudis, centrat pero, sobre el medi ambient.

L’impacte ambiental que pot causar un abocador, sobretot un de tan gran com ¢és
I’abocador de Garraf, (que sera justament I’area d’estudi en un dels treballs presentats en aquesta
tesi), seria no nomeés visual, sin6 també, tot i les mesures preses per evitar-ho, una font de
contaminaci6 important. Entre d’altres, la quantitat d’olors i gasos que es desprenen, la
possibilitat de vessaments de les basses de lixiviats quan hi ha una pluja abundant, i d’una
filtracié d’aquests a la capa freatica deguda a una insuficient impermeabilitzacid del sol, etc....
Tot aixd implicaria un risc de contaminaci6 a totes les arees del voltant i per tant a totes les
especies animals 1 vegetals que hi viuen, com també comportaria una contaminaci6 potencial
(malgrat el control de tot I’emplacament), un cop es clausurés. (Alguns exemples d’estudis
variats de la contaminaci6 dels abocadors o els seus efectes 1 recuperacioé son les publicacions de
Navarro et al.1991; Villanueva et al.1991; Judd & Mason,1995; Johnson et al.1996; Cabrera &
Rodriguez, 1999).
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Si ens centrem en la I’efecte que pot causar 1’abocador en les especies que viuen al seu
voltant, degut a una contaminacid per la presencia de xenobiotics en el medi ambient, veuriem
un cop més que els pot afectar de diverses maneres, i resulta un estudi realment complex. El
nostre estudi es basaria en un cas molt concret de contaminacid. En un abocador pot haver molts
tipus de contaminants, que poden ser toxics, i fins i tot genotoxics. El nostre treball s’implicaria
en la deteccio de la possible contaminacié genotoxica, que indicaria uns efectes sobre el material
gengtic, sobre els acids nucleics provocat per aquelles substancies que tenen afinitat pel DNA i li
causarien algun tipus d’alteracio.Com podrien ser, d’entre els molts tipus que hi ha, les que
afecten a nivell dels cromosomes o a nivell de nucleotids. Hi ha mutacions de tipus frameshift
(causades per delecions, addicions, o substitucions de bases), que poden provocar que la lectura
varii donant proteines diferents i/0 no funcionals; pot haver formacié d’enllagos covalents amb
segons quines substancies formant adducts amb el DNA; com també es poden donar trencaments
de la cadena de DNA produits directament pel toxic, etc... Llavors ens trobem un cop més que
I’estudi d’aquest tipus de contaminacid pot ser divers i complicat, aixi doncs, es va centrar
I’atenci6 en un determinat cas, en la deteccié de mutacions de tipus clastogen (que avalua els
trencaments en el DNA) amb la utilitzacié d’una técnica innovadora i recent en la seva aplicacio
a aquest tipus d’estudi mediambiental, el Comet Assay, (0“Comet Test” o assaig d’electroforesi
de cel'lules individuals en gels d’agarosa;“Single cell gel electrophoresis assay”, SCGE), i on
s’ha volgut veure la seva possible utilitat per a la realitzacié d’aquesta mena de treballs. Hi ha,
pero, mutacions que es donen de manera natural, espontania en els éssers vius; la replicacio del
DNA i la reparacid no son processos perfectes, aixi es parteix d’un dany basal degut a factors
endogens; malgrat aixo, com ja he comentat, hi ha en el medi ambient tot de possibles
substancies quimiques (anomenades xenobiodtics quan son alienes als éssers vius) o factors fisics,
que poden produir aquests tipus de dany al DNA, i és aquest, el que volem avaluar.

Aquesta técnica, que recentment ha comengat a perfilar-se com a una alternativa plena de
possibilitats en aquest tipus d’estudis de genotoxicitat, consisteix en sotmetre una suspensio
cel-lular de puresa i concentraci6 adequades, procedents d’animals exposats al toxic, englobada
en un gel d’agarosa aplicat sobre un portaobjectes, a una lisi alcalina, un tractament per
desenrotllar ’ADN 1 a una migracid electroforética de curta durada. El material genétic no
danyat migrara agrupat en forma esférica; en canvi en el cas d’haver-se produit fragmentacio del
mateix, els possibles fragments més petits, o els loops que es formarien a partir dels trencaments
del DNA, migraran una distancia superior, produint una imatge similar a la cua d’un cometa,
d’aqui al nom per similitud, de Comet Test, el test del cometa. La classificacié d’aquestes figures
segons un escala semi-quantitativa préviament establerta €s una forma senzilla de quantificacio
que es correlaciona amb el grau de genotoxicitat del compost. Es poden utilitzar també, sistemes
de quantificacio més sofisticats, que requereixen I’analisi mitjan¢ant un programa informatic
adequat de les imatges digitalitzades. Els avantatges d’aquesta técnica son evidents: per una
banda , la necessitat d’un nombre de c¢l-lules molt petit per mostra (amb un nombre d’entre 1000
a 500.000 cel-lules per portaobjectes €s suficient, Singh et al.1988; Rojas et al.1999; o inclus
menys si mirem els estudis realitzats en cél-lules embrionaries on utilitzen de 5000 a 15000
cel-lules tan sols, Tebbs et al. 1999), la sensibilitat per a detectar nivells molt baixos de dany al
DNA, la possibilitat de dur a terme estudis amb unes quantitats petites de substancia, la
flexibilitat, baixos costos, simple i rapida aplicacié de la técnica (en poques hores o dies es tenen
els resultats; Tice et al.2000), la possibilitat d’utilitzacié en qualsevol tipus cel-lular, permetent
d’aquesta manera expandir el camp de I’experimentacid (si ho comparem amb altres técniques
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més acotades pel tipus cel-lular) i, si s’escau, afinar en gran manera en la identificacid de les
cel-lules diana del toxic estudiat; permet una diversitat cada cop més amplia d’aplicacions;
d’altra banda, s’obvien en gran mesura alguns dels inconvenients de varis test usats en aquests
tipus d’estudis de genotoxicitat, al mateix temps que es guanya en sensibilitat

El comet test, des de que Ostling & Johanson al 1984 van desenvolupar-ne els inicis de la
metodologia que mesura danys al DNA utilitzant una electroforesis en gels d’agarosa per a
cel-lules individuals, i Singh i col-laboradors (1988) va establir-ne les condicions alcalines,
incrementant la seva sensibilitat per a detectar trencaments de cadena simple (SSB; potser no son
les lesions més interessants, ja que es poden reparar de manera molt rapida i no es considera com
a una significativa mutaci6 letal o mutagena; Collins et al.1997a), de cadena doble (DSB), i llocs
alcalino-labils (molts agents genotoxics no causen trencaments de cadena de manera directe, sin6
que poden causar altres tipus d’alteracions, com danys a les bases del DNA: pot haver
saturacions als anells que poden causar la desestabilitzaci6 dels ponts i de 1’estructura de la helix,
formaci6 de residus de desoxiriboses sense bases, danys causats pels radicals OH, etc...; totes
aquestes lesions constitueixen els llocs alcalino-labils, degut a que es poden convertir en
trencaments sota condicions alcalines; Friedberg et al.1995); des de llavors fins ara, ha sigut
utilitzat cada cop més, com a un metode per a detectar o valorar substancies genotoxiques (Rojas
et al. 1999; Tice et al.2000), i la técnica ha anat variant per a augmentar els ambits de 1’us 1 les
seves aplicacions en aquests ultims anys. Sent ara un assaig molt utilitzat per tots els avantatges
abans comentats. Essent aplicat en estudis tant in vivo com in vitro, sobre mostres de molts tipus
de teixits de diversos animals i plantes, i molts diferents tipus de cultius cel-lulars. Permet
avaluar la genotoxicitat de moltes substancies quimiques (ex: Ribas et al. 1995; Sasaki et al.
1997a,b-1999-2000; Tsuda et al.2000; Frenzilli et al.2000), i de metalls (Van Goethem et
al.1997). Es utilitzat en estudis clinics, human biomonitoring, (Olive et al.1999; Kassie et
al.2000, entre molts altres); en environmental monitoring (review de Mitchelmore et al.1998); en
estudis de reparacié del DNA (Visvardis et al. 1997; Wojewodzka et al.1997;Bock et a.1998;
Myllyperki6 et al.2000,entre d’altres). S’aconsegueix detectar amb les diverses variacions de la
técnica, a més dels trencaments de cadena doble i senzilla, i els llocs d’escissié en la reparacio,
DNA-crosslinks (Pfuhler & Wolf,1996; amb una petita modificaci6 del comet Merk &
Speit,1999; Merk et al.,2000, Tice et al.2000;etc...), i llocs alcalino-labils, en els que s’ha
aconseguit detectar mutacions especifiques amb la utilitzacié d’enzims com 1’Endonucleasa III,
Endo III, que detecta pirimidines oxidades i llocs apurinics i apirimidinics (AP); la
formamidopirina glicosilasa, FPG, que detecta 8-OH guanines 1 altres purines danyades (Collins,
2000); 1 altres enzims que detecten mutacions voluminoses com UVDE (UV DNA damage
endonuclease, detecta: 6-4 fotoproductes, dimers de pirimidina) i UDG (uracil glycosylase;
detecta incorporacions erronies d’uracil) ([1]). Aixi doncs pot detectar amb la utilitzacid
d’aquests enzims, oxidacions concretes de bases, adducts i llocs apurinics que son alcalino-
labils, 1 es convertirien probablement en trencaments en condicions alcalines durant
’electroforesi; d’aquesta manera fa augmentar la sensibilitat de la técnica. La utilitzacid del
comet test pot derivar també cap a estudis de reparacié cel-lular del DNA (ja comengats per
Singh et al.1988), perd que no és fins ara recentment que reprén un interés més elevat, ja que
aquesta técnica detectaria no sols els trencaments de cadena causats directament per la substancia
toxica sind també els trencaments causats en els processos de reparacio de les lesions provocades
per aquestes substancies. També hi ha estudis en relacié a apoptosi i necrosi amb 1’as d’aquesta
técnica. (Les seves aplicacions es recullen en varis reviews, el més recent seria Tice et al.2000).
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Aquesta major versabilitat del metode, respecte a altres tests de genotoxicitat, permet
aplicacions de gran interés en ecotoxicologia, com ara la proposada per Hooghe et al.(1995);
Verschaeve & Gilles (1995) i més tard Salagovi¢ et al.(1996). Aquests autors van posar de
manifest la possibilitat de la utilitzaci6 de lumbricids com a prospectors extraordinariament
eficacos del medi edafic, mantenint-los per un periode de 48 hores en mostres del sol a estudiar i
aplicant a continuacié el Comet Test a una suspensié de celomocits, obtinguda per un metode
que permet la recuperacio de I’animal (Eyambe et al.1991), aplicacié que també ens ocupa en
una part d’aquesta tesi. Com també hi ha altres estudis de contaminacio en medi terrestre en varis
tipus de mamifers, sobretot rosegadors, tot i que aquests estudis son més de toxicologia de
laboratori en ratolins, rates i hamsters xinesos, que no d’ecotoxicologia, dels que encara n’hi ha
pocs. Un exemple en animals salvatges, son els estudis de DaSilva et al.(2000a,b,c) en Ctenomys
torquatus. També hi ha ja treballs en plantes (com Vicia fava, Allium cepa, Nicotiana tabacum,
etc...), 1 en contaminacio d’aigiies, utilitzant mostres de peixos (truites, carpes, etc..), poliquets
(Nereis virens), mol-luscs (Mytillus edulis, Patunopecten yessoensis, Crassostrea virginica,
etc...) algues marines unicel-lulars (Chlamydomonas reinhardtii, etc..), cap grossos (de Bufo
americanus, Rana clamitans, Rana pipiens, etc..), 1 estudis també del risc genctic dels
contaminants en cetacis (Taddel et al.2001). Un recull de varis tipus de contaminacio, i resultats
en diveres espécies es resumeix al review de Rojas et al.(1999), i Cotelle & Ferard (1999).
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El comet test pero, té I’inconvenient de que al ser una técnica bastant nova, no ha estat
estandarditzada encara, i hi ha variacié del protocol en diferents laboratoris. Un resum del
protocol que he utilitzat, (pot haver variacions amb altres autors en quant als temps, composicio
dels reactius, colorants, nombre de comets comptats, etc..., perd els passos generals son els
mateixos) és:

Comet Assay (SCGE)

Obtencid de la Preparchlo d? les
iy ‘on portaobjectes.
cel-lular p ]
Il
Lisi alcalina

pH:10 (1 - 2 hores)

Observacié {1
i
comptatge Desenrotllament en solucio alcalina
pH:13.3 (20 - 40 minuts)

a o

Electroforesi alcalina
pH:13.3 (20 - 40 minuts )
25v, 300mA

Tincid
(Dapi o bromur d’etidi)

T L1

Neutralitzacié
pH:7.5 (tres rentats de 5
a 10 minuts)

Durant els diferents experiments de la tesi, ens trobarem variacions en el protocol, per diverses
raons. Com ja havia comentat anteriorment, aquesta técnica és relativament nova, la seva
utilitzacié no ha estat encara estandarditzada igualment com el protocol, I’avang i innovacions en
aquest test €s molt rapid ja que el seu s s’esta incrementant enormement en els ultims anys. He
hagut d’anar afegint canvis en el protocol durant la realitzacié dels meus estudis; no sols perque
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s’ha d’anar modificant per a millorar la técnica, sind també perque cada cop es pot utilitzar en
més diferents tipus de teixits 1 cel-lules, 1 per cada una cal alguna variacié o adaptacié de la
técnica tant en la preparacio i obtencio de les mostres, com en el procés. Va variant doncs també
per la quantitat de nous usos que es poden donar a la técnica, que es van descobrint a mesura que
s’utilitza més 1 més. En cada laboratori es fa servir la técnica adaptada a les seves mostres i
necessitats, aixo fa que trobem petites variacions en el protocol dels diversos laboratoris d’arreu
del mon. Degut també a que aquesta técnica €s sensible a varis factors, no es pot dur a terme de
la mateixa manera en els diferents llocs. Com que una part del meu estudi s’ha realitzat en un
altre laboratori, hi ha hagut variacions també en el protocol del test. Variacions que ja aniré
comentant en els segiients capitols.

Tot 1 que el primer pas, molt important, i que comporta una gran dedicacié de temps, va
ser la posada a punt de la técnica i la preparacio de tot el material i equip necessari per dur-la a
terme, 1’estudi principal es centraria, doncs, en 1’avaluacio de la possible contaminacié de tipus
genotoxic causada per I’abocador de Garraf, en el ratoli de bosc (Apodemus sylvaticus), i en cucs
de terra (Allolobophora caliginosa), ambdues especies autoctones, abundants i d’amplia
distribucié. I la comparacié d’aquests resultats, pel cas dels ratolins, amb els obtinguts per una
técnica ben establerta en aquest tipus d’estudis com ¢és el Test dels Micronuclis (MNT), ja que el
Comet Test, malgrat la seva creixent popularitat i dels avantatges que presenta, no compta encara
amb un recolzament experimental tan ampli com el MNT, ni es troba per ara contemplat en les
normatives oficials. Com havia comentat anteriorment, pels estudis de contaminacio6 cal aplicar
una bateria de test no sols perqué cada técnica pot mesurar uns tipus concrets de mutacions, sind
també, perqueé una técnica pot ser més sensible que una altra, (depenent també del cas, la
substancia, etc..). Aquesta és una altra ra6 per preferir utilitzar dues técniques de genotoxicitat en
el cas dels ratolins.

Durant la realitzacié dels experiments han sortit algunes qiiestions metodologiques o a
nivell molecular o funcional que podien emmascarar els resultats obtinguts per aquest assaig,
com podia ser la interferéncia de la divisié cel-lular, o el possible fals positiu causat per la
observacio de les imatges apoptotiques (temes actualment encara en discussidé per diferents
investigadors), 1 que han fet derivar I’estudi cap a la investigacidé d’alguns d’aquests fets tan
importants per I’assentament i acotament de la técnica. Aixi mateix s’ha fet altres estudis per a la
validaci6 de la técnica amb la comparacié amb altres técniques ben establertes (com el Test dels
Micronuclis) 1 amb la utilitzacié de substancies genotoxiques conegudes per a la comprovacid de
la metodologia 1 per I’avaluacié de la genotoxicitat d’aquestes substancies amb aquest test. S’han
realitzat experiments sobre contaminants com el Benzoa(a)pire, fibres d’asbesto, aflatoxines
(estudis no presentats en aquesta tesi) i 1’0xid d’estir¢ a nivell de laboratori, per veure i comparar
els resultats de la técnica a diferents concentracions d’una substancia conegudament genotoxica
,1 la cinética de reparacid, com a una altra aplicacié de la utilitzacioé del Comet test. Tot i que per
a la credibilitat de 1’0s d’aquesta técnica en estudis de genotoxicitat n’hi hauria prou ara amb la
cerca de la bibliografia actual, ja que des que vam comengar aquest estudi fins ara ha augmentat
d’una manera espectacular el seu Us, i es pot dir que actualment és molt utilitzada ja en molts
laboratoris d’arreu del mén, com a una bona técnica per a la mesura de la genotoxicitat (malgrat
algunes discrepancies en algun cas), a nivell de laboratori, en estudis de contaminacié ambiental,
estudis de reparacio del DNA, etc...Com ja he comentat, encara caldria una revisio de la técnica 1
sobretot una estandarditzacio i reconeixement oficial d’aquesta.




Introduccié General 8

D’aquesta manera, el treball presentat en aquesta tesi, s’ha basat - seguint en la linia dels
estudis d’ecotoxicologia que duu a terme el nostre grup de recerca, en el que es pretén en part,
avaluar la contaminacid6 ambiental a determinades zones en un tipus concret d’exposicid
contaminant - en la utilitzacio i la valoracid de 1’0s de la técnica del Comet Test per a la mesura o
avaluaci6 en el medi ambient, de la possible contaminacidé per xenobiotics, en aquest cas amb
efectes genotoxics en els especimens estudiats, com també la posada en funcionament del test
previament, 1’avaluacid dels seus problemes, validacid, mesura dels efectes genotoxics de
determinades substancies, i altres aplicacions com estudis de reparaciéo de DNA , etc...

Hipotesis:

- El Comet Test pot ser utilitzat per estudis de deteccid6 de genotoxicitat en el medi
ambient, en el cas concret de I’abocador de Garraf, amb la utilitzacié de I’ espécie de
ratoli de bosc (Apodemus sylvaticus)

- El Comet Test pot ser utilitzat per estudis de deteccié de genotoxicitat en el medi
ambient, en el cas concret de 1’abocador de Garraf, amb la utilitzacié d’espécies de cucs
de terra.

- Apodemus sylvaticus seria un bon bioindicador per aquest tipus de contaminacié en el
medi ambient.

- Allolobophora caliginosa €s un bon sentinella de la contaminacié genotoxica en el medi
ambient.

- Hi ha diferéncies entre les zones d’influéncia de 1’abocador i les zones control, detectant
més dany al DNA en les zones més contaminades. Considerant que hi hagi un gradient de
contaminacié descendent des de les zones més properes, a les més allunyades de
I’abocador, trobariem també la mateixa relacid en dany al DNA detectat pel Comet
Assay.

Aquestes van ser les hipotesi inicials del treball a respondre. Perd a mesura que he anat fent
I’estudi, com ja he comentat anteriorment, han sorgit noves branques d’estudi, de les quals van
plantejar una série d’hipotesi que ja aniré anomenant en el corresponent capitol. Algunes de les
quals son:

- El comet test, pot ser utilitzat per a mesurar contaminacid genotoxica causada per metalls
pesants en cucs de terra exposats a terres contaminades pel vessament de la mina
d’Aznalcollar?.

- La divisi6 cellular, interfereix d’alguna manera en els resultats del comet test,
augmentant el nombre de comets quan hi hagi un nivell de divisi6 major?.

- El comet test pot mesurar falsos positius en la interferéncia causada per les imatges
apoptotiques?. Hi ha unes imatges concretes per les figures apoptotiques?.
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Objectius:

- Establir i validar la utilitat del Comet test aplicat als limfocits dels rosegadors per a la
deteccio de mutagens en el medi terrestre.

- Establir i validar la utilitat del Comet test aplicat als celomocits dels anel-lids per a la
deteccio de mutagens en el medi edafic.

- Estudi de la contaminacié produida per 1’abocador de Gava mitjancant la utilitzacio del
Comet test (en A.sylvaticus 1 A.caliginosa), 1 del Test dels Micronuclis (en A.sylvaticus).

- Estudi de la contaminacio6 produida pel vessament de les mines d’Aznalcoéllar, mitjangant
I’aplicaci6 del Comet test en Allolobophora caliginosa.

- Estudiar la possible interferéncia de la divisié cel-lular en la interpretacié dels resultats
del Comet test, quan es treballa amb poblacions no quiescents.

- Estudiar la possible interferéncia de les imatges apoptotiques 1 necrotiques en la
interpretaci6 dels resultats del Comet Test, 1 intentar diferenciar el tipus d’imatge obtingut
en un i altre cas .

- Comprovacié de la mesura de la técnica per a detectar diferents concentracions d’una
substancia genotoxica.

- Estudi d’altres noves aplicacions de la técnica per a mesurar la genotoxicitat directa o
indirectament amb la mesura de la cinética de reparacio.

Incis:

Durant I’escriptura de la tesi, igualment durant tot el temps d’experimentaci6 , m’he trobat amb
el problema de la nomenclatura, de vegades les traduccions no son del tot exactes, precises,
adequades o encertades, sin6 aproximades, al mateix temps poden portar a confusions, o inclus el
seu Us traduit és moltes vegades dificil pel fet que costi acostumar-se al “so” de la traducci6 o a
aquest intent d’aproximaci6. Per aixo he preferit utilitzar termes del vocabulari propi del tema en
angles, de forma barrejada amb el catala, m’ha semblat més convenient, i adequat.

Voldria comentar I’especial émfasi en 1’explicaci6 detallada de la técnica del comet test i
la seva discussio durant tota la tesi; al tractar-se d’una técnica totalment nova al nostre laboratori,
1 no gaire estabilitzada, en el sentit que va variant en els diferents experiments que presento, tal
com va variant en els diferents laboratoris segons les diferents aplicacions i les millores en la
realitzacio que es van presentant, com també la propia diversitat que hi ha entre els laboratoris en
quan al protocol degut a una falta d’estandarditzacié de la técnica, cosa que fa molt necessari per
a la comparacié entre els diferents laboratoris I’explicacié molt detallada de la metodologia
(Speit & Hartmann 1999). Aixi doncs trobo que es fa necessari fer una discussio pas a pas, i per
aixd presento la discussid metodologica pertinent alla on he considerat necessaria, sobretot
exposant-la en I’apartat de material i métodes un cop comentat el protocol seguit.
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Abreviacions més utilitzades, segons termes teécnics, substancies 1 reactius utilitzats:

SCGE....... Single Cell Gel Electrophoresis Assay = Comet Assay = Comet Test
MNT:....... Test dels Micronuclis.

SSB: ......... Single Strand Breaks: trencaments de cadena senzilla.
DSB.......... Double Strand Breaks: trencaments de cadena doble.
ALS:......... Alkali labil sites. Llocs alcalino-labils.

IC:........... Comet Index

EA:.......... Early apoptotic. Cél-lules en estadis inicials d’apoptosi.
LA:......... Late apoptotic. Cel-lules en estadi d’apoptosi més avancada.
N Cel‘lules en necrosi.

Endo III:.. Enzim Endonucleasa III. Detecta: 8 oxo-dG, 7 methyl guanine, 5-OH- cytosine,
5OH-uracil.

FPG: ........ Enzim Formamidopyrimidine-DNA  Glycosilase. Detecta:  Thymine glycol,
dihydrothymine, dihydroxydihydrothymine, uracil glycol.

UVDE: ... Enzim UV DNA damage endonuclease. Detecta: 6-4 fotoproductess, dimers de

pirimidina.
UDG......... Uracil glicosilasa. Detecta: uracil incorporat incorrectament.
SO:........... Styrene oxide, 0xid estire.
DMSO: .... Dimetil sulfoxid.
PBS:......... Phosphate buffered saline, tamp6 pH:7.3

GGE........ Guaiacol Glyceril Ether
DAPI........ 4’ ,6-diamidine-2-phenylindol dihydrochloride.
BS:........... sérum bovi
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Capitol 1

1. AVALUACIO DE LA POSSIBLE CONTAMINACIO DE TIPUS GENOTOXIC
CAUSADA PER L’ABOCADOR GARRAF.

1.A. Introduccio:

L’Abocador de Garraf, situat en aquest massis, en el Municipi de Gava, recull la major
part dels residus urbans de tota la ciutat de Barcelona i de les seves rodalies (uns tres milions
d’habitants), corresponent a una mitjana de volum diari de residus d’1,3 Kg per habitant (segons
els censos de residus municipals de I’any 1999, Junta de Residus, [3]), dels quals, a prop d’un
mili6 de tones d’escombraries anuals es dipositen a 1’abocador de Garraf (segons les
estadistiques dels anys 94-98,[2]).

Inaugurat el 1974 ha estat envoltat de polémiques sobre la seva possible contaminacio i
el seu tancament, i actualment arribant ja al seu limit de capacitat, haura de ser incorporat a
I’estructura paisatgistica del parc del Garraf després de la seva clausura.

El fet que estigui situat al Massis del Garraf, un massis carstic amb una geologia Unica a
Catalunya i amb una fauna i flora caracteristiques i valuoses, actualment protegides per la
constituci6 del Parc Natural del Garraf, i el fet que és un abocador de grans dimensions i molt
important degut a la quantitat de deixalles que rep, fa que requereixi una especial atencid, en
quan als seus efectes sobre el medi ambient.

L’abocador esta situat a la Vall de Joan, aprofitant la forma de la vall com a receptacle
per a I’emplagament d’aquest, adquirint aixi 1’estructura tipica d’un abocador convencional. En
la disposicié d’un abocador, calen estudis previs de la geologia per veure que sigui una zona
bastant impermeable junt amb altres caracteristiques geologiques i hidrologiques de la zona i
rodalies, i calen també estudis d’impacte ambiental. Tot i aixi, normalment, les zones on han
d’ubicar un diposit controlat de residus, reben un tractament d’impermeabilitzacié usualment
amb argiles compactades i/o gunita; en el cas de I’abocador de Garraf, aquest té una
impermeabilitzacié amb gunita i una emulsié bituminosa (;), i també una part amb argiles. Les
escombraries es van posant en capes cobertes per terra, es fan unes capes de no més de dos
metres i son recobertes per varis centimetres de terra, formant una estructura com de cel-les, ja
que es fa tot un sistema de drenatge per a recollir els lixiviats que es formen degut a les humitats
propies de les deixalles, al seu procés de descomposici6 i1 a I’aigua de pluja que percola per les
escombraries. Els lixiviats son canalitzats cap una piscina, on seran tractats per processos
biologics o seran transportats a una planta de tractament d’aigiies residuals, com és aquest ultim,
el cas de I’abocador de Garraf. A tot el voltant de 1’abocador es fan uns canals, unes cunetes
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perimetrals externes per recollir I’aigua de pluja dels voltants de 1’abocador 1 impedir aixi, que
entrin a ’abocador i1 causin més volum de lixiviats, 1 uns altres canals perimetrals interns, que
recullen les aigiies caigudes a la platafoma i talussos de 1’abocador i que es canalitzen també cap
a una bassa de lixiviats, com a aigilies semi-netes, per desviar tant com es pugui les aigiies
caigudes sobre I’abocador, i evitar aixi la formaci6 de més volum de lixiviats altament
contaminats. Els abocadors també disposen d’una xarxa de tubs porosos els quals recullen els
gasos que es provoquen durant la descomposicid anaerobica, que causen un altre tipus de
contaminacio.

Malgrat les mesures adoptades per a evitar tot el possible les contaminacions que puguin
causar els diposits controlats de deixalles al seu entorn, aquestes no son suficients moltes
vegades, i la contaminaci6 €s evident. Es pot tenir en compte que quan es posa en funcionament
qualsevol tipus de sistema per solucionar un nou problema,(com serien els residus en aquest cas),
tot 1 les mesures preses per reduir les complicacions que es puguin produir, les previsions de
I’impacte ambiental que hi pugui haver, i la comparacié amb altres llocs que hagin dut a terme ja
aquest sistema anteriorment, moltes vegades es van detectant els problemes durant el
funcionament d’aquests sistemes i no préviament. Un abocador comporta una contaminacid, no
sols pel fet que suposa una acumulacio de tones de residus en una vall, la preséncia de gasos i
I’augment de temperatura degut als processos de descomposicio, les olors, I’impacte visual,
etc..., sind també per possibles escapaments de contaminants, degut a I’arrossegament superficial
per 1’aigua o I’escolament i infiltracié a través dels residus de les aigilies contaminants cap als
aquifers subterranis degut a algun problema en la impermeabilitzacid, o afectant els cursos
superficials degut a un vessament dels lixiviats, sobretot en ¢époques de pluges en que encara que
el volum de lixiviats que es produeix sol ser considerable, augmenta molt en aquests periodes.
Tot aix0 pot alterar d’alguna manera I’ entorn de 1’abocador. Actualment, I’abocador de Garraf té
dues basses de lixiviats; quan es van comencar les captures dels ratolins, la segona estava en
construccio.

El tipus de deixalles urbanes (RSU, residus solids urbans) més corrents son la matcria
organica, papers, cartro, plastics, fustes, metalls, cendres, runes, residus téxtils, metalls, vidres, i
altres varis, procedents de activitats de tipus domestic, comercial, de serveis, sanitaries, de
neteja, 1 de ’abandonament de mobles, estris, electrodomestics, vehicles, restes organiques de
podes de jardins, etc.. ((;) 1 (2)). Aquestes serien les principals deixalles que es dipositen a
I’abocador; tot i haver una reduccié de diversos d’aquests tipus de residus en aquests ultims
temps pels plans de reciclatge de vidres, plastics, papers i cartrons, de la recollida selectiva de
piles i altres substancies contaminants, la posada en marxa de deixalleries, plantes de
compostatge (que redueixen considerablement una part de la quantitat de matéria organica que
anava als abocadors), i incineradores, etc... perd encara el volum que arriba als abocadors
continua essent considerable.

L’abocador de Garraf tenia previst el seu tancament en 25 anys (1), perd sembla ser que
s’ha allargat una mica el seu temps de vida degut a la seva importancia i necessitat. Amb
I’arribada d’uns 600 camions diaris a la planta de Viladecans (¢s un punt de transferéncia
intermitja, on seleccionen, compacten, i es tracten primerament els residus). Es una planta de
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triatge d’on en surten continuament catorze camions durant tot el dia cap a 1’abocador, aixo
indica la seva important activitat diaria.

En el nostre estudi ens interessa el tipus de contaminacié degut als lixiviats. Tal com
descriu J.Feliu Badalé ( en (;) ), els lixiviats son des del punt de vista quimic, unes aigiies
residuals amb concentracions de contaminants superiors en diversos ordres de magnitud a les
“habituals”. Els lixiviats es poden escapar per diverses vies de I’abocador. El tipus més corrent
de contaminacié en els lixiviats procedents d’un abocador d’aquestes caracteristiques, serien:
Hidrocarburs aromatics, PCBs, diversos metalls pesants (CrVI,Cu,Pb,As,Hg,Fe,Ni,Co), cianurs,
sulfurs, nitrats clorurs, amoniacs, sulfats, nitrats, etc.... Es conegut que una alta concentracio
d’aquestes substancies contaminants pot provocar problemes en la salut dels éssers vius, que
poden derivar a variacions en el comportament, en la reproduccid, o causar una mortalitat
prematura, entre d’altres efectes; alguns d’aquests contaminants poden arribar a causar
mutacions. Es important doncs, condixer el nivell d’exposicié i 1’impacte de substancies
genotoxiques en el medi ambient. Ja que aquestes substancies estan molt estretament
relacionades amb fenomens d’alteracions que poden conduir a efectes carcinogens, o tambg,
degut a la gran reactivitat d’algunes d’elles, poden contribuir a respostes toxiques, que inclouen
els defectes hereditaris a través de mutacions en linies germinals i efectes teratogenics. Tots
aquests fets, sobretot els que afecten a la reproduccio poden tenir un impacte important a nivell
poblacional, (Mitchelmore & Chipman, 1998). Cal pero, tenir en compte que la quantitat
d’aquestes substancies que pot haver en el medi ambient, pot quedar diluida, distribuida de
diferent manera. La seva interaccio 1 disponibilitat, pot ser molt variable i complexa, per tant, €s
molt dificil avaluar el nivell de contaminaci6 assolit, i les seves repercussions sobre els éssers
vius en aquest tipus d’estudi.

En aquest treball doncs, es pretén, fer una primera valoracié o avaluacié de la possible
contaminaci6 de tipus genotoxic degut a la preséncia de 1’abocador, (tenint en compte que s’han
utilitzat dues técniques - Test dels Micronuclis i SCGE — i mostres de dues espécies, Apodemus
sylvaticus 1 Allolobophora caliginosa, es podria considerar un abordatge parcial a 1’estudi sobre
aquest tipus de contaminacid a la zona, perd al mateix temps és important pel fet que pot
contribuir al coneixement de la situacid i obrir el cami a posteriors treballs, i en el que, a més,
veurem que ens servira pel que preteniem, fer una primera avaluacid de la situacid). Les
informacions relatives a [’exposicidé d’animals domestics o salvatges a determinades
contaminacions, permeten per una part, coneixer millor el risc que presenten per aquestes
poblacions animals, 1 per altra, posar en relleu i controlar el risc que corre la salut dels humans, i
el seu entorn, considerant en aquest cas, als animals com a sentinelles, (Keck, 1991).

En alguns estudis en animals de laboratori amb la versi6 alcalina de la técnica del Comet
test, utilitzada per a detectar carcinogens, es va veure que la seva sensibilitat era del 82%, i
I’especificitat del test per detectar substancies no-carcinogenes era del 83%. Mentre que,
avaluant substancies considerades positives com a carcinogéniques per el test d’Ames, la
sensibilitat del Comet test augmentava a un 94% (Tice et al.2000). Aix0 ens faria pensar en que
¢s molt valid per a mesurar la possible contaminacié genotoxica, i aixi ho podriem aplicar al
nostre estudi. Cal perd tenir en compte que treballem en especies salvatges, per una part,
rosegadors 1 per ’altre invertebrats, els quals poden reaccionar de diferent manera (ex: diferent
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estatus d’antioxidants de 1’organisme, sistemes de reparacid, etc...), poden estar exposats de
manera diferent, i com ja he comentat, en el medi ambient pot haver molts altres factors que
influeixin en la concentracid, disponibilitat , etc... dels toxics. A més, també cal tenir amb
compte que la genotoxicitat no esta limitada als contaminants exogens, hi ha una part de dany
oxidatiu endogen que pot donar un valor basal de dany i pot estar relacionat amb la induccié de
tumors en alguns casos (Mitchelmore & Chipman 1998; i Collins et al.1997b).

Cada vegada més, s’esta buscant i recomanant fer servir metodologies alternatives a I’is
d’animals d’experimentacid, perd no sempre €s possible fer estudis del medi ambient sense la
utilitzacié de mostres animals, es vol intentar fer un Us tan petit com sigui possible d’aquestes,
mirant de reduir sempre tot el que es pugui, el nombre d’animals utilitzats, buscar técniques
alternatives que no comportin el sacrifici de I’animal, i1 en cas que calgui el sacrifici d’aquest,
intentar aprofitar al maxim totes les mostres possibles de 1’individu, 1 dur a terme totes les proves
que es puguin per a I’avaluacié de la contaminacié. En aquest estudi doncs, s ha recollit el minim
nombre d’animals possible, s’han utilitzat unes técniques per 1’avaluacié de la contaminacio
genotoxica, mesurant el dany al DNA, técniques que impliquen una petita quantitat de mostra, en
el cas dels ratolins s’ha extret una mica de sang amb cura de perjudicar el menys possible
I’individu, i s’ha alliberat un altre cop al medi.

Un dels altres meétodes alternatius a la utilitzacio de vertebrats en 1’experimentacio, és la
utilitzacié de cultius cel-lulars, invertebrats o plantes. En els treballs presentats en aquesta tesi
s’han utilitzat les dues primeres opcions. Aixi doncs, en I’estudi dels possibles efectes
contaminants de 1’abocador sobre els éssers vius, s’ha utilitzat un lumbricid, en aquest cas:
Allolobophora caliginosa, ja que és una espécie autoctona, ampliament distribuida 1 molt
abundant. I perqué¢ degut a que son uns prospectors del sol, poden donar una idea de com pot
afectar aquest tipus de contaminaci6 en un altre nivell de 1’escala trofica, i si realment servis com
un bon bioindicador de contaminacid, seria una bona alternativa a la utilitzacié de vertebrats en
aquest tipus d’analisi, i de la mateixa manera donaria una opcié6 més senzilla i rapida, i no tan
invasiva, en aquest tipus d’estudis de contaminacio. Aixi en aquest capitol hi ha 1’oportunitat de
comparar els resultats obtinguts per aquesta espécie i pel ratoli de bosc, i poder veure com afecta
la possible contaminacio de 1’abocador a dos nivells diferents de la cadena alimentaria.
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1.1. ABOCADOR GARRAF - APODEMUS SYLVATICUS

Avaluacié de la possible contaminacio de tipus genotoxic causada per 1’abocador de
Garraf, en mostres de sang de ratoli de bosc (Apodemus sylvaticus)

1.1.a. Introduccio:

El ratoli de bosc (Apodemus sylvaticus, O.Rodentia, Fam. Muridae) es distribueix per tota
Europa. Habita al nord oest d”Africa i penetra a Asia Central fins el Nepal. Es pot trobar arreu de
la Peninsula Ibérica ja que viu des de la vora del mar fins a 1’alta muntanya pirinenca, amb
oscil-lacions de densitat poblacional segons I’habitat, (HNPC). Si bé és una espécie ubiqiiista i té
poques limitacions ambientals, a Catalunya es presenta com una especie fonamentalment
boscana, els seus habitats preferits son les zones marginals dels boscos caducifolis, pinedes i
alzinars. També les bardisses, brolles, i marges de pedra afavoreixen la seva preséncia. En les
terres baixes, habita enmig de la vegetacié ruderal i a les zones alpines, als boscos de pi negre,
pero en menys densitat.(Gosalbez ,1987).

La seva alimentaci6 és molt variada, de régim practicament omnivor, encara que la porcid
vegetal és molt important, basada en tot tipus de llavors 1 fruits; menja aglans, pinyons, baies i
tota mena de gra. A la primavera i estiu complementa la seva alimentacié amb la captura de
petits invertebrats (fonamentalment cucs, cargols, insectes tant en forma larval com adulta i
aracnids. (HNPC; Gosalbez ,1987).

El seu cicle reproductor presenta variacions dependents de les condicions ambientals
(Gosalbez,1987), com serien les condicions climatiques i la disponibilitat de determinats
recursos al medi. En estudis dins de Catalunya s’ha vist diferéncies en les poblacions dels
Pirineus 1 les zones mediterranies, essent un cicle més curt i més estacional en el primer cas, i
amb dos maxims d’activitat en el segon cas (un maxim a la primavera i I’altre a la tardor). La
mitjana d’embrions per gestacio esta en 4.6 (2-11), (HNPC).

La mitjana del temps de vida d’aquesta espécie es calcula que no ultrapassa als 18 mesos,
rarament sobreviuen el segon hivern (Gosalbez, 1987). Els animals capturats han estat
majoritariament adults.

Hem escollit, entre les nostres especies d’estudi, I’Apodemus sylvaticus, el ratoli de bosc,
perque esta molt ampliament distribuit (com he comentat anteriorment), és molt abundant, i pot
servir com a un bon indicador en I’avaluacié de contaminacié ambiental. (Gorriz et al. 1994,
1996).

Com a una petita part de la investigacié6 de I’impacte de 1’abocador sobre el medi
ambient, hem centrat el nostre treball en I’us de dos assaigs de genotoxicitat: El “Comet Test* (o
també anomenat “Comet Assay”, SCGE, “Single Cell Gel Eletrophoresis Assay”, asssaig
d’electroforesi de cel-lules individuals en gels d’agarosa) i el Test dels Micronuclis (MNT).
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Essent aquest, un tema d’actualitat, novedos en 1’s del SCGE per aquest tipus d’avaluacio
medioambiental en animals salvatges, i essent un estudi de molta importancia avui dia, ja han
aparegut els primers treballs similars als nostres combinant la utilitzacié d’aquestes dues
tecniques en rosegadors salvatges per 1’estudi de la contaminacié de tipus genotoxic en el medi
ambient, com son els treballs de DaSilva et al.(2000a,b,c), i se n’estan duent a terme d’altres.

Aixi com el test dels Micronuclis és utilitzat des de fa molts anys en estudis de
toxicologia genetica, és un test molt ben establert, i el seu Us en ecotoxicologia és més usual (uns
exemples serien Ieradi et al.1998; Degrassi et al.1999; i més quan ha estat modificat recentment
per a dur-lo a terme en altres tipus cel-lulars, solventant aixi la limitacié de 1’s concret d’un sol
tipus cel-lular, alguns exemples en estudis d’ecotoxicologia en altres tipus cel-lulars: Steinkellner
et al.1999, Lucero et al. 2000, com en estudis de genotoxicitat en laboratori: Garaj-Vrhovac &
Kopjar,1998; Kasuba et al,1999; Matsuoka et al. 1999; Pitarque et al.1999a, entre molts d’altres),
pel que fa al Comet Assay és innovadora la seva utilitzacido en aquest ambit, en estudis de
contaminaci6 de tipus genotoxic en el medi ambient en animals salvatges. Perd esta augmentant
rapidament la seva aplicacid per aquest tipus d’estudi en diferentes espécies animals i en
diferents casos de contaminaci6é ambiental. Un recull d’exemples es dona en els reviews de Rojas
et al.(1999) i Cotelle & Ferard (1999). Per tot aixo es pot pensar en que aquesta técnica sera cada
cop més utilitzada en aquests tipus d’estudi pels resultats tan prometedors que es presenten, i per
les avantatges de simplicitat, rapidesa i economia del SCGE.

Els resultats obtinguts en aquest capitol es podran sumar i comparar més endavant als
aconseguits per altres treballs del nostre grup, que han utilitzat unes técniques diferents (com
serien tecniques histologiques, de microscopia electronica i de mesura de metalls pesats) per a
valorar possibles patologies que es poguessin associar amb la contaminacié causada per
I’abocador de Garraf, (dades no publicades encara).

Hipotesi:

- El ratoli de bosc es pot considerar una bona espécie sentinella en aquest tipus d’estudi
medioambiental.

- El Comet Test realitzat en sang circulant d’ 4.sy/vaticus ens servira com a indicador dels
possibles efectes a nivell de genotoxicitat en els individus d’aquesta especie que habiten
als voltants de I’abocador, respecte els que viuen en una area control.

- Les zones considerades contaminades (les zones afectades per 1’abocador, A,B,C)
mostraran diferéncies amb les zones considerades control (D), en les quals, el dany al
DNA mesurat amb el Comet Test, sera menor.

- Les zones B,A,C, per ordre de la que considero de més a menys contaminada, tindran
tamb¢ aquest ordre de relacio de més a menys dany al DNA mesurat amb el Comet Test.

- S’espera els mateixos resultats en la realitzacié del Test dels Micronuclis que els
obtinguts pel Comet Test: trobar diferéncies entre les zones control i les contaminades, on
hi hauria una quantitat major de micronuclis en les ultimes anomenades, i més, quan més
properes a la font de contaminacio.
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Objectius:

- Posar a punt la tecnica del Comet fest en sang circulant de ratoli de bosc.

- Capturar ratolins a diferents zones d’exposicido de 1’abocador de Garraf, i en una zona
considerada control.

- Comparar els resultats de les zones afectades per 1’abocador i la zona control, per tal de
detectar les eventuals diferéncies entre el control i les zones possiblement contaminades, i
entre les diferents arees de I’abocador.

- Avaluar la possible contaminacid de tipus genotoxic provocada per la influéncia de
I’abocador, 1 si respon a un gradient de distribucié descendent a mesura que la zona
d’estudi s’allunya de I’abocador.

- Comparar els resultats obtinguts pel Comet test en les mostres de ratoli de bosc amb els
resultats del Test dels Micronuclis sobre les mateixes mostres d’individu.

- Avaluacio de la tecnica del Comet Test pel seu Us en aquest tipus d’estudis
medioambiental.

Pla de treball:

- Realitzacid de totes les proves necessaries per posar a punt la técnica del Comet test en
sang circulant de ratoli de bosc.
- Captura d’un nombre minim i adequat d’Apodemus s. en tres diferents zones d’influéncia
per I’abocador :
-zona A: a dalt de tot de ’abocador.
- zona B: sota la bassa de lixiviats.
- zona C: uns dos Km.riera avall sota la bassa de lixiviats.
- I captures en una zona considerada control, una zona neta, lliure de contaminacio, dins el
Parc Natural del Garraf:
- zona D.
- Realitzacio del Comet test en les mostres de sang circulant dels ratolins de bosc.
- Realitzaci6 del Test dels Micronuclis en mostres de sang circulant dels mateixos.
- Comparaci6 dels resultats.
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1.1.b. Material i Métodes:

Captures:

- Per a la captura del ratoli de bosc es van utilitzar les trampes tipus Sherman, (veure
Fig.1.1.6).

- Després de la prova de diversos tipus d’esquer, per intentar trobar el que millor anés per a
la captura d’un major nombre d’animals i fos al mateix temps el més comode possible
d’utilitzar, passant des de la utilitzacié de pa amb tonyina i oli, pa amb oli, torrades amb
oli, pipes 1 cacauets, es van fer servir trossos de pa fregit amb oli. Va resultar rapid, més
net 1 eficient, tot i que el que més influia en les captures era 1’época de I’any junt amb la
situacio de pluviositat o sequera.

- Es van col‘locar entre 60 1 80 trampes per zona. Es posaven cap a tltima hora de la tarda i
es recollien a primera hora del mati. Ja que és una espécie principalment nocturna, i
evitant aixi que 1’animal estés masses hores en la trampa, cosa que els podria provocar un
estrés enorme, i degut al seu rapid metabolisme, podrien morir per falta d’aliment o pel
fred, etc...

- Es distribuien pels marges seguint el curs de la riera de la vall de Joan, en les zones B i C,
ja que el que es pretenia era veure el possible efecte genotoxic en els individus que
s’alimenten 1 viuen prop de la influéncia de la contaminaci6 que pot provocar 1’abocador,
1 en aquest cas la zona que quedaria afectada pels escapaments de I’abocador serien els
voltants de la bassa de lixiviats, i seguirien la riera.

- Pel cas de la zona A, la zona de dalt de tot de ’abocador es van distribuir les trampes als
marges del voltant de I’abocador. Per poder veure I’efecte d’aquest sobre els ratolins de
bosc alimentats amb plantes dels voltants de [’abocador (tot i que podrien també
alimentar-se en el mateix).

- Per la zona control (D), es van triar zones considerades lliures de contaminants ubicades
tamb¢ al Parc Natural del Garraf. Una de les zones control va ser la vall de la riera Fondo
de Can Perers, a uns tres o quatre Km de la vall de Joan en linia recta, i la zona cap a
Begues a uns 6 Km de la riera de I’abocador.

- Es va considerar un numero minim de 10 ratolins per area d’estudi.

- Les captures es van dur a terme durant I’any 1998, per les proves de posada a punt la
técnica del comet test. I les definitives, van tenir lloc al 1999 i 2000 en les mateixes
epoques de 1’any, entre mijants marg i juliol (primavera-estiu).
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Fig.1.1.1: Vista general de 1’abocador de Garraf amb les arees d’estudi : A,B,C.

® Zone A : Top of the dump

® Zone B: Near to the lixiviate
pool
Zone C : Downstream from
the lixiviate pool

(Delgado et al., 2000)

- Un cop capturats els ratolins, s’anestesiaven lleugerament amb éter (Eter dietilic anestésic
estabilitzat amb 6 ppm de BHT Panreac, ref.192770). Es pretenia causar el menor dany

possible als animals.

- L’extraccié de sang es portava a terme un cop ben anestesiat I’animal, amb un capil-lar
heparinitzat, pel sinus orbital (Gorriz et al.1996). Es treia una quantitat de sang d’uns
0,2ml per individu. Un cop extreta la sang, es pesaven i es determinava el seu sexe,
llavors eren alliberats, i els ratolins podien marxar al cap d’una estona ben recuperats de

I’anestésia.

- Amb una gota de sang es feien els frotis i es fixaven amb calor per posteriorment fer la

tinci6 pel test dels Micronuclis.

- L’altre quantitat de sang era guardada en tubs Eppendorf heparinitzats, i mantinguts a 4°C
en una nevera fins a arribar al laboratori, on es duia a terme el Comet test de seguida,

com a maxim dues hores després de I’ extraccid de sang.

Teécnica del Comet Test

Protocol Comet Test (versio alcalina) en Sang Total:
(El protocol seguit és una modificacio del donat per Singh et al.(1988)).

Preparaci6 de la mostra:

- Amb la mostra de 0,2 ml de sang:

- Centrifugar la sang a 5000 rpm durant 6 minuts, per separar la fraccid cel-lular del

plasma.
- Treure el sobrenedant (el plasma en aquest cas).
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Afegir 1,4 ml de PBS (per aconseguir una dilucié 1:7 , per obtenir un nimero adequat de
cel-lules), PBS a1’1% 1 en fred.

Per fer un rentat, barrejar bé, centrifugar 6 minuts a 5000 rpm i treure el sobrenedant.
Afegir 20 ul de PBS 1%. Perqué em va caldre una altra dilucioé per obtenir un niimero
adequat de cel-lules per poder visualitzar-les bé pel microscopi i fer els comptatges, ja
que convé que no estiguin massa concentrades i juntes i tampoc que n’hi hagi poques
(Tice et al.2000); el numero ideal estaria entre 3x10* i 2x10° cél-lules per porta,
(Mckelvey-Martin et al.1993).

Barrejar bé, 1 d’aqui se’n treuen 10ul per barrejar-los amb 80ul d’agarosa de baix punt de
fusio (LMP).

Preparacio6 de les capes d’agarosa:

Primera capa: En portaobjectes rugosos (son un tipus especial de portaobjectes rugosos
en tota la seva superficie, no esmerilats sind rugosos, ja que 1’esmerilat és massa fi i
també¢ relliscarien les capes o no s’hi adheririen bé) es fa una primera capa de 110ul
d’agarosa de punt de fusid normal (Agarose eletrophoresis grade, GIBCO BRL,
Ref.15510-019) a I’1% amb PBS. Per tal d’aconseguir una capa plana i homogenia es
posa un cobreobjectes de 24x60mm i es col-loquen els portaobjectes en fred, en una
safata amb gel, (Olive et al.1991, Klaude et al.1996), o a la nevera, (Collins 2000); (en
aquest cas es va utilitzar la primera opcid) per permetre que polimeritzi I’agarosa. Es treu
el cobreobjectes i es fa la segona capa d’agarosa.

Segona capa: De la barreja de cél-lules i agarosa de baix punt de fusié al 0.9% (LMP
Agarose Low Melting Point ;GIBCO BRL,Ref.15517-014) mantinguda a 37-40°C, es
treuen 80ul per fer la segona capa d’agarosa. Es posa un cobreobjectes per tal que quedi
la capa llisa 1 homogenia i1 es deixa solidificar entre 5 1 10 minuts sobre una placa
metal-lica situada sobre una safata amb gel, 1 es retira el cobreobjectes suaument.

Es fa una tercera capa de 80ul d’agarosa de baix punt de fusi6 (al 0.9% amb PBS), com a
proteccio de la capa amb cel-lules. Es colloca el cobreobjectes i es deixa també
solidificar la capa, retirant després el cobreobjectes.

Posar els portaobjectes en una cubeta de tincié amb 200 ml de liquid de lisi fred (Nacl
2,5M, EDTAsodic 100mM, Tris 10mM, NaOH 8 grams per ajustar el pH a 10; i a on just
abans de posar les mostres s’hi afegeix el 10% DMSO i 1% de Triton). La lisi es dona
durant 1,5 hores a la nevera i en fosc, per evitar algun dany addicional al DNA. En aquest
temps es produeix una lisi de totes les membranes cel-lulars, aixi com varies proteines per
deixar lliure el DNA (en forma de nucleoid, Mckelvey et al. 1993; Dusinska et al.,1996),
per tant desapareixeran tots els eritrocits, aixi doncs no cal separar els limfocits 1 tota la
série blanca dels hematies 1 podem treballar amb sang sencera.

A partir d’aqui tots els passos son a la foscor, per evitar dany addicional al DNA, (Singh et al
1988), i en fred.

Assecar una mica els portaobjectes i posar-los en la cubeta d’electroforesi de manera que
es toquin ’'un amb I’altre i intentant omplir la capacitat de la cubeta (si no hi ha
suficients portaobjectes amb mostra, se’n posen de normals sense res, sense mostra;
encara que per a alguns autors no €s tant important aquest fet, sind més el fet que es
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toquin tots 1 acabar una fila perqué passi bé la corrent) amb el tamp6 d’electroforesi
(Na,EDTA 1mM, NaOH 300mM), amb un pH de 13, preparat el mateix dia 1 mantingut
en fred. Es mantenen els portaobjectes en la cubeta amb aquest tampd, a 4°C durant 20
minuts per provocar el “desenrotllament”, relaxacio, i separacio de les dues cadenes de
DNA.

- Electroforesi a 25-30 volts i 300 mA, durant 20 minuts mantinguda en fred (es manté a
4°C posant la cubeta en una safata amb gel). Es fixen els volts i es mantenen els mA
afegint o treient tampd fins aconseguir els 300mA, perd un cop aconseguits no es
corregeixen meés, ja que tendeixen a pujar una mica durant 1’electroforesi.

- Assecar els portaobjectes i posar-los en un placa horitzontalment (dins una safata amb
gel), 1 passar a fer tres rentats (els dos primers de 5 minuts i I’altim de 10) amb tampo
Tris (0.4M)a pH 7.5 (també en fred) per neutralitzar i eliminar I’alcali i els detergents.
Posant les gotes del tamp6 a sobre els portaobjectes cada vegada. En aquest pas sembla
que les cadenes intactes de DNA que estan al cap del comet, es tornen a ajuntar, quedant
com a doble cadena, mentre que les cadenes relaxades i trencades en forma de loops de la
cua es mantindrien en cadena simple, sent improbable la reassociacio, aixo s’ha vist amb
la tincié amb taronja d’acridina, (Angelis et al.1999).

- Assecar una mica els portaobjectes i fer la tinci6 amb 65 pl de DAPI (4,6Diamino-2-
Phenylindole Dihydrochloride Hydrate a una diluci6 de 5 pg/ml. Pitarque et al.1999a),
posar els cobreobjectes i esperar uns 6 minuts, llavors treure I’excés de colorant espolsant
una mica el porta i guardar-los en una caixa per portaobjectes amb una paper humitejat
amb PBS, ben tapada i a la nevera (Mckelvey-Martin et al.,1993). Es guarden bé una
setmana, més temps comencen a fer-se malbé (contaminacions , peérdua de fluorescéncia,
etc..tot i que ara recentment s’ha trobat ja diferents maneres de conservar els
portaobjectes amb les preparacions sense que es produeixi cap alteracid a la mostra,
Rojas et al.1999; Speit & Hartmann 1999; Collins 2000; Tice et al.2000 i Stétina
comunicacié personal; pero en el moment en que es feia I’experiment, no es coneixia
encara).

- Un cop tenyit es dona pas a les observacions amb el microscopi de fluoresceéncia (Leica
DMRB FLUO) amb el filtre: UV BP340-380; a 400x.

La lectura es va fer de forma visual, i no utilitzant el sistema d’analisi d’imatges del
programa informatic per al comet test. Es van establir 5 categories de formes, de I’a a I’e,
per considerar des de les formes amb un major dany al DNA (e) fins a formes sense
dany(a), aquestes categories coincideixen en termes generals amb les establertes per
altres autors (Gutiérrez et al. 1998; Pitarque et al.1999a).

Aixi doncs, la a: seria una forma esferica, que representaria que no hi ha trencaments o
loops al DNA, 1 llavors tot el DNA migra compacte i junt en 1’electroforesi donant
aquesta forma esferica. La b: tindria un principi de cua, per tant un mica de dany al DNA,
1 aixi respectivament fins a la forma e, que representaria que quasi no hi ha cap i només
queda cua, seria la forma de major dany.(Anderson et al.1994; Holz et al.1995; Dusinska
& Collins, 1996; Gutiérrez et al. 1998; Pitarque et al.1999a; Angelis et al.1996; Miyamae
et al 1998; Speit & Hartmann 1999; Collins et al. 2000; Da Silva et al.2000a,b,c; etc...).
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Fig.1.1.2. Fotografies de les categories de dany utilitzades:
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- Es van comptar un nombre de 50 cel-lules per portaobjectes, havent un duplicat per a
cada mostra, el nombre total comptat doncs per animal va ser de 100 cel-lules (Gutiérrez
et al.1998a,b; Pitarque et al. 1999a, Collins 2000, entre molts d’altres). Tice et al.(2000)
recomana en estudis in vitro fer un comptatge de 25 cél-lules per portaobjectes i fer-ne
dos per mostra, mentre que en mostres in vivo, recomana comptar 50 cél-lules per a cada
un dels dos replicats , fent un total de 100 cél-lules. Altres autors compten fins al50-200
(Villani et al.,2000); o 500-1000 cel-lules, (Holz et al. 1995; Miyamae et al.1998). Cal
tenir en compte de fer els comptatges evitant els marges del portaobjectes, on un alt nivell
de dany anomal es pot observar sovint, Collins 2000).

- Es va establir una escala semiquantitativa de valors de dany aplicat a la série de les
categories establertes. Aixi doncs es va considerar la categoria a com a un dany zero, i es
va multiplicar el nombre d’ a (freqiliéncies de la categoria a) pel coeficient establert de
zero, per a b un coeficient de 0.25, perac de 0.5, perad de 0.751 1 per a e. Amb la suma
de tots aquests valors per a cada mostra s’obté un numero el qual ja es pot fer servir per a
la comparacié amb les altres mostres dels altres animals, i al que podriem anomenar com
a “Comet Index” (IC), que seria una mena d’index de dany al DNA.

Aixi el valor d’IC dels grafics i la taules que presentaré, és la mitjana dels valors del
“Comet Index” per a tots els animals de cada area, que correspon a les freqiiencies de
cada categoria de dany multiplicada pel seu coeficient assignat, i tot sumat per a cada
individu:

{[(n°a)x0]+[(n°b)x0.25]+[(n°d)x0.5]+[(n°d)x0.75]+[(n°e)x1]}.

Es dificil poder assignar un valor de dany a les categories quan realment no se sap si és
correcte 0 no el valor establert, ni si la quantitat de dany representada en forma d’imatge
augmenta en aquesta proporcidé segons les categories, perd €s la quantitat que es posa de
manera arbitraria ja que se li ha d’assignar un nombre per poder fer les comparacions i mesurar
d’alguna manera el dany. Altres autors estableixen també categories (de 0 a 4 o fins a 5, essent
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cinc o sis categories respectivament) i donant el valor de 0 a les menys danyades fins a 4 a les
més danyades; aixi si el comptatge es per a 100 cel-lules , els valors arbitraris van de 0 a 400, si
hi ha cinc categories; (Collins et al.1996,1997b; Dusinska & Collins, 1996; Slamenova et
al.1997; Gutiérrez et al.1998a,b; Angelis et al.1999, Pitarque et al.1999a; Collins 2000; Zhong
et al.2001), de 0 a 200 si només compten 50 cel-lules (Speit & Hartmann 1999; DaSilva et al.
2000a,b,c); o de 0 a 500 per a sis categories (Holz et al.1995), o tal com fa Anderson et
al.(1994) que dona un interval de percentatge de dany per a cada una de les cinc categories. En
el comptatge visual, hi ha autors que utilitzen un ocular micrométric per mesurar la longitud de
la cua (Hooghe et al.1995; Gutiérrez et al. 1998b; Pitarque et al.1999a; Bock et al.1999; Speit &
Hartmann 1999), perd en el nostre estudi es va utilitzar tan sols les mesures per categories de
dany.

Discussio de la metodologia:

Comet Test:

Una part molt important de la tesi es va basar en la posada a punt de la técnica del Comet test.
Com ja he comentat anteriorment aquesta técnica és relativament nova, i el seu us va
incrementant molt rapidament en diferents ambits d’estudi. No té encara estandarditzat
oficialment el seu protocol, aix0 fa que hi hagin variacions segons els laboratoris. De la
mateixa manera que hi ha també variacions en la técnica degut a que s’ha d’anar adaptant a les
noves aplicacions 1 usos, a les millores técniques que van sorgint, i al tipus de mostra emprada.
Aixi doncs el protocol seguit per al Comet test adquirira en el curs de la tesi alguns canvis que
aniré presentant i comentant en cada cas. He cregut necessari, pero, fer una primera i petita
discussi6 sobre la técnica en aquest primer capitol com a una petita introduccio a tot el que ve
en els segiients capitols en quan a les variacions, i que continuaré explicant en cada capitol
corresponent.

Un dels punts a tenir en compte per al bon procediment de la técnica és tenir cura de
I’aigua utilitzada en la preparacié de les solucions necessaries, aixi en aquest cas com en tots
els experiments realitzats en el nostre laboratori, totes les solucions dels diferents reactius es
van preparar amb aigua MilliQ, mentre que les proves realitzades en un altre laboratori (i que
mostraré¢ més endavant), es van preparar les solucions amb aigua bidestil-lada i1 destil-lada
segons el cas. Es molt important que no estigui contaminada i també sén molt importants les
caracteristiques de I’aigua per al correcte funcionament de la técnica. Alguns laboratoris inclas
esterilitzen en autoclau les solucions preparades, en el nostre cas, no es va considerar necessari
excepte per alguns reactius quan es treballava en cultius cel-lulars.
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Capes d’agarosa:

Un dels grans problemes que es va tenir al principi d’aquesta tesi (aixi com també per a
molts altres autors que utilitzaven aquesta técnica) va ser la pérdua de les capes d’agarosa
durant el procediment del Comet test. Varem fer servir els porteobjectes rugosos tal com molts
altres autors (Mckelvey-Martin et al.,1993 Gutiérrez et al., 1998; Pitarque et al.1999a,b; etc...),
1 vam canviar els percentatges de les agaroses, fent-les més concentrades; pero la solucié que
en el nostre cas ens va resultar més efectiva per evitar el problema, va ser canviar la marca de
I’agarosa (gracies a la suggeréncia de M.Pitarque 1 S.Gutiérrez). Vam aconseguir d’aquesta
manera millorar la qualitat de les capes notablement i va disminuir també les peérdues de capes,
pero va caler fer altra cop proves a diferents concentracions de 1’agarosa. Aixi les capes de
I’agarosa de baix punt de fusido (LMP) es van passar de fer de concentracions de 0,5% a 0,7%,
1 finalment es va optar per una concentracié de 0,9%, no més, perque sindé queda massa espessa
1 no es reparteixen les cel-lules bé per tot el portaobjectes, i poden canviar també els resultats
de la migracié en I’electroforesi (Tice et al.2000). La correcta preparacié de les capes, €s
important per a no perdre les mostres i per a la seva bona visualitzacié de les imatges amb el
minim de soroll de fons. (Tice et al.2000).

Es va comengar fent una tercera capa d’agarosa de LMP a sobre la segona capa d’agarosa
i cel-lules, per a la proteccio de la segona capa amb les cél-lules (tal com comenten Mckelvey
et al.1993; Fairbairn et al.1995; Rojas et al.1999), pero finalment en els segilients experiments
€s va suprimir aquesta capa perque es va veure, a 1’estar treballant en altres laboratoris, que no
€s tan necessaria, tot i que per Fairbairn et al.(1995) i altres autors, aquesta tercera capa
serviria, junt amb altres precaucions per evitar una heterogenitat en el portaobjectes
(actualment la majoria d’autors ja no la posen sobretot en estudis que utilitzen enzims ja que
sembla ser que penetren pitjor aquests si hi ha tres capes, Tice et al,2000).

Es important el bon refredament de les capes d’agarosa (per exemple en plaques
metal-liques sobre safates amb gel, Olive et al.1991, Klaude et al.1996, o a la nevera, Collins
2000), perque quedin bé, i no es desenganxin tant (Singh et al.1988). Si es fa bé la capa, el
cobreobjectes surt sol sense trencar ni arrossegar la capa d’agarosa, el comptatge és més facil,
la tinci6 queda millor i1 s’elimina molt soroll de fons. La temperatura no sols és un fet
important a I’hora de preparar les capes i les mostres, sind durant tot el procés de la técnica.
Cal en tot moment mantenir en fred tots els passos, per a la preservacio de les cel-lules, el
manteniment de les capes 1 reactius, evitar alteracions a les mostres degut a elevades
temperatures, per a un bon funcionament de 1’electroforesi (Speit et al.1999; Tice et al.2000)
etc..., i per a una disminuci6 de I’heterogenitat en els resultats. També seria recomanable una
temperatura ambient relativament baixa al laboratori per a ajudar a mantenir tots els passos en
fred, pero en molts casos no es té€ en compte aquesta segona mesura i no es troben variacions o
problemes en el procediment, ja que el més important €s poder mantenir les solucions en fred i
mantenir els diferents passos en fred, en gel o a la nevera.
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Portaobjectes:

Els portaobjectes que hem utilitzat, com ja he comentat, eren rugosos en aquest
experiment, tota la seva superficie €s rugosa per a facilitar 1’adheréncia de les capes d’agarosa.
Es poden reciclar, perd és millor no reciclar-los masses vegades. Per a reciclar: es treien les
capes d’agarosa amb el mateix cobreobjectes i es deixaven en remull durant una nit o fins a un
o dos dies en sabd desincrustant (Dabeer), 1 llavors es rentaven amb aigua i sab6 de rentaplats
intentant no rascar massa la superficie per no gastar la rugositat, es posaven en etanol de 70°
per desengreixar-los bé i finalment es guardaven al congelador amb etanol absolut fins el dia
del seu us, en que es treien una estona abans i1 es deixaven assecar a 1’aire. Es van reciclar
varies vegades, tot i que es recomana no reutilitzar-los perque llavors perden la rugositat i hi ha
més perill de pérdua de ’adheréncia de les capes d’agarosa (Collins, 2000). Pero es va poder
veure que un cop aconseguida la concentracio d’agarosa adequada per 1’adhesio 1 després d’un
suficient temps per a un refredament i solidificacid correctes, aquests portaobjectes anaven bé,
encara que s haguessin reciclat diverses vegades, i no es perdien les capes.

La utilitzaci6 dels portaobjectes rugosos quedara més endavant substituida per
portaobjectes normals en els quals es posa una capa d’agarosa normal i es deixa assecar a
I’estufa, per fer una capa d’adheréncia a la primera capa d’agarosa de punt de fusié normal,
seguida de la segona capa amb cél-lules.(Stétina, comunicacié personal, i Collins 2000; Tice et
al.2000).

Altres punts del procediment seguit:

Hi ha altres parts de la técnica que variaran en els segiients capitols, perd que ja les comentaré
en el corresponent moment.

Un altre punt important €s la quantitat de sang utilitzada en I’experiment, es recolliren mostres
de 0.2ml de sang de cada animal:

Al principi haviem comengat aillant els limfocits amb NycoPrep.1077 Animal,
(Nycomed; ref.:224110), amb la necessitat d’'una quantitat de sang considerable, mentre que el
nostre proposit era poder buscar un sistema d’avaluacié de la possible contaminacié sense el
sacrifici ni gran perjudici de I’animal, aixi vam optar per la utilitzaci6é de sang sencera, amb el
qual ja no es feia necessari aquest pas i podiem utilitzar una menor quantitat de sang, passant a
mesurar I’efecte sobre tota la serie blanca, (els limfocits en sén una part abundant i es podria
considerar doncs, la seva avaluacio), servint de la mateixa manera per al que voliem obtenir en
I’estudi que es volia dur a terme (altres autors han utilitzat també sang sense aillar els limfocits
en estudis similars amb ratolins, DaSilva et al.2000a,b,c; Freire-Maia et al.2001) i en altres
tipus de treballs també (Singh et al.1988; Gutiérrez et al.1998a,b; Pitarque et al.1999a;etc..).
S’han obtingut resultats diferents utilitzant limfocits o sang sencera quan es vol exposar
aquestes cel-lules aillades a un toxic,(Andreoli et al.1999, etc.., també comentat per Rojas et
al.1999), pero aquest és un experiment diferent al nostre ja que nosaltres no fem incubacions
amb cel-lules aillades, treballem amb mostres de sang d’animals que han estat exposats a un o
diversos toxics.
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Un cop ja comengades les captures i els experiments, es va poder veure que en 1’us de
sang sencera per al Comet test, no €s necessaria tanta quantitat de sang, no cal una
centrifugacid per a la separacio del plasma, i al no aillar tampoc els limfocits, la quantitat de
sang requerida és més petita, tan sols €s necessari extreure la quantitat que es fa servir per a
realitzar les capes d’agarosa, uns 7-10ul per portaobjectes, (es poden posar uns 10ul de sang
sencera + 18ul de PBS, i barrejar-los amb els 85ul d’agarosa per a fer la capa, Stétina,
comunicacié personal; actualment tamb¢ per aillar els limfocits suficients per al Comet test
també es pot utilitzar una petita quantitat de sang, Speit & Hartmann 1999, Collins 2000; i
R.Tice comunicacio personal). Al ser una petita quantitat de sang facilita molt la seva extraccid
i ja no caldria fer-ho pel sinus orbital, sind6 que es podria fer per la vena caudal o la vena
safena, suavitzant aixi les molésties i estrés a I’animal, (Van Herck et al.2001, comenta els
efectes, les avantatges 1 inconvenients de I’extracci6 en un i altre cas, nosaltres vam escollir el
plexe orbital seguint les referéncies d’estudis anteriors, Gorriz et al.1996; ja que per extreure
aquesta quantitat de sang en viu i amb 1’animal anestesiat, ens va resultar la manera més
adient). De cara a un nou i posterior estudi d’aquest tipus s’aplicaria aquest mostreig en el que
cal menor quantitat de sang recollida, no es va dur a terme en aquest cas degut a que no es
volia variar el procediment de les mostres seguit fins llavors. De tota manera segons un treball
de Swann et al. (1997), realitzat en varies especies de ratolins per a mesurar els efectes del
mostreig de sang en la supervivéncia d’aquests, on els treien 0.2ml de sang, en la majoria
d’espécies analitzades no hi havia diferéncies significatives amb els controls. Tanmateix, es va
intentar sempre tenir la maxima cura en la manipulaci6 dels animals per a causar-los el menor
dany 1 estres possible.

En quant a la preparacio de les capes, es van fer proves agafant 10ul i més tard 20ul de la
diluci6 de cel-lules amb PBS per barrejar amb els 80ul d’agarosa LMP, i no es van veure
diferéncies en la concentraci6 de cél-lules, ja que les dues es visualitzaven igual de bé pel
microscopi, ni massa densitat ni poca. Aixi en els ultims experiments es van utilitzar 20ul, per
la més facil manipulacié al ser una quantitat més gran, tot i que en els dos casos es valid,
perque I’'important és un nombre adequat de cél-lules per visualitzar-les bé al portaobjectes,
que no quedin massa concentrades, perque llavors la imatge és d’unes sobre les altres impedint
la visualitzacié de la forma del comet, i també podria afectar en el resultat de 1’electroforesi,
aixi com tampoc €s bo, una concentracidé molt baixa de ce¢l-lules ja que queden massa
escampades, i hi ha problemes per al comptatge. Un nombre adequat seria entre 1000 i 50.000
cel-lules en 10pul de suspensié de medi o PBS (Rojas et al., 1999; Speit & Hartmann 1999), és a
dir, aproximadament una concentracié de 1x10 ® cél/ml (en cultius cel-lulars, Speit & Hartmann
1999; Tice et al.2000; Collins 2000).

Van caldre algunes proves també per ajustar la técnica al ratoli de bosc. Les primeres
proves sobre el funcionament de la técnica es van fer amb Mus musculus i al final es va fer
servir el mateix protocol per a una i altra espécie amb una petita modificacio tan sols com era
el temps de lisi, que va passar d’una hora en ratoli de laboratori a una hora i mitja en ratoli de
bosc. Tot i que els temps de lisi varien molt entre diferents autors o laboratoris (de com a
minim una hora, Singh et al.1988; Fairbairn et al.1995; Rojas et al.1999; Speit & Hartmann
1999; Tice et al.2000, o menys en alguns casos concrets, fins a tota una nit, Mckelvey-Martin
et al.1993 , Yendle et al.1997, o fins a setmanes tal com DaSilva et al.2000a,b,c; pero en tot cas
no més de 4 setmanes com comenta Speit & Hartmann 1999), també varia una mica la seva
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composicio segons el laboratori o 1’aplicacié que es vol donar a la técnica (com pot ser 1’us de
sarcosinat o no, i de DMSO o no , etc...). Tice et al.2000 indica que hi ha un temps minim
necessari per alliberar de manera adequada el DNA , i que aquest pot variar segons el tipus
cel-lular, aixi trobem variable el temps de lisi des de menys d’una hora fins a mesos en els
diferents laboratoris, com ja havia comentat, per aixo va ser necessari en el nostre cas, ajustar
el temps per a les diferents especies. Per a les mostres utilitzades en aquesta tesi no s’ha cregut
convenient deixar més de dues hores, o com a maxim sis hores, les mostres en lisi (maxim
aconsellat per a no variar els resultats en el tipus d’estudis que es van dur a terme; Stétina,
comunicacidé personal) ni s’ha cregut que poden estar més d’aquest periode sense que es
produeixi un augment del nombre de comets en el nostre cas concret. Hi ha estudis similars al
nostre en aquest capitol, com els de DaSilva et al.(2000a,b,c,), que els mantenen setmanes.
Recentment, Banath et al.2001, indiquen en un cas determinat que millora la detecci6 del dany
en deixar-lo en lisi tota una nit a un pH elevat, aixi doncs hi pot haver variacions també segons
les aplicacions, perod el més habitual és que els temps de lisi siguin d’una hora com a minim.
Per evitar cap tipus de problema d’aquesta mena es va mantenir les mostres en la solucio6 de lisi
sempre el mateix temps, que variava segons el tipus de mostra que vaig fer servir entre una
hora i dues, i en algun cas excepcional fins a prop de sis hores en alguns cultius cel-lulars.

Es important el control del pH per aconseguir uns bons resultats en la técnica (Ross et
al.1995), com també els intervals de temps en que es dona cada pas del procediment segons el
que es vulgui detectar. Aquests temps son variables entre els diferents laboratoris, (en els
reviews de McKelvey-Martin et al.1993 i Fairbairn et al.1995, hi ha un recull d’aquestes
variacions), en el nostre cas hem seguit bastant acuradament els temps donats per Singh et
al.1988. La temperatura durant el desenrotllament i 1’electroforesi alcalines també és important
per a la sensibilitat del test (Rojas et al.1999), en el cas de 1’electroforesi pot variar de 4°C fins
a temperatura ambient en diferents laboratoris. S’hauria de mantenir una temperatura
controlada per a I’experiment, tal com explica Speit et al.(1999), ja que un augment de
temperatura augmenta la sensibilitat del test. A temperatura ambient és més sensible pero hi ha
més variabilitat entre experiments, seria doncs aconsellable una estandarditzaci6 en la
temperatura utilitzada. La temperatura ambient pot variar als laboratoris, per a mantenir la
temperatura constant es pot utilitzar el tamp6 en fred i dur a terme [’electroforesi en fred,
posant en gel el tanc, (com és el que s’ha utilitzat en aquest capitol), o es poden realitzar
aquests passos a la nevera, (com he fet en altres ocasions que ja comentaré més endavant), o
estar en una cambra refrigerada, pero llavors s’hauria d’augmentar els temps d’electroforesi 1
de desenrotllament per a obtenir la mateixa sensibilitat que a una major temperatura,
temperatura ambient, tot 1 aixi es considera que a 4°C el comet test és prou sensible, i en alguns
casos concrets on el dany pot ser baix es podria pensar en augmentar la temperatura en aquests
passos, per0 sempre amb unes condicions estrictes per abolir les possibles variacions o
artefactes (Speit et al.1999). De tota manera hi ha casos en que s’han arribat a realitzar els
passos de lisi, desenrotllament i electroforesi a 0°C (Sasaki et al.1999; Tsuda et al.2000), o tots
tres passos a temperatura ambient (Godard et al.1999; Florent et al.1999). He seguit pero el
protocol més habitual on es duen a terme tots els passos en fred, tenint en compte que 1’Gs
d’una temperatura més baixa en 1’electroforesi proporciona un increment de la reproductibilitat
del test (Tice et al.2000). Alguns autors comentaven el fet que s’havien de mantenir tots els
passos en fred, per evitar alguna possible reparacié del dany durant el procés de la técnica,
entre d’altres coses.
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En quan a la mesura dels resultats, en aquest capitol es realitza mitjancant el comptatge
visual i no un sistema d’analisi d’imatges especific per al comet test, (en aquest cas no es va
utilitzar el sistema informatic perqué no se’n disposava, perd en alguns experiments dels
capitols 3 i 4 realitzats en un altre laboratori si s’usara), es consideren valids els dos tipus de
comptatge, i s’accepten. En estudis on s’han dut a terme els dos sistemes en paral-lel s’ha vist
que s’obtenen resultats equiparables amb una bona correlacié entre els dos tipus de comptatge
(en el review de Moller et al.2000 també ho citen), i inclus comenten la manera
d’interconvertir els resultats i expressar-los de manera equivalent en els dos casos (Collins et
al. 1997b-2000; Angelis et al.1999).

Varis autors, presenten la problematica de la variacio intra-individual dels resultats en
treballs realitzats amb limfocits (Mckelvey-Martin et al. 1993; Ross et al. 1995; Holz et al.
1995; Collins et al.1997a,b; galagovié et al.1997; Hellman et al.1997; Rojas et al.1999; Moller
et al.2000, etc..) en mostres recollides en diferents moments del mateix individu. Molts
parametres poden afectar la resposta dels limfocits a I’assaig en termes de capacitat de deteccio
del dany. Un exemple podria ser una variacio fisiologica, I’exercici fisic (Hartmann et al 1995,
Rojas et al.1999), que podria fer variar I’estat oxidatiu de ’organisme, o I’augment d’estrés
oxidatiu degut a una infeccio, o el canvi de I’estatus d’antioxidants induits per la dieta, etc...
(Collins et al. 1997b; Gutiérrez et al.1998a). Hi ha una sensibilitat de les cel-lules sanguinies a
’estat fisic, fisiologic 1 nutricional que podria donar en part aquestes variacions, una altra part
podria ser deguda a I’atzar. Aquests autors també presenten el fet de variacions inter-
individuals importants, quan es treballa amb mostres de sang, que pot ser degut a aquests
mateixos factors, les caracteristiques del donant, I’edat, si son fumadors o no, i molts altres
parametres, com també, diferéncies en la reparacid, etc... (Collins et al.1997b; Gutiérrez et
al.1998a,b; Rojas et al.1999; Moller et al.2000; etc...). Aixi hi hauria una série de factors que
influirien en la deteccié del dany al DNA pel comet test en cel-lules sanguinies humanes.
L’avaluacio del dany al DNA en altres tipus cel-lulars pot mostrar menys heterogenitat
(Mckelvey-Martin et al.1993).

Perod en quan a la reproductibilitat del test, és bona. S’han fet diversos experiments en
diferents moments amb les mateixes mostres, pel cas de limfocits, en diferents electroforesis,
en diferents portaobjectes, o en diferents gels en el mateix porta, utilitzant duplicats i replicats
de les mostres, 1 es va observar que la correlacid és bona en tots els casos (Collins et al.1997b).
Holz et al.(1995) utilitzant leucocits mirava la variabilitat dins 1’assaig i entre diferents assajos,
1 la variabilitat intra-individual, 1 inter-individual, obtenint en el seu cas concret que la variacid
dins i entre assajos és menor que la intra-individual, essent aquesta ltima del mateix ordre de
magnitud que la inter-individual. Hartmann et al.(2001b), entre d’altres, també parla d’una
bona reproductibilitat del test.
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Test dels Micronuclis (MNT)

Protocol:
Preparaci6 de les mostres :

- Fer els frotis de sang en portaobjectes ben desengreixats (amb aigua i sabo, etanol de 70°,
acetona i deixar assecar a ’aire). Dos portaobjectes per individu .

- Deixar assecar la sang i fixar amb calor (utilitzant la flama d’un encenedor).

- Es poden guardar aixi molt temps fins el dia que es passa a fer la tincio:

Tincié de sang MayGriinwald-Giemsa :

- MayGriinwald comercial: 3 minuts.

- MayGriinwald amb H,Odestil.lada (proporcio 1:1) : 3 minuts.

(queda més ben tenyit si es prepara abans la solucid, perdo es pot fer sobre el
portaobjectes, tantes gotes d’un i tantes de I’altre).

Rentat rapid amb aigua destil-lada.

Giemsa: 15-20 minuts.

(una gota de Giemsa comercial per 1ml d’aigua destil-lada . Primer es posa el colorant,
després I’aigua destil-lada i es barreja bé).

Es fan diferents rentats amb aigua destil-lada. Es deixa uns segons 1’aigua destil-lada
sobre la preparacio.

Deixar assecar. Es pot guardar aixi la mostra molt temps.

Comptatge:

- Amb el microscopi Optic es passen a comptar 1000 cél-lules per portaobjectes. (Schmid,
1973).

Un nombre normal de micronuclis, un valor basal de dany, es considera fins a 3-4

micronuclis per mil cél-lules comptades. A partir d’aquests valors, nombres superiors

indiquen una quantitat de dany al DNA causat per algun tipus de toxic, i aquests a partir d’ara

van relacionats amb la quantitat de dany.

Discussid Test dels Micronuclis:

El test dels micronuclis (MNT),( Schmid, 1973; Von Ledebur i Schmid,1973; Borras 1986;
Ashby et al.1990; Tucker i Preston, 1996), s’utilitza des de ja fa molts anys en estudis de
genotoxicitat, acceptant-se com a un metode valid en aquest tipus d’estudis. Aquesta técnica €s
capag de detectar, amb un nivell de sensibilitat, de fiabilitat i d’esfor¢ raonables, els compostos
clastogens, ¢és a dir, que produeixen fragmentacié de I’ADN, aixi com també els denominats
toxics del fus acromatic (spindle poisons), que impedeixen la correcta separacido de les
cromatides.
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L’assaig es realitza generalment en eritrocits (tot 1 que actualment s’ha ampliat molt el
seu us en altres tipus de cel-lules, utilitzant un sistema d’incubacié amb citocalasina-B per
aturar la divisio evitant la citoquinesi, produir ce¢l-lules binucleades i detectar aixi també
micronuclis que poden ser induits per una determinada substancia genotoxica, Fenech,1993;
Panneerselvam et al. 1995; Van Goethem et al.1997; Garaj-Vrhovac & Kopjar, 1998; Pitarque
et al.1999a; Kasuba et al.1999; Fenech et al.1999-2000, Lucero et al.2000,Villani et al.2000
etc...). Els globuls rojos, en la majoria dels mamifers (amb 1’excepci6 dels camelids), sofreixen
en les fases finals del seu procés de maduraci6 una extrusio del nucli. Els fragments procedents
de I’activitat clastogénica o d’una separacid parcialment incorrecta de les cromatides s’agrupen
en cossos esférics de mida petita que no son expulsats. Aquests cossos, que es produeixen
espontaniament en una porcié inferior al tres per mil, son denominats, en condicions
fisiologiques, corpuscles de Howell-Jolly. Quan per 1’acci6 d’un mutagen, aquests cossos
excedeixen significativament les xifres considerades normals, constitueixen els micronuclis, el
percentatge dels quals es considera proporcional al potencial mutagenic del compost.

El test de micronuclis és tipicament usat en moll de I’os. En el cas dels ratolins es treuen
els fémurs, es tallen les epifisis i es passa una solucié de serum per extreure les cél-lules de la
diafisi, i després d’unes centrifugacions es fan els frotis, es compten els eritrocits
policromatofils fins a un nimero de 1000 o a vegades 2000, i es fa la relacid sobre %o del
nombre de reticulocits amb micronuclis; a vegades es fan els comptatges també dels eritrocits
normocromatics per comparar amb els valors dels reticulocits perque interessa veure aquesta
relacid en cas que s’estigui causant una aplasia medul-lar. Es un bon métode per a la deteccid
dels possibles efectes genotoxics a més o menys curt plag. Tanmateix, un altre sistema permes
¢s la utilitzacié de sang circulant, tot i que pot ser menys sensible, ja que per exemple en rates,
la melsa elimina els eritrocits defectuosos, llavors no es troben quasi les formes amb
micronuclis en sang circulant; el nostre cas seria diferent ja que pels ratolins estudiats, aquesta
eliminaci6 semblaria ser parcial, (Zufiiga-Gonzalez et al.2000, indiquen que el nombre normal
d’eritrocits amb micronuclis en sang circulant varia entre espécies segons 1’efectivitat de la
melsa, en un estudi realitzat en diverses espécies de rosegadors i altres mamifers, ocells, 1
reéptils). En un treball similar al nostre (DaSilva et al 2000 a,c) realitzat en Ctenomys torquatus
en el que a més, fan un estudi comparat dels MN en sang periférica i moll de I’os, detecten
micronuclis en sang circulant, perd en menor quantitat que en moll de 1’os; expliquen aquesta
diferencia per la destruccid no total dels eritrocits amb MN en la melsa. Com ja he dit, pero, el
MNT ¢és un sistema menys sensible a I’utilitzar sang circulant, pero util.

El comet test pot detectar molt rapidament efectes deguts a I’exposicidé de substancies
toxiques a nivell del DNA, de manera molt sensible i a molt curt termini, perqué pot trobar
aquests efectes en forma de trencaments de cadena abans de ser reparats o durant la reparacio,
essent molt util en treballs de laboratori per a testar la genotoxicitat de determinades
substancies. El MNT en moll de 1’os, en ’analisi dels eritrocits policromatofils, també €s una
mesura relativament rapida, a curt plag, per aquest tipus d’experiments. Si considerem que el
MNT en sang circulant, detectaria una mica més tard els efectes d’una exposicidé d’aquest
tipus, ja que cal que es donin les mutacions als eritrocits joves, i passa un temps fins que
arriben a la sang; en el cas de la deteccidé d’uns determinats efectes d’una exposicié puntual,
també s’ha de tenir en compte la durada de vida d’aquests eritrocits. Tanmateix, a diferéncia
dels experiments en laboratori en que s’exposen els animals a unes determinades substancies
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durant uns temps establerts i a unes dosis concretes, a I’examinar una exposicio cronica d’una
certa contaminacid en individus d’aquesta especie, (com ¢€s el cas del nostre estudi), per als dos
tests, (MNT i SCGE en sang periférica), semblaria que es poguessin trobar c¢l-lules danyades o
afectades al llarg de la vida dels animals, i aixi poder avaluar uns efectes de 1’exposiciéo més o
menys continuada a la contaminacid. Cal pero tenir amb compte el fet que és un estudi en el
medi ambient, i gens controlat, i en el que molts altres factors poden intervenir, i altres
mecanismes dels animals, (mobilitat per a esquivar les zones contaminades, sistemes corporals
de defensa, habituacio, etc...).

Moltes vegades les mostres de frotis eren molt brutes i costaven molt les lectures del
MNT, el que faria pensar en la possibilitat d’uns resultats una mica esbiaixats. Tanmateix pot
quedar més o menys solventat pel fet de llegir també els duplicats, de comparar amb el control
(totes les mostres son tractades i llegides en igual condicions) i el fet que, quan les mostres
tenen micronuclis degut a una exposicio a un genotoxic, es solen veure molts micronuclis i és
evident la diferéncia entre les altres mostres, (com en el cas dels frotis de la zona B), i cal
indicar també que les lectures es feien a cegues, sense coneixer quina mostra era, i es van fer
repeticions dels comptatges obtenint els mateixos valors per mostra. De tota manera,
actualment, en estudis amb el MNT, en ocasions determinades, com en el cas d’animals
salvatges tamb¢, hi ha autors que intenten utilitzar un altre tipus de tincié més especifica per a
DNA (colorants fluorescents; ex: Crest staining, Degrassi et al.1999), en comptes de May-
Griinwald i Giemsa utilitzats en aquest treball, per a visualitzar millor els possibles
micronuclis. En aquest cas ha semblat prou adequada la tinci6, malgrat els problemes de
lectura, 1 potser per un altre cop s’intentaria aplicar, almenys a efectes de comparacio, una
d’aquestes modificacions del MNT amb altres colorants que pogués mostrar millor els
micronuclis.

El test dels micronuclis i el SCGE es basen en principis diferents i detectarien coses
diferents, resultant potser, més sensible el comet test (DaSilva et al.2000a) en segons quins
estudis o depenent del que es vol detectar; el MNT, perd compta amb el reconeixement i
estandarditzacio de la técnica des de fa anys, i tot 1 que pugui ésser menys sensible en aquest
cas presentat per aquest investigador, pot ésser molt valid en nivells elevats de contaminacio.
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1.1.c. Resultats:

Taules 1 grafics dels resultats obtinguts amb la técnica del Comet test:

Taula 1.1.1. Comet test en sang circulant d’A.sylvaticus en les diferents arees d’estudi:

Area d’estudi n Mitjana IC = SD
A 25 6.11+3.2
B 15 9.26+5.1
C 15 4.08+3.7
D 13 2.59+1.7

A: dalt de tot de I’abocador; B: sota la bassa de lixiviats;
C: 2km riera avall; D: zona control.

IC: index de comet; SD: desviacid estandard;

n: nombre d’animals

Fig.1.1.3. Grafic del Comet test, representant els valors de la taula anterior:

CometTesten Apodemus sylvaticus
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Taula 1.1.2. Comet test: Test de Kruskal-Wallis (Anova no parametrica). Comparacié multiple

de Dunn dels resultats de la taula 1.1.1:

Comparacid Significacid
B vs A ns
B vs C *
B vs D oAk
A vs C ns
A vs D *
D vs C ns

ns: no significatiu (p>0.05); (*):p<0.05;(***):p<0.001.

SCGE: El valor d’IC del grafic (Fig.1.1.3) i la taula (1.1.1) és justament la mitjana dels valors de

I’index de dany (que he anomenat “Comet Index”) per a tots els animals de cada area.

Seria doncs, la mitjana dels index de dany (IC) que corresponen a les freqiiéncies de cada
categoria de dany multiplicada pel seu coeficient assignat, i tot sumat per a cada individu:
{[(n°a)x0]+[(n°b)x0.25]+[(n°c)x0.5]+[(n°d)x0.75]+[(n°e)x1]}.

Fig.1.1.4. Distribuci6 de freqiiencies de les categories de dany per a cada zona d’estudi:
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Vull recordar en aquests grafics, que 1’augment de dany al DNA incrementaria d’esquerra a

(Y74

dreta, essent la categoria “a” sense dany , fins a la categoria “e”, la de major dany.

Comet test:

Tot i que no hi ha quasi diferéncies significatives entre les tres zones pertanyents a 1’abocador, es
pot veure una clara tendéncia decreixent dels valors del SCGE que indicarien el possible efecte
de la contaminacid de tipus genotoxica, de més gran en la zona B (sota la bassa de lixiviats) amb
un valor de 9.26 (Taula 1.1.1, Fig.1.1.3), considerada la més contaminada, seguida de la zona A
(a dalt de tot de I’abocador) amb un valor de 6.11, fins la zona C (a uns 2 km riera avall després
de la bassa de lixiviats) de menor valor 4.08, on suposadament ja no arribarien tant els toxics. Si
es pot observar de manera marcada la diferéncia entre els valors de les zones afectades per
I’abocador (A,B,C) i les zones control(D), essent més elevats els primers. Trobem diferéncies
significatives entre les zones A i B respecte les control (D), com seria d’esperar ja que es pot
considerar que serien les zones més influenciades pel possible efecte contaminant de 1’abocador,
mentre que la zona C, correspondria a I’area d’influéncia més allunyada de I’abocador, i es pot
observar un valor més proxim i no significatiu estadisticament, si bé que superior, a 1’area
control D, (amb un valor de 2.59); aix0 ens indicaria que a mesura que ens allunyem de
I’abocador els valors son més similars als control, zona lliure de contaminacio.

En la Figl.1.4, es pot veure la distribucié de les categories de dany. Essent les
freqliencies més elevades a les categories de més dany (b,c,d,e) en la zona B que en les altres
zones, indicant-nos un dany superior en aquesta zona. Si ens fixem en la zona control es pot
veure que manca la categoria “e” (la de major dany) a diferéncia de la resta d’arees d’influéncia
per I’abocador.

El que si podem observar ¢s una desviacid estandard elevada en totes les zones. Varis
autors han comentat una variaci6 inter-individual a vegades elevada en els resultats del SCGE en
la mesura de la genotoxicitat. De tota manera, en aquest cas, podem veure una diferéncia de
valors de SD, essent més alts en les arees d’influéncia de I’abocador que en el control, aixo
indicaria una variabilitat inter-individual superior en les zones on s’ha observat més dany al
DNA i per tant que es poden considerar de major contaminacido de tipus mutagen. Aixo
s’explicaria en el fet que cada individu pot respondre de manera diferent a un determinat tipus de
contaminacio, considerant també els mecanismes de detoxicacid que tenen, que es poden
desencadenar de manera diferent en els diferents individus, aixi com també els mecanismes de
reparacio. Perod, en termes generals, s’ha de tenir en compte i considerar que segons el seu régim
alimentari i de vida, pot portar moltes diferéncies a 1’hora de la seva exposicid a aquestes
substancies mutagenes. Com també la distribucié i biodisponibilitat del contaminant al medi
ambient pot ser molt irregular i diferent, cal recordar que aquest sistema de mesura seria molt
indirecte dins un sistema molt complex.
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Taules i grafics dels resultats obtinguts per al Test dels Micronuclis:

Taula 1.1.3: Mitjanes dels valors de n° de Micronuclis per zona estudiada:

Aread’estudi  n Mitjana + SD

A 25 50 + 2.69
B 15 6.3 =+ 2.79
B* 9 6.4 =+ 240
C 12 55 +£1.93
D 13 3.5 £+ 1.70

n: n° de mostres. SD: desviacid estandard
Les arees d’estudi, aixi com els individus son els mateixos que en el cas del Comet Test.
B*: sén mostres recollides a la zona B, I’any 98, abans de la construccio de la segona bassa de

lixiviats, no hi ha dades per al comet test ja que eren els principis de posada a punt de la técnica i
no es consideren valids, per aixo no s’han inclos en la taula 1.1.1.

Fig. 1.1.5. Grafica dels resultats obtinguts per al test dels Micronuclis en les diferents arees

d’estudi;
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Taula 1.1.4: Test dels Micronuclis. Anova; comparacié multiple de Tukey-Kramer:

Comparacio Significacid
AvsB ns
AvsC ns
AvsD ns
BvsC ns
BvsD *
CvsD ns

ns: no significatiu(p>0.05)
(*): p<0.05

Els valors anomenats mitjanes a les grafiques son el valor mig (del n° d’eritrocits amb
micronuclis trobats per cada 1000 c¢l-lules comptades) de tots els individus de cada zona.

Tal com indiquen les taules una vegada més tindriem que, encara que no hi ha
estadisticament diferéncies significatives entre les diferents zones, es pot observar una tendeéncia
a presentar valors diferents. Aixi doncs, el de la zona control D (3.5; taula 1.1.3) seria el més
baix en comparacido amb les zones d’influéncia per 1’abocador (arees: A=5; B=6.3 i C=5.5), en
els que es manifesta valors molt iguals entre ells, destacant perd un cop més, el més alt en la
zona considerada més contaminada, la B, amb diferéncies significatives entre aquesta zona i la
control amb una p<0.05.

En aquest cas les zones A 1 C tindrien resultats molt similars, molt més similars que no
pas els obtinguts amb el comet test.

Podem observar una altra mesura feta en la zona B, (marcada com a B¥*), sota la bassa de
lixiviats, a I’any 98, just abans de la construcci6 de la segona bassa de lixiviats, resultats dels
quals no podrem comparar amb els del SCGE ja que s’estava tot just posant en marxa la técnica i
s’han descartat els valors obtinguts, considerats erronis. Comparant doncs els resultats del MNT
en les mostres de I’any 98 (B*) i les de I’any 99 (B), es pot observar que el nombre de
micronuclis en els dos casos son els mateixos practicament ( van de 6.4 a 6.3 respectivament).

Si afegim als valors de MNT de la zona C, els d’ unes captures realitzades de les que es
van descartar els resultats per al comet test degut a problemes en la realitzacié d’aquest, trobem
que aquest valor de 5.5 per a 12 captures (taula 1.1.3) augmentaria fins a 6 per a 20 captures
(resultats no inclosos en la taula 1.1.3). En aquest cas tindriem un valor superior en aquesta zona
situada 2km riera avall de la bassa de lixiviats que en la zona A de dalt de tot de I’abocador (amb
una quantitat de 5 en 25 captures), cosa que ens indicaria una tendéncia diferent als resultats
obtinguts pel comet test. I aquest valor s’acostaria molt a I’obtingut en la zona B, de la bassa de
lixiviats (6.3 en 15 animals), la suposada zona més contaminada. De tota manera seria millor
poder comparar amb el mateix nombre d’individus en cada cas, i per a les dues técniques, perque
podria influir una mica, tractant-se de diferéncies tan petites entre els diferents valors, ja que hem
observat per exemple, una variaci6 bastant gran en el SCGE entre individus.
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En el cas dels micronuclis, al mirar les desviacions estandards es pot observar valors
menors de variabilitat inter-individual que en el cas del comet test, i una petita diferéncia amb els
de la zona control, en la qual seria més baixa la variaci6. Indicaria que aquesta técnica tot i estar
sotmesa a les mateixes condicions de variabilitat ambiental 1 de dieta de cada individu, mesura de
diferent manera la genotoxicitat i en un altre tipus cel-lular que el SCGE, també €s conegut que
els agents mutagens tenen preferéncies per teixits diana, i en aquest cas, podria afectar de manera
diferent als diferents tipus cel-lulars; de tota manera, son dues mesures diferents de la
genotoxicitat. També cal tenir en compte que segurament, tant per un tipus d’assaig com per
I’altre, els valors variarien una mica si tinguéssim un nombre més gran d’exemplars.

Comparaci6é del MNT 1 SCGE:

Si es compara els resultats del dos test en una recta de regressio lineal, ens dona un coeficient de
correlacié r = 0.836, es pot considerar una correlacié molt bona tot i tenir en compte la diferéncia
en quan a sensibilitat dels dos assaigs, i el fet que es realitzen en diferents tipus cel-lulars i
mesuren de manera diferent la genotoxicitat de tipus clastogen.

Ara bé, si es fa la comparacio considerant les dades aparellades, és a dir comparant els
valors obtinguts segons els dos tests per a cada individu, la correlacid no és tan bona. Pot ser
degut, com ja he anomenat, al diferent sistema de mesura dels dos assaigs. En la taula segiient es
mostra aquesta comparacio:

Taula 1.1.5 : Comparacio de resultats de SCGE-MNT:

Area d'Estudi n r SD
A 25 0.19 3.2
B 15 0.58 4.3
C 12 0.06 3.9
D 13 0.49 1.5

1.1.d.Discussio:

El Comet Assay és un test molt sensible rapid i relativament economic. La seva sensibilitat es
basa en que ¢€s capag de detectar baixos nivells de dany al DNA (Tice et al.2000); es poden dur a
terme estudis amb relativament petites quantitats de substancia problema, es requereix un petit
nombre de cél-lules per mostra, €s de facil aplicacid, flexibilitat, etc.... Es un test realment molt
util i molt usat actualment en la mesura a curt termini de 1’efecte genotoxic d’algunes substancies
mutagenes. Els danys al DNA a curt plag, poden ser en gran part reparats, detectant aixi menys
dany amb el comet test segons el temps que faci que s’ha donat 1’exposicio al genotoxic, en
molts casos s’utilitza justament la mesura de la reparacio, que pot ser detectada en aquest test en
forma de trencaments de cadena, com a sistema indirecte del dany causat per una substancia, i es
pot mesurar al cap d’un temps més llarg per a veure I’eficiéncia de la reparacio.
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En I’estudi que nosaltres proposem es tractaria d’una exposicidé a més llarg termini, i per
tant, no estariem parlant sols de la deteccido de mutacions expontanies que poden ser reparades en
un determinat temps que pot ser relativament curt, sind d’una exposicié de llarga durada i amb
conseqiiéncies ja d’acumulaci6 de mutacions que no han estat reparades o que han estat mal
reparades, tot i que no deixa que es pugui detectar al mateix temps efectes deguts a una
contaminacié puntual, o hi hagi algun altre parametre que els hagi pogut produir en un moment
molt concret.

Ja s’havia comentat anteriorment el que es podrien considerar com a complicacions en la
sensibilitat del test per aquest estudi, en varis aspectes: com seria la variacid inter-individual
(comentada per varis autors, Gutiérrez S. et al 1998a; Collins et al.1997b, etc...), encara que ja és
conegut que hi ha una variaci6 a nivell individual pel que fa a la resposta vers els diferents tipus
de contaminacio, a la reparacio i a tot tipus de condicions del medi. Una altra problematica
d’aquesta sensibilitat seria que podriem estar detectant danys al DNA amb aquesta técnica deguts
diferents tipus d’alteracions puntuals i momentanies que serien reparades rapidament i que
emmascararien els resultats, serien per exemple causades per una infeccié a I’animal en aquell
moment, o per un excessiu esfor¢ o per estres; son condicions de 1’estat de 1’animal en el precis
moment de la captura i que podrien fer variar els resultats, ja que per exemple els limfocits es
poden alterar molt facilment per diversos factors (com comenta Rojas et al.1999 per a limfocits
humans; Gutiérrez et al.1998a, indica la possible sensibilitat de les cel-lules sanguinies a ’estatus
fisic, fisiologic i1 nutricional de 1’individu), 1 podrien ser detectats pel comet test. De tota manera
aquest punt podria quedar més o menys resolt amb la comparacio amb els controls que haurien
estat en les mateixes condicions de captura.

La zona B, que ¢és la zona de mostreig de just sota la bassa de lixiviats,( la 2% bassa). Com
ja he comentat anteriorment, quan es van comengcar les captures I’any 1998 per a les primeres
proves de posada a punt de la técnica del comet test, només hi havia una bassa, i la segona estava
en construccid, pero en els mostrejos dels segiients dos anys, que son amb els que realment es va
fer I’avaluaci6 de la possible contaminacié genotoxica, ja hi havia aquesta segona bassa
construida i en funcionament. De tota manera, la zona de mostreig va ser la mateixa, des de la
bassa fins varis metres riera avall, ja que és la que considerem la zona més contaminada, degut a
que cada cop que hi ha hagut una pluja forta s’han pogut escapar els lixiviats de la bassa, i fins i
tot escombraries procedents de 1’abocador que anirien riera avall. Tot i que €s un sistema molt
controlat, al anar caminant seguint riera avall, es pot veure que esta tota plena de plastics i de tot
tipus de deixalles. Encara que en els darrers temps s’ha pogut observar una millora, almenys
visualment.

Cal recordar que els lixiviats son unes aigiies residuals que es recullen de totes les
substancies de ’abocador que van colant-se cap avall, junt amb les de 1’aigua de pluja que
penetra per tot I’abocador i en fa augmentar el volum, més 1’aigua de pluja que baixa pels
voltants d’aquest 1 que també és canalitzada cap a la bassa (en el cas que no hi hagi una bassa de
recollida d’aiglies seminetes), concentrant aixi una gran quantitat de substancies toxiques
diverses (entre les quals pot haver molts mutagens potencials) procedents de les propies deixalles
de I’abocador o del seu procés de degradaci6. Aquests lixiviats s’han de tractar i es tracten, en
una planta especial de tractament d’aigiies residuals. S’ha de tenir amb compte, pero, que quan hi
ha escapaments de lixiviats degut al gran volum provocat per una forta pluja, aquests poden
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quedar diluits. La manera com els contaminants arriben a la terra i després a les plantes i com es
distribueixen o mobilitzen en el medi, €s complexa, hi pot haver dilucions, i cal a més comptar
en que tant els animals com vegetals tenen sistemes de destoxicacid. Seria important considerar
el régim de pluja, i la seguretat en la correcta impermeabilitzaci6 de I’abocador i la no percolacid
dels contaminants cap a les capes freatiques. Aix0 ja estaria indicant que el tipus de
contaminacié que intentem veure, no €s de tipus puntual en un moment temporal concret, sind
una exposicio a llarg termini de tots aquests possibles contaminants, i de fins a on pot arribar el
seu efecte, en el sentit que, aquestes aigiies baixen riera avall, i aquesta va a parar al final, al mar.
No sense tenir en compte que en el seu cami alimenta, o rega tot un seguit de plantes i zones, on
hi ha no sols els animals salvatges, habituals de la zona, que se n’alimenten sind també ramats
que hi pasturen, arees de conreu i zones de vivendes, encara que a una distancia considerable de
I’abocador, pot ser una zona influenciable per aquest. Un altre tipus de contaminacid important
en aquest cas son també les olors i I’elevada temperatura a les zones del voltant de 1’abocador,
queden també canalitzades a la riera, afectant totes aquestes zones, perd aquest tipus de
contaminacio no €s el nostre objectiu d’estudi en aquest moment.

S’ha suposat doncs, que aquesta area (B), més propera a 1’abocador i just a sota la bassa
de lixiviats, seria la zona més afectada per la contaminaci6. La que hauria estat exposada més
vegades 1 en més altes concentracions a les aigilies que contindrien els toxics. Segons els resultats
del comet test, fent la mitjana dels index del comet de totes les mostres de la mateixa zona que
ens indicaria el dany en aquesta zona, dona el valor més elevat comparant-lo amb les altres zones
de I’abocador A i C, i amb el control D. El mateix resultat es dona amb el test dels micronuclis,
en el que també aquesta zona ¢és la que ens indica més alt valor de contaminacio. (Taules 1.1.1 i
1.1.3).

De la mateixa manera s’ha vist en els dos tipus de test, que les arees pertanyents a
I’abocador tenen valors més alts que I’area control, aixo ens indica d’alguna manera que el fet de
viure al voltant d’aquesta zona d’influéncia de I’abocador, afecta d’alguna manera als ratolins,
provocant-los un index de mutacié (dany al DNA) més elevat que els de la zona control. El fet
que s’hagi vist amb dues técniques diferents dona més credibilitat al resultat, i més tenint en
compte que el test dels micronuclis és un test de genotoxicitat ben establert des de fa anys. Tot i
aixi, caldria fer un estudi més a fons, utilitzant varis tipus de técniques (per a complementar i
mesurar diversos tipus de dany), perod aquest treball ens serviria com un primer screening de la
situacio de la zona.

En el cas del Comet test ens trobem que la zona de dalt de tot de I’abocador (A) té un
valor més elevat que la zona (C), i menor que la B (bassa de lixiviats). Els animals que viuen en
aquesta part, a dalt de tot de 1’abocador, mengen les plantes dels voltants de 1’abocador, i els
insectes del mateix lloc, que estan exposats a les escombraries “fresques”, i a on a més, la terra
que hi ha és nova i neta, la van dipositant per a tapar les deixalles, i les plantes haurien d’arribar
a més profunditat per a arribar als contaminants, llavors tampoc pot ser tant gran I’efecte. Si es
va poder observar pero, que els ratolins d’aquesta zona (A), eren més grans de mida que els de
les altres zones, aix0 ens faria pensar que possiblement alla no tenien cap problema per a
I’obtencié de menjar ja que potser baixarien a 1’abocador a alimentar-se, i aix0 podria provocar
aquest petit valor més elevat que la zona C, tot i que no presenten diferéncies significatives. El
valor de la zona C, és el menor de les tres arees d’influéncia de I’abocador estudiades, 1 similar al
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control, aixo ens indicaria que a aquella distancia de 1’abocador no arriben tant aquests tipus de
contaminants. Amb el test dels micronuclis, els resultats en aquestes dues zones (A-C) son molt i
molt similars (una mica més elevat per C), sense diferéncies significatives tampoc. Excepte si
considerem els valors del MNT (que no estan inclosos en la taula 1.1.3, pero si comentats al
apartat anterior 1.1.d), llavors tenim un valor més elevat en la zona C i similar a la zona més
contaminada(B). Ja he comentat, perd, que haguera estat interessant poder-ho avaluar en un
nombre més similar d’individus per a cada zona.

Caldria tenir present per aixo, diverses coses:

Aquest tipus de contaminacio és molt complex, i aquest sistema de mesura seria bastant
indirecte, tenint en compte que el ratoli de bosc ha de menjar plantes d’aquesta zona, 1 potser
hagi pogut beure aigua d’alguna bassa que hagués quedat al sol, i aquesta planta ha d’haver
recollit a través de les arrels el contaminant i acumular-s’hi, o els possibles insectes que serien
part de la dieta dels ratolins també.

Aquestes técniques mesuren mutacions puntuals, de tipus clastogen, pero no altres tipus
de mutacions (encara que en el cas del comet, pot detectar altres tipus de mutacions que
causarien llocs alcalino-labils, que a pH elevats com els que es donen en aquesta técnica, es
convertirien en trencaments i serien detectats; es podien haver utilitzat enzims com la
Endonucleasa III o la FPG; Rojas et al.1999; Collins 2000; Tice et al.2000, per detectar també
altres tipus de mutacions, de tipus oxidatiu; perd a més, podria estar detectant trencaments deguts
al procés de reparacio del DNA), llavors es pot considerar una mesura bastant concreta i petita
d’un sistema molt complex, i caldria una bateria de test, no n’hi ha prou amb dues teécniques,
encara que el MNT sigui tan ben establert des de fa anys, per a una valoracio exhaustiva, pero si
ens ha pogut servir, com a una primera rapida observacié de 1’estat d’aquests animals, per a
poder continuar en la investigaci6é d’aquesta contaminacié posteriorment.

Una altra observacio, és que no es corresponen els valors per a cada individu del comet
test amb el del test dels micronuclis (Taula 1.1.5), perd aixd és degut a que mesuren coses una
mica diferents, 1 que en el test dels micronuclis mirem els eritrocits mentre que en el SCGE
mirem la linia leucocitaria, practicament limfocits. Altres autors han trobat diferéncies entre els
resultats dels dos test també (Vrzoc & Petras, 1997; Gutiérrez et al.1998a; Pitarque et al. 1999a;
DaSilva et al.2000a, Villani et al.2000). Vrzoc & Petras mesuren els eritrocits pel cas del MNT i
limfocits en el SCGE, podent ser la causa de les diferéncies; en el cas de Gutiérrez i Pitarque
mesuren limfocits binucleats pel MNT, i la linia leucocitaria pel SCGE, aquest fet pot estar
relacionat amb les diferéncies tamb¢; Kassie et al.(2000) indiquen com a una part de les
diferéncies que pot haver entre els tests, els diversos tipus cel-lulars utilitzats per a cada assaig.
Aixi, com ja s’ha comentat, aixo s’explicaria degut a que mesuren diferents coses, de manera
diferent, i en aquest cas, en cél-lules diferents. Un estudi de Hartmann et al.(2001a) en que vol
provar el SCGE com a un test per a un screening rutinari de noves substancies quimiques a nivell
industrial, realitzat en ce¢l-lules V79 de hamster xinés, compara aquest test amb el MNT i en
ocasions amb el test d’Ames, obtenint un alt grau de concordancia entre els resultats del MNT i
SCGE. Sasaki et al.(2000) també troben algunes correlacions, entre el SCGE i el MNT 1 test
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d’Ames, per a algunes de les substancies provades, en la valoracié del comet test com a test de
genotoxicitat en 1’avaluaci6 de substancies carcinogeniques.

En aquest experiment el que preteniem era la valoracié de 1’efecte de 1’abocador a nivell
genotoxic en el ratoli de bosc, utilitzant dos test de genotoxicitat, amb 1’aplicacié6 més novedosa
del SCGE en aquest ambit i un altre més considerat en aquests tipus d’estudis (MNT), pero al
mateix temps que ens servis aquest ultim per a validar el SCGE, tot i que, al mesurar coses
diferents, es poden també complementar en aquest sentit, tal com suggereixen Van Goethem et
al.(1997) i Zhong et al.(1999), on comenten la utilitat de la valoraci6 del dany al DNA utilitzant
el SCGE amb combinacié amb el MNT per a investigar els possibles mecanismes de components
genotoxics. Es aixi, millor la utilitzacié dels dos métodes alhora. D’altra banda, en aquest cas
trobariem una correlacio bastant bona en general, sense mirar d’individu en individu, entre els
dos test (r=0.836).

Com ja havia comentat abans, la sensibilitat dels dos test depén en part també del nombre
d’individus, aixi doncs amb un nombre més elevat de mostres, augmentaria la sensibilitat
d’aquests, els resultats podrien potser ser més clarificadors, o no, en trobar més semblances entre
les zones A 1 C per exemple o més diferéncies. Volia comentar perd, respecte nombre d’animals
mostrejats, que no sols es volia un nombre minim suficient per a aconseguir una primera
avaluaci6 de I’estat del medi ambient a nivell d’efectes genotoxics, sin6 alterar el menys possible
I’ecosistema capturant el menor nombre possible d’individus. Per altra banda, les sortides
requerides per aquest proposit i el temps de dedicaci6 va ser molt elevat, degut a que el nombre
d’animals obtinguts en cada mostreig era molt menor al que s’esperava, atribuible a un possible
descens temporal en la poblacié d’aquesta zona durant aquests periodes de captures, segurament
degut a la climatologia (sequera, régim de pluges, etc..) o algun altre factor ambiental.
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1.1.e.Conclusions

Aixi doncs, les nostres hipotesis inicials es complirien:

1. Apodemus sylvaticus indica ser una especie Util com a biomarcador de la contaminacié de
tipus genotoxic en un abocador, concretament el del Garraf.

2. Es veuen resultats diferents entre les zones afectades per I’abocador 1 les zones control,
tant amb el MNT com amb el SCGE, trobant valors més elevats de lesions al DNA en les
zones afectades per I’abocador, zones que es consideren contaminades.

3. Les mostres recollides més properes a la bassa de lixiviats, que seria la zona de major
contaminacié estudiada, mostren valors de genotoxicitat majors (tant pel SCGE com el
MNT) que les altres zones més allunyades, en les que s’acostarien més als valors control,
pero essent majors que aquest.

4. Els dos tipus de test han mostrat ser utils per a un primer screening de l’estat de
contaminacié per substancies de tipus mutagen en el medi ambient. Contaminacié que
provindria d’un abocador de residus urbans en aquest cas.

Suggeriments:

A partir de totes les observacions, millores de la técnica, suggeriments, nous articles i treballs,
col-laboracions amb altres investigadors, proves realitzades i1 experiéncia adquirida durant tot
aquest temps:

. Si es tornés a fer un estudi similar s’utilitzaria una quantitat menor de sang per a la técnica del
Comet test.

. S’utilitzarien enzims com I’Endonucleasa III i el FPG en la realitzaci6 del Comet Test per
detectar més tipus de dany al DNA, mutacions de tipus oxidatiu i altres alteracions de les
bases. Farien més sensible el test. (Es podrien detectar altres tipus de danys, més concrets, que
potser ens podrien ajudar a informar de la preséncia d’alguna substancia mutagena
determinada).

. Caldria una bateria de test, no sols per a validar el comet test sind també per ampliar la deteccid
d’altres tipus de mutacions que es podrien donar en aquest tipus de contaminacio, ja que hi pot
haver moltes diferents mutacions que podrien no ser detectades.
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. Es realitzaria I’assaig del comet test en plantes de la zona, i també el MNT, el seu analisi
serviria per a donar una idea de la possible influéncia de 1’abocador a nivell genotoxic en altres
nivells de I’escala trofica, com també es podria pensar en realitzar el test en altres tipus
d’animals que visquin en la zona. Analitzar mostres de terra, fer analisi d’aigiies, mirar metalls
pesants en les plantes i animals, etc... Si es pensés en una ampliacio6 dels tests en que calgués el
sacrifici de I’animal, es podria aprofitar per extreure mostres de diversos Organs per a un estudi
histologic 1 al mateix temps dur a terme el comet test per analitzar els diferents teixits: fetge,
ronyo, cervell, etc.. serien Organs molt interessants; també es podria realitzar algun test de
genotoxicitat en ce¢l-lules germinals dels ratolins, per a completar I’estudi i veure com afectaria
a nivell reproductor i de la descendéncia. Es podria realitzar 1’experimentacié a diferents
epoques de I’any, relacionant-lo amb els periodes de pluges, etc... Hi hauria una llarga llista de
possibilitats per a la realitzacié d’un estudi més complet. Tanmateix, per al primer screening de
la situacio, ens ha servit els métodes utilitzats 1 les mostres analitzades.

Annex1.1.1:

Fig.1.1.6. Exemple de trampa Sherman utilitzada per a la captura dels ratolins:
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Fig.1.1.7. Apodemus sylvaticus

Fig.1.1.8. Imatge de la bassa de lixiviats.
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1.2. ABOCADOR GARRAF - ALLOLOBOPHORA CALIGINOSA

Avaluacié de la possible contaminacio de tipus genotoxic causada per I’abocador de
Garraf, en lumbricids (Allolobophora caliginosa) exposats en mostres de terra del mateix.

1.2.a. Introduccio:

L’estudi de la contaminaciéo del Medi Ambient és molt ampli i complicat, hi ha molts
factors que hi intervenen 1 tot és un conjunt que esta relacionat, moltes vegades resulta dificil
estudiar parts per separat, i és més dificil encara interpretar els resultats dels treballs sobre
aquest, degut justament a la gran complexitat i que no es pot abastar la seva totalitat. Estudiar tot
I’ecosistema seria ideal. El nostre grup de recerca, com ja he comentat anteriorment, es centra en
I’ecotoxicitat, aixd comporta el fet que, moltes vegades s’han de realitzar estudis en varis
esglaons de la cadena trofica, per poder comprendre una mica millor el conjunt i avangar en la
interpretacio de la complexitat de I’avaluacio.

Els cucs de terra, son la biomassa primaria en el sol, la seva excrecio i secrecio, modifica
els components i la matéria organica del sol (Marifio et al.1992), aixi son importants en la
descomposicio de la matéria organica, per la seva digestio, desintegracid, transport, i en 1’estimul
dels processos de descomposicid microbians. D’aquesta manera, els cucs també poden ajudar a
afavorir la descomposicio de contaminants organics, i poden ser d’ajut en les mesures preses per
a posar remei en llocs contaminats inorganicament (Yeardley et al.1996). Per tot aixo, és
interessant el seu estudi en arees contaminades, per a veure ’efecte o I’impacte que causen
determinades substancies contaminants en el medi ambient, la mesura de 1’estat de la
contaminacio, etc... (un exemple €s la seva utilitzacié en avaluar la recuperacié d’un abocador
clausurat, Judd & Mason,1995, entre molts d’altres). Son uns bioacumuladors potencials de
metalls pesants i son uns agents de transmissid potencials a la cadena trofica, per aixo la
importancia del seu estudi. Avaluant la concentracid de metalls pesants en el sol, i en cucs, ens
indica el risc possible i la transferéncia a la cadena trofica d’aquests (Marifio et al.1992).

Autors com Verschaeve & Gilles (1995); Diogene et al.(1997); Burch et al.(1999) entre
molts d’altres, han indicat que els cucs de terra son doncs, bons per a la mesura de la
contaminaci6é en el medi terrestre. En aquest cas nosaltres centrem [’estudi en el lumbricid,
Allolobophora caliginosa, espécie autoctona, ampliament distribuida per tota la Peninsula
Ibérica, i molt abundant i resistent, per avaluar la possible contaminacié de tipus genotoxic en
diferents arees al voltant de 1’abocador de Garraf, aprofitant les caracteristiques d’aquest grup
com a bons prospectors del medi terrestre.
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Dins aquesta mesura de la contaminacié en el medi ambient, que pot ser tan amplia, i
sabent que no n’hi ha prou amb la utilitzacié d’una sola técnica sind que en caldrien varies per a
la realitzacio d’un estudi tan complex, igualment com coneixent que caldria portar a terme aquest
estudi en diverses especies animals i no sols en una, s’ha centrat el treball en tan sols una técnica,
el “Comet Assay”, en el que seria I’estudi d’una part molt especifica de la genotoxicitat. Es volia
un indicador de la genotoxicitat que hi pogués haver al medi ambient, a nivell d’'una primera
analisi per a posteriors investigacions, en el cas que calguessin. Com ja he explicat anteriorment,
aquest test és molt sensible i1 s’ha utilitzat menys freqiientment, en 1’estudi del medi ambient en
especies “‘salvatges”, perd cada cop va augmentant el nombre de treballs d’aquests tipus en
diverses especies, contaminacions i ambients, adquirint més importancia cada cop, 1 on es pot
arribar a veure que realment és una bona eina per a avaluar de manera rapida la genotoxicitat en
el medi ambient (alguns d’aquests diferents estudis en diversos animals estan resumits en els
reviews de Mitchelmore & Chipman 1998; Rojas et al.1999; Cotelle & Ferard,1999).

La necessitat creixent cada vegada més, de fer els experiments amb metodes alternatius a
I’experimentacio animal, ha fet decidir voler provar la idea de fer aquest estudi mitjangant la
tecnica del Comet test amb la utilitzacié de lumbricids, idea ja proposada i portada a terme per
Verschaeve & Gilles (1995); Hooghe et al.(1995); Salagovi¢ et al.(1996). Una prova d’aquesta
voluntat per avaluar el possible efecte genotoxic causat pels lixiviats d’un abocador, amb
tecniques d’estudi de la genotoxicitat, en altres espécies, €s el treball fet pels autors Cabrera i
Rodriguez (1999) sobre un abocador de Me¢xic utilitzant tres tipus de test de genotoxicitat
diferents, en plantes, i la seva avaluacid per a aquest Us.

A més, Allolobophora caliginosa (Savigny,1826), amb els sinonims Aporrectodea
caliginosa 1 Nicodrilus caliginosus, presenta una se¢rie d’avantatges per al nostre treball: és una
especie autoctona de gran distribucid i abundancia a tota la Peninsula Ibérica (Trigo et al., 1989;
Diaz Cosin et al.1992); té gran resisténcia i adaptacid en varis tipus de sol; i és molt facil
reconeixer-la, moltes vegades, a simple vista, caracteristica important a 1’hora de treballar amb
aquesta especie. Tot aixo fa que sigui una especie ideal en el nostre estudi.

La complicacidé que hi pot haver en la utilitzacié d’aquesta espécie és que €s polimorfica.
T¢ també moltes varietats ecologiques degut a que hi ha molts clons partenogenétics i aixo
explicaria la complexitat i dificultat taxonomica. (Bouch¢,1972). Presenta dues subespécies
A.caliginosa  caliginosus  (principalment centroeuropea) 1 A.caliginosa trapezoides
(mediterrania), la seva distribucié en la Peninsula Ibérica, seria: la primera més a la regid
euromediterrania, com Catalunya, i a les regions pirenaica i cantabro-atlantica; mentre que la
segona es presenta a la resta peninsular, havent zones on coincideixen les dues (Alvarez, 1971).
El fet de ser triploide i partenogenética, podria donar una taxa de mutacions elevada, podria
complicar I’estudi , perd aixo pot quedar resolt més o menys amb la comparacio de varis grups
control, i amb el fet de tenir una colonia establerta al laboratori.

La majoria d’estudis realitzats en laboratori amb lumbricids es fan amb Eisenia foetida o
Eisenia andrei, una espeécie molt facil de mantenir en laboratori, amb una taxa de reproduccio
elevada, en uns dos mesos es pot arribar a duplicar la seva poblacio. Pero tot i que €s una especie
ben establerta i utilitzada en els laboratoris, no sols en estudis de toxicitat (Walker et al. 1997),
sind6 també en estudis de tractament dels sols 1 d’eliminaci6 de residus organics, (com
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excrements bovins o altres, produint humus i adobs, Elvira et al.1996), i altres estudis, no €s una
especie molt abundant a la Peninsula Ibérica 1 es va preferir treballar amb una espécie autoctona,
més abundant, i més cosmopolita, per apropar-nos més a la realitat del nostre ambient i veure
com podia afectar aquest tipus de contaminacio6 a especies habituals del lloc. E.foetida necessita
una quantitat considerable de matéria organica per a poder viure, i les mostres de terra a les que
els sotmetria en aquest tipus d’experiment serien normalment molt pobres, aixo faria que
I’animal pogués patir un estrés enorme fins a adaptar-s’hi o no hi pogués viure, i per tant podria
interferir en els resultats del nostre estudi, mentre que per A.caliginosa no seria un problema la
pobresa de la terra.

Al fer unes proves d’adaptaci6 d’E.foetida a aquest tipus de mostres de s0l més pobres
pel que ¢€s habitual en aquesta especie, es va veure que a llarg plag es podien habituar més o
menys bé, pero trigaven bastant, es retardava tot el seu cicle 1 necessitaven un aport extern de
materia organica per a viure-hi, com podia ser el suplement amb farines de cereals per a infants
(Eyambe 1991; Burch et al.1999). Com ja he comentat, molts laboratoris utilitzen aquesta
especie, és molt conegut doncs, el seu cicle, el seu manteniment al laboratori és facil, i la seva
reproduccio €s rapida, etc...En alguns treballs que vam realitzar amb aquesta espécie, vam veure
que es podia treure més cel-lules amb el mateix procediment d’extraccid que pel cas de
A.caliginosa, a més, esta més ben establert el protocol per la técnica i per al seu manteniment en
laboratori. Haguera sigut senzill obtenir-ne una quantitat suficient al poder-los comprar i fer criar
al laboratori, pero es va preferir una espécie que fos més habitual al sol, amb més possibilitats
d’adaptaci6é a diferents condicions i tipus de sol, més ampliament distribuida i que poguéssim
utilitzar-la com a indicadora de la contaminacid en casos in situ també. Tot i que en el nostre
treball no s’han recollit mostres de cucs de les zones contaminades per a I’estudi comparat amb
els de laboratori en que els hem exposat a les terres contaminades. Tanmateix, dir que
A.caliginosa és de bon mantenir al laboratori, tot i que el seu cicle sigui més lent, i és al mateix
temps, relativament facil aconseguir-ne exemplars a la natura.

Hipotesis:

- S’esperaria trobar diferéncies entre les zones d’influéncia de 1’abocador i la zona control,
essent més elevats els valors per al comet test en les arees considerades contaminades,
indicant aixi els efectes d’'una contaminacié de tipus genotoxic a les arees properes a
I’abocador.

- S’esperaria poder trobar una gradacid en la quantitat de dany al DNA en 1’especie
utilitzada, essent major quan més a prop de la font de contaminacid, i menor quan més
allunyats d’aquesta, fins al punt d’assemblar-se a valors control i aixi mesurar els efectes
en la distancia, 1 potser poder veure fins a on arribaria la influéncia d’aquest tipus de
contaminaci6, en aquest cas, que fos mesurable pel test utilitzat i en els individus
estudiats.

- El comet test en Allolobophora caliginosa podria ser utilitzat com a primera avaluacio
dels possibles efectes genotoxics d’un abocador en el medi ambient.

- Allolobophora caliginosa es podria utilitzar com a bioindicador d’aquesta possible
contaminaci6 en el medi ambient.
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Objectius :

- Posar a punt la tecnica del Comet Test per a treballar amb cucs de terra.

- Aconseguir un grup de cucs de terra autoctons de la mateixa mida i condicions per a
I’experimentacio.

- Recollir mostres de terra de varies zones pertanyents a 1’abocador de Garraf, a zones
d’influéncia d’aquest, i d’una zona control.

- Avaluar la possible contaminacié de tipus genotoxic que hi pugui haver, amb la
realitzacié del Comet Test.

- Avaluar la utilitzaci6 d’aquesta técnica en aquest tipus d’estudi en el medi ambient.

- Considerar I’experimentacid en aquesta especie per a la seva utilitzaci6 com a
biondicadora de contaminacio.

Pla de treball :

- Aconseguir una especie abundant, autoctona de cucs de terra per a la realitzacio de
I’estudi.

- Un cop trobada I’especie adequada, aconseguir un nombre suficient d’exemplars, de la
mateixa mida i similars en condicions per la realitzacid de 1’estudi.

- Ambientacio6 de I’especie en una terra considerada control.

- Recollir mostres de terra de 1’abocador de Garraf i de zones properes considerades arees
d’influéncia d’aquest:

Zona A: a dalt de tot de I’abocador enmig de les escombraries, les quals
estan recobertes amb terra de fora d’aquest, €s a dir, terra neta.

Zona B: Sota la bassa de lixiviats.

Zona C1: 1Km sota la bassa de lixiviats, riera avall.

Zona C2: 2 Km sota la bassa de lixiviats, riera avall.

Zona C3: 3 km sota la bassa de lixiviats, riera avall.

- Recollir mostres de terra d’una zona considerada control. Vall paral-lela a la de la riera
de I’abocador (Fondo de can Perers), per tant, zona similar pero considerada neta, fora de
la influencia de 1’abocador:

Zona D
- Preparaci6 d’una terra estandard, lliure de contaminants considerada com a un altre
control:
Terra S

- Exposici6 dels lumbricids durant cinc dies en les mostres de terra d’estudi.

- Observaci6 al microscopi de fluorescencia i comptatges de les mostres en les que s’ha
dut el SCGE.

- Comparaci6 dels resultats amb els obtinguts en les mostres d’Apodemus sylvaticus.
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1.2.b.Material i Métodes:

Mostres de terra:

Les mostres de sol van ser recollides excavant fins a 20 cm al terra, son mostres superficials. Es
van guardar al laboratori en bosses de plastic.

Arees de mostreig:
A: zona de dalt de I’abocador. Es una terra dipositada a I’abocador recentment per enterrar

les escombraries, 1 que es podria considerar com a neta al ser “nova” en 1’abocador, ja
que prove de fora d’aquest. Terra argilosa i1 de greses.

B: zona de sota la bassa de lixiviats, a la riera. Terra argilosa.

C1: 1 km sota la bassa de lixiviats, riera avall. Terra argilosa i amb pedres.

C2: zonaa 2 km sota la bassa de lixiviats, riera avall. Terra argilosa i amb pedres.

C3: riera avall 3km de la bassa de lixiviats. Zona boscosa i sol més sorrenc, amb més

quantitat de materia organica degut a la vegetacié abundant del voltant, sobretot d’arbres.
La riera esta amb una pendent molt suau en aquest tram i queda molt tapada per la
vegetacid que I’envolta, no és una zona tan arida com en les altres arees (on no hi havia
arbres sino6 arbustos o matolls), 1 hi ha les pastures del ramats de xais i1 cabres.

D:  Mostres de terra de I’area control. Zona als voltants d’una riera de la vall paral-lela a la de
I’abocador (Riera Fondo de Can Perers). Terra també argilosa. Es pot considerar mostra
similar a les mostres B,C1 i C2.

S: Terra preparada al laboratori i considerada estandard. Composicio: 3 parts de terra
argilosa dues parts d’escor¢a de pi fermentada; I’he anomenada: STD1, pH:7.31).

Els valors aproximats de pH de les terres, son en tots els casos entre 7 1 8 (es poden considerar
neutres), essent adequats per la vida dels lumbricids estudiats.

Les mostres de terra agafades a la zona A, B, C, D, van ser més o menys les mateixes
zones d’estudi que per als ratolins, variant una mica A, ja que es va anar una mica més al mig de
I’abocador i no als marges com pels Apodemus, i la zona D (control), que en el cas dels ratolins,
va constar de varies zones, una d’elles la mateixa zona d’on es treu les mostres de sol pels cucs.
A fi de poder establir alguna relaci6 entre els resultats obtinguts en els dos tipus d’estudi
diferents, si és possible. Cal pero tenir en compte que les arees mostrejades pels ratolins eren més
grans, pels cucs, només s’agafava mostra de sol en un punt concret, i aixi la zona B en ratolins és
més amplia quasi arribant a la zona C1 dels cucs, i la zona C2 dels cucs, seria un punt mig de la
gran area que abastava 1’area de C en els ratolins.
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Per a I’experimentacio :

Es posaren 400 grams de mostra de sol problema en cubetes de plastic. Es controlava la
humitat per a les diferents mostres de sol, intentant que fos similar. Les cubetes amb les mostres
de so0l es mantenien a temperatura ambient, no es posaven a la nevera ni en cambres especials per
a mantenir la temperatura constant, perque es volia aconseguir que poguessin estar en condicions
el més naturals possibles, tot i que el no controlar aquest factor, pot fer que interfereixi en els
resultats. Els cucs al estar en mostres tan petites de terra (encara que suficient pel temps en que
els hi manteniem i1 el nombre d’individus que hi habitaven), no tenen oportunitat d’enterrar-se
més 0 menys, perd es va mantenir la humitat, i la temperatura del laboratori va ser més o menys
constant, llavors es considera que va ser prou adequat. Tampoc no es va voler mantenir els cucs
en la foscor constant tancats en una cambra, sind que es va deixar que poguessin tenir els canvis
de llum a foscor, com en condicions naturals. El que es pretenia era acostar-los el més possible a
condicions naturals.

En cada cubeta amb 400 grams de mostra de sol es va posar deu cucs (similars en mida,
uns 0.4-0.6 grams per aquest experiment, i en condicions, d’aspecte saludable i sense haver
entrat en ¢poca de reproduccio) durant 5 dies. Es va observar el seu comportament (si
s’enterraven, es volien escapar-se, o si processaven la terra, etc...) durant aquest periode.

Després d’aquests dies d’exposicid al sol problema es portava a terme el comet test,
només en 8, o a vegades 9 dels cucs posats en la terra.

Protocol: Comet Test per a Allolobophora caliginosa:

(Modificaci6 del protocol d’extraccié de celomocits donat per I’Eyambe et al.1991; i modificacio
del protocol per a comet test donat per Singh et al.1988).

. Preparacid de la suspensio cel-lular:

- Rentar els cucs amb solucid salina a temperatura ambient. (Solucié salina donada per
Eyambe et al.1991: 0.57g/100ml NaCl, ajustat a 210mOsm segons Didgene et al.1997.
pH=7.3). (També es poden rentar amb PBS segons Salagovi¢ et al. 1996, o amb aigua de
I’aixeta segons Diogene et al.1997; pero es varen rentar amb solucio salina).

- Posar el cuc sobre un paper humit amb aigua de 1’aixeta i fer el massatge a partir de %4 de
la part posterior del cuc per fer que expulsi la matéria organica que pugui tenir i aixi no
contaminar o emmascarar la mostra de cél-lules que s’extreura.

- Posar el cuc en un tub de centrifuga, i llavors posar 3ml de liquid d’extrusio (98% de sali,
2.5mg/ml d’EDTA sodic, 10mg/ml de Guiacol Glyceril Ether [GGE] i 2% d’etanol
absolut) a temperatura ambient i a un pH de 7.3 durant 3 minuts. (Es posa primer el cuc i
a sobre la solucio perque no I’afectin tant els vapors de 1’etanol, Diogene et al. 1997).

- Treure el cuc i1 posar-lo en un tub amb 6 ml de sali+ GGE (sali:0.57g/100ml de Nacl +
10mg/mIGGE) a 4°C i a pH=7.3 durant 6 minuts.

- Treure els cucs, rentar-los amb sali i tornar-los a la terra.

- Afegir els dos liquids.
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- Centrifugar a 500g (~2000rpm) durant 7 minuts.
- Treure el sobrenedant i llengar-lo.

- Afegir 4 ml de sali( sense GGE) a 4°C i pH=7.3 .
- Centrifugar a 500g (~2000rpm) durant 7 minuts.
- Treure el sobrenedant i llengar-lo.

- Resuspendre en 0.5ml de sali (sense GGE).

. Preparacié dels portaobjectes:

- S’utilitzen portaobjectes normals esmerilats.

- Es posen els portaojectes en un recipient amb aigua destil-lada (2/3) 1 H,O, (1/3).

- Es manté bullint entre 30 minuts o una hora . Mai menys de 30 minuts.

- Es deixen assecar a temperatura ambient. Es poden guardar dies aixi en un recipient
tapat.

- Preparar 1’agarosa: Agarosa standard de baixa electroendosmosis (D1), (Pronadisa.
Hispanlab.ref.8012). Agarosa a 1’1%. Es prepara al microones sense que arribi a bullir.

- Es manté I’agarosa al bany maria perqué no solidifiqui, es suquen els portaobjectes a
I’agarosa, 1 s’eixuga, es treu amb un paper 1’agarosa d’una banda del porta.

- Es deixen assecar a temperatura ambient.

- Esposen a I’estufa a 60°C durant uns 30 minuts.

- Es poden guardar durant una any en caixes per a portaobjectes.

Aquesta és una de les opcions que s’ha proposat per a poder utilitzar portaobjectes normals
sense tots els problemes que comporta els portaobjectes rugosos (Collins 2000, Tice et al.
2000), com ¢s el fet de que incrementen el soroll de fons de les lectures, no es poden reciclar
gaires vegades, hi ha més pérdua de capes i son més dificils d’aconseguir, tot aixo queda doncs
solventat amb la utilitzacio de porteobjectes normals.

. Preparacio de les capes d’agarosa i procés:

- En portaobjectes normals preparats préviament amb una capa d’agarosa estandard
assecada a I’estufa per fer de suport per la segilient capa d’agarosa, i com a substitut dels
portaobjectes rugosos es fa una primera capa de 110 pl d’agarosa de punt de fusid
normal, preparada a 1’1% en PBS (1%).

- Es posa un cobreobjectes de 24x60mm, i es deixa uns 5 minuts en una placa metal-lica
situada sobre una cubeta amb gel perque solidifiqui.

- Esretira el cobreobjectes i es passa a posar la segona capa d’agarosa: es barregen bé 20ul
de suspensio de cel-lules amb 80 pul d’agarosa de baix punt de fusié ( LMP,al 0.9% amb
PBS) mantinguda a 37-40°C per no afectar les cel-lules. I es posen 80ul de la barreja. Es
posa un cobreobjectes a sobre i es deixa de 5 a 10 minuts en una placa metal-lica sobre
gel, perque solidifiqui bé.

- Es fa una tercera capa amb 80 ul d’agarosa LMP.

- Es retira el cobreobjectes i es posen els portaobjectes en una cubeta de tincié amb liquid
de lisi (NaCl al 2,5M, Na,EDTA100mM, Tris 10mM, NaOH per ajustar el pH a 10, i
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DMSO al 20% 1 Triton a 1’1% que s’afegeixen just abans de posar les mostres) a 4°C .Es
guarda a la nevera i tapat (per evitar que la llum pugui causar algun dany addicional al
DNA), durant 2 hores per permetre la lisi alcalina de les membranes i algunes proteines.

A partir d’ara tots els passos son a les fosques (o es pot fer servir una llum vermella):

- Assecar una mica els porteobjectes 1 posar-los en la cubeta d’electroforesi horitzontal
amb el tampo d’electroforesi (Na,EDTA 1mM, NaOH 300mM), preparat el mateix dia i
mantingut a 4°C, a un pH de 13, durant 20 minuts per provocar el “desenrotllament”,
separaci6 de les dues cadenes de DNA. Es manté la cubeta d’electroforesi en fred a 4°C,
(posant-la en una cubeta amb gel).

- Electroforesi a 25-30 volts i 300 mA, durant 20 minuts mantinguda en fred. Es fixen els
volts 1 s’aconsegueixen els mA, treient o afegint tamp¢ fins arribar els desitjats.

- Assecar els portaobjectes 1 posar-los en un placa horitzontal amb forats, 1 passar a fer tres
rentats posant gotes a sobre el portaobjectes amb una pipeta pasteur( els dos primers
rentats de 5 minuts i 1’altim de 10) amb tampo6 Tris (0.4M) fred a pH 7.5 per neutralitzar i
eliminar I’excés d’alcali i la resta de detergents .

- Assecar una mica els portaobjectes i fer la tinci6 amb 65ul de DAPI, posar els
cobreobjectes i esperar uns 6 minuts, llavors treure 1’excés de colorant espolsant una mica
el porta 1 guardar-los en una caixa per portaobjectes amb una paper humitejat amb PBS ,
ben tapada i a la nevera.

- Els comptatges es fan de la mateixa manera que com esta comentat a ’apartat 1.1.b
d’aquest capitol, pels Apodemus sylvaticus. S’estableixen les mateixes categories de
formes de c¢l-lules, relacionades amb el dany, i es calcula de la mateixa manera I’index
de comet (IC).

Discussi6 de la técnica:

.Tipus cel-lular:

Varis autors com Hooghe et al.(1995), Verschaeve & Gilles (1995) i Salagovi¢ et al.(1996),
utilitzaven el Comet Assay en celomocits de cucs de terra per 1’estudi de la contaminacié en
terres dels voltants d’un abocador il-legal de residus o en zones afectades per altres tipus de
contaminacions. La utilitzacié dels celomocits en estudis de toxicitat, per avaluar els efectes de
determinades substancies, o per mesurar-ne el seu efecte en la resposta inmunologica dels cucs, o
per valorar la contaminaci6 ambiental, ha estat feta per varis autors (com els que he anomenat
abans, i també, Suzuki et al.,1995; Cooper ,1996; Burch et al.,1999, entre d’altres).

Els celomocits, cel-lules que estan dins la cavitat celomatica dels cucs, tindrien
basicament la funci6 de defensa. Una de les complicacions que es troba en la seva utilitzaci6 per
al comet test, es va fer palesa de seguida en veure diferents mides de cel-lules. Hi ha molts tipus
de celomocits, que s’han intentat descriure diverses vegades utilitzant diferents técniques de
tinci6 1 de microscopia, (alguns exemples: Duprat & Bouc-Lassalle 1967; Linthicum et al. 1977;
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Valembois 1971; Stein et al. 1977; Cooper 1996) donant diversos noms i nomenclatures
variables 1 moltes vegades confuses. En la classificacio que dona Stein et al.(1977) 1 Cooper
(1996) en estudis realitzats sobre Lumbricus terrestris, es pot observar els diferents tipus
segiients: basofils, neutrofils (estarien dins el grup d’amebocits hialins), acidofils de tipus 11 II, i
granulocits (pertanyents al grup d’amebocits granulars), les cel-lules cloragogenes de tipus I, 11
(que estarien dins el grup dels eleocits), i les formes transitories. De tots aquests, sembla que en
Lumbricus terrestris, els basofils son els més abundants en un 63.5%. I les mides entre els
diferents tipus varien molt, per exemple, en els basofils les mides estan en un interval d’entre 5 a
30 um, i segurament les proporcions entre els diversos tipus poden variar segons les especies i
les situacions. Pero, no és encara massa clara tota la classificacio, funcions, etc..

.Metodologia:

Un dels grans problemes al comengar a treballar amb lumbricids va ser el fet
d’aconseguir un nombre suficient de cel-lules, de celomocits. Segons Eyambe et al.(1991), amb
la seva técnica d’extrusio, podia aconseguir fins el 50% del nombre total de celomocits (2.5-
6.1X106/ml); pel Comet test, un numero ideal seria 1x10%¢1/ml o inclus valors menors. Per altra
banda, Diogene et al. (1997), al discutir diferents sistemes d’extrusié comentaven que els nombre
que es pot treure per a cada especie ¢és variable, i també pot variar segons els individus, havent-
ne alguns que extreuen poques cel-lules, cosa que vaig poder comprovar personalment, sobretot
en els exemplars de mida més petita d’una mateixa especie. Tot i aix0, en els estudis de
Verschaeve & Gilles (1995) i Salagovi¢ et al. (1996) utilitzaven dos cucs per mostra i barrejaven
les extraccions de cel-lules dels dos individus per a la realitzacio del Comet test. El metode
d’extracci6 utilitzat per tots aquests autors va ser I’extrusio per part dels propis lumbricids de les
cel-lules, seguint el metode de I’Eyambe et al.(1991), posant els cucs en un liquid que conté una
petita quantitat d’etanol, que és irritant, i causa una seérie de contraccions musculars que fa que
s’alliberin els celomocits junt amb una gran quantitat de mucus (Eyambe et al.1991); un
mucolitic com és el GGE (Guaiacol glyceryl ether ; Suzuki et al.1995; Diogene et al.1997; Burch
et al. 1999) i PEDTA que incrementarien 1’eficiéncia de 1’obtencié de cel-lules per 1’alliberacid
dels celomocits del mucus extret amb les cel-lules 1 la reduccié de 1’agrupacio de les cél-lules,
respectivament (Burch et al.1999), €s una solucié a pH 7.3 adequat per no irritar ni causar danys
al cuc. Es va considerar un sistema menys traumatic i al mateix temps, més eficient per a
I’extraccido de les cel-lules, evitant ja els sistemes de puncio (el sistema més utilitzat per a
I’extraccié d’aquest tipus cel-lular. Es va provar d’utilitzar al principi en aquests experiments,
perd a més de ser agressiu, €s bastant costds de fer si no es té practica i no s’adorm el cuc, el pots
travessar amb la pipeta sense aconseguir cel-lules, degut a que no es paren de moure i és molt
facil de poder-los travessar sense voler, i per tant danyar-los, moltes vegades sense aconseguir
prou mostres cel-lulars, i etc...) aquest sistema ja el va comparar Eyambe et al.(1991) amb
aquesta nova teécnica d’extrusid menys invasiva utilitzada en aquest capitol, i porta més
avantatges i comoditat; Diogene et al.(1997) va intentar millorar 1’extraccié amb un sistema al
buit amb embols, per obtenir més celomocits amb menys contaminacid fecal, i Burch et
al.(1999) donen un petit xoc eléctric per estimular la contraccié muscular i aixi hi hagi 1’extrusio
de cel'lules, tot i que ho ajuda amb una solucié que conté 1’agent mucolitic GGE. Malgrat tot
aixo, en el nostre cas es va preferir fer una variacio del sistema presentat per Eyambe et al.(1991)
utilitzant una soluci6 per a fer que els mateixos animals expulsin les cel-lules.
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La preparacido d’aquest liquid d’extrusid, aixi com les altres solucions per al procés
d’extracci6 de celomocits: sali, sali+GGE, PBS, etc..., han d’estar a un pH=7.3 per evitar danys i
irritacions a I’animal, ja que es pretén la recuperacié d’aquest i fer servir un sistema d’extracciod
no agressiu. En la preparaci6 d’aquestes solucions, aconseguir el pH adequat porta molt de
temps, €s per aix0 que Diogene et al.(1997) van proposar un protocol alternatiu on utilitzaven tot
un seguit de reactius per ajustar el pH i fer aixi més senzilla la seva preparaci6. Una altre de les
proves que es van realitzar, doncs, va ser la comparacio dels dos métodes de preparacio
d’aquestes solucions, obtenint els mateixos resultats en els dos casos, aixi doncs, es va escollir el
que en aquell moment va ser més comode i el que feia servir menys quantitat de reactius, tot i
haver de dedicar molt temps a la mesura i ajust dels pH, que va ser el protocol donat per Eyambe
et al.(1991), perdo amb algunes modificacions propies.

En el procés cal doncs: netejar el cuc posant-lo en una solucid salina a pH=7.3; (tal com
Eyambe et a.1991; Verschaeve & Gilles 1995; Salagovié et al. 1996; Burch et al.1999; o en
aigua de ’aixeta , Diogene et al.1997) a temperatura ambient per no produir cap xoc al cuc. |
llavors desar-lo sobre un paper humit, (en aquest cas es mullava el paper amb aigua de 1’aixeta i
no en solucio salina, o PBS), fer-li un massatge amb el dit de la quarta part posterior del cos cap
enrera, suaument per no danyar-lo, perd fent una mica de pressié per aconseguir que expulsi tota
la terra, o una bona part, que conté a l’intesti, per reduir la contaminaci6é fecal en el fluid
d’extrusio, (Eyambe et al.1991; Verschaeve & Gilles,1995), i aixi no contamini ni embruti tant
les mostres.

El liquid d’extrusi6 permet doncs, que els cucs expulsin el mucus que tapen els porus
corporals 1 surtin aixi les cel-lules de la cavitat celomatica (que segons Eyambe et al.1991 i
Verschaeve & Gilles 1995, son majoritariament basofils, degut a la seva preseéncia al voltant dels
porus integumentals a través dels quals surt el mucus, i segons Stein et al. 1977 1 Cooper 1996,
son els més abundants), un rentat posterior amb sali i GGE acaba d’ajudar a expulsar aquest
mucus i cel-lules (es barrejara aquest fluid amb 1’obtingut amb la solucio de lisi, per a recollir els
celomocits), 1 llavors es pot posar el cuc en un bany amb sali sol, per treure 1’excés de GGE 1
poder-lo tornar aixi a la terra. Tot 1 que s’utilitzen totes aquestes solucions a 4°C per mantenir les
cel-lules, I’exposicid al liquid d’extrusidé es fa a temperatura ambient, tal com altres autors
(Eyambe et al.1991, i Salagovi¢ et al. 1996, Didgene et al .1997), perqué aixi expulsen més
mucus i cel-lules (als primers experiments vaig utilitzar el liquid d’extrusio en fred, 4°C, i vaig
poder comprovar com expulsaven menys quantitat de mucus, i cel-lules), pero les altres solucions
s’utilitzen a 4°C, per mantenir les cél-lules . Segons els protocols ( Eyambe et al.1991, Diogne et
al.1997) utilitzen unes quantitats elevades de les solucions per als rentats en 1’extraccio de
celomocits, perd degut als problemes per aconseguir suficient nombre de cél-lules en les nostres
proves, vaig de reduir la quantitat de soluci6 per a concentrar més les cél-lules. Aixi doncs vaig
utilitzar 4ml de liquid d’extrusi6 + 8ml de sali amb GGE, per als cucs més grossos usats en les
nostres proves (com els exemplars d’Eisenia) i 3ml de liquid d’extrusio + 6ml de sali amb GGE
(per als més petits). Eyambe et al.(1991), i Salagovi¢ et al.(1996), utilitzaven també valors de
3ml de liquid d’extrusio, perdo 17ml del sali per als rentats, mentre que Diogene et al.1997, fan
servir diferents ml segons la mida de I’espécie, quan més gran, més quantitat de liquid
d’extrusio, aixi utilitzen 8 i 25ml per a les espécies en que experimenten (L.terrestris; 1 E.foetida,
O. tyrtaeum, respectivament), 1 de 22 a 75ml de la soluci6 de suspensio, volums realment elevats.
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Aixi com la suspensi6 final la faig en 0.5ml de sali, sense GGE, en comptes d’1 ml de la solucio
de suspensid com pels anteriors investigadors. Les solucions on es fa la suspensio cel-lular també
varien segons els autors (entre posar-los en solucid salina, LBSS: Lumbricus balanced salt
solution, Eyambe et al.1991; o PBS lliure de Ca™ i Mg, Salagovié et al. 1996; o HBSS: Hanks’
Balanced Salt Solution, Burch et al.1999; M-HBSS:modified Hanks’ balanced solution, Didgene
et al.1997).

A partir d’aqui es fan dos rentats amb sali, alguns autors en fan tres (Eyambe et al.1991),
altres dos (Salagovi¢ et al. 1996), o un (Burch et al.1999). En tot cas, es va comprovar que és
millor fer-los per eliminar la fraccidé de terra que pot quedar, ja que no s’aconsegueix amb el
massatge que expulsin tot el que tenen als intestins, 1 per eliminar en gran part la fraccio
bacteriana, que a més de contaminar les mostres, causa un soroll de fons ,que interfereix en la
tinci6 1 visualtiltzacid de les imatges, 1 no permet fer bé les lectures dels comets; altres autors,
pero, suplementen el medi de suspensié amb antibidtics 1 antimicotics (tal com comenta Diogene
et al.1997).

Una de les altres variacions, va ser reduir la concentracié d’alcohol en la solucid
d’extrusio, passant del 5% (Eyambe et al.1991), al 2% (Diogene et al.1997), ja que, es va
considerar que aixi podia ser menys agressiu per I’animal i recuperar-ne més nombre, mentre
s’aconseguia el mateix efecte en quan a la quantitat de cél-lules recollides, i tal com comenta
Diogene, aquesta menor concentracid minimitza el dany a les cel-lules també, (tot i que va
comprovar que la mortalitat dels cucs després de I’extrusid, continuava essent elevada en
L.terrestris 1 1’atribueix possiblement més a 1’agent mucolitic que al propi etanol).

A part de les proves i petits canvis per aconseguir més nombre de cél-lules, es van fer
frotis, 1 aixi es veia a priori si s’aconseguia extraccid o no de cel-lules. Haguera sigut convenient
fer comptatges de les cel-lules en cambres (com la de Neubauer), per veure si hi havia un nombre
suficient de ce¢l-lules per a dur a terme el comet test; pero enlloc d’aixo, es realitzava el comet
test 1 es mirava si hi havia un nombre adequat de celomocits per porta, aixi de pas, s’agafava més
practica amb el procediment de la técnica i les mostres. Es van fer frotis també en cada pas de la
preparacio6 de la suspensio cel-lular per al comet test, sobretot en la part dels rentats per veure si
es perdien cél-lules, i si eren d’algun tipus concret les que es perdien. Es va poder veure que es
perdien cél-lules en tots els passos, pero al final no es van eliminar aquests rentats ja que eren
necessaris per la neteja de les mostres a nivell bacteria sobretot, s’hauria pero, de tenir en
compte, en la interpretacio dels resultats.

Altres frotis es van tenyir amb el protocol utilitzat per a tenyir sang (MayGriinwald-
Giemsa, explicat a I’apartat 1.1.b), 1 es va poder observar molts tipus diferents de celomocits i de
dificil classificacid, degut a tot el que he comentat anteriorment. Les diverses mides dels
diferents tipus cel-lulars dificulten a vegades les lectures del comet test, a diferéncia dels cultius
cel-lulars o de les mostres sanguinies, on les mostres son més homogenies. Pero tot i que és més
dificultés, no €s un problema Unic en aquest tipus de mostra, ja que també es dona aquesta
heterogenitat cel-lular en altres classes de mostres analitzades amb el comet test, com per
exemple mostres d’epiteli intestinal, pulmonar, etc.. De tota manera, quan es va aconseguir
obtenir un nombre suficient de cel-lules per a tots els experiments, que la técnica del comet test
es pogués dur a terme sense problemes, i les mostres fossin més ben preparades per a facilitar els
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comptatges, es va veure que predominava una mida i ja no van ser tant dificil els comptatges, les
mostres sortien més homogenies, tot i que sempre es comptaven totes les mides de cél-lula.

Primers experiments

Al principi es van recollir diverses espécies de cucs per a fer diferents proves, en quan a
I’extraccio cel-lular, i preparacio de la técnica del comet test en cucs.

Va caldre aprendre a classificar els diferents exemplars i congixer les caracteristiques de
les espécies per a poder escollir entre elles, les que complien els requisits que voliem, ja
comentats anteriorment (amplia distribucio en la Peninsula Iberica, abundants, etc...), 1 que fossin
al mateix temps de facil manteniment, s’adaptessin bé a diferents mostres de terra i condicions,
anessin bé, i superessin la metodologia del comet test, etc...

Un cop escollida D’especie Allolobophora caliginosa per les caracteristiques ja
comentades anteriorment, es va passar a recollir-ne un nombre suficient d’exemplars per
aconseguir una colonia estable al laboratori. Es van mantenir durant bastant temps per permetre
que es reproduissin, pero la reproduccid €s lenta comparada amb altres espécies com E.foetida
(per A.caliginosa el seu desenvolupament triga cap a dos anys, i el nombre de capolls i1 cucs és
molt menor que per a E.foetida. En condicions de laboratori, A.caliginosa pot arribar a viure de 4
a 8 anys, Edwards & Bohlem, 1996). Pels experiments es volien exemplars que fossin de la
mateixa mida, aixi es va anar recollint del mateix lloc un nombre adequat d’exemplars diverses
vegades, (en comptes d’esperar a que els petits de la colonia arribessin a adults), 1 es mantenien
en una terra considerada control varis mesos o setmanes en casos, per a la seva habituacio en
aquesta, i la seva possible recuperacié (o en podriem dir “neteja”),dels efectes del sol on vivien
en el que podria haver hagut algun tipus de toxic. Els cucs s’obtenien excavant en una zona
humida d’un galliner on s’havia detectat un gran nombre d’individus d’aquesta especie. Es
mantenien en grup en uns recipients grans on es tenien arrecerats pero a 1’aire lliure, intentant no
posar-los en cambres on es controlaria les condicions de llum, humitat, temperatura. Sin6 que es
podien notar els canvis de dia-nit, i de temperatures de 1’ambient, es controlava la humitat, es
regaven amb aigua de pou (aigua que no rep cap tractament), i s’alimentaven un cop per setmana
amb engrunes de pa i farines de cereals per a infants. Aixi durant unes setmanes 1 llavors es
portaven al laboratori, es mantenien alla en les mateixes condicions perd en el laboratori, en
recipients més petits i amb menys quantitat d’individus, amb la humitat controlada, la
temperatura més o menys constant al laboratori i les variacions de llum de dia-nit, alimentant-los
també un cop per setmana amb farines de cereals, aquest cop es feia servir aigua de 1’aixeta
reposada una setmana per a regar-los, tot i que alguns autors fan servir aigua de 1’aixeta bullida
(Diogene et al.1997). Potser hagués sigut millor utilitzar aigua destil-lada en aquest cas, enlloc
d’aigua de ’aixeta, ja que pot fer variar 1’estat i biodisponibilitat dels toxics de les mostres de sol
de I’abocador. L’aigua sempre pot alterar aquests factors, perd si a més porta clor o altres
substancies o minerals, més encara, per aix0 en els segiients estudis, com pel cas de Dofiana
(capitol 2), on hi ha elevada concentracié de metalls pesats al sol, es va mantenir la humitat amb
aigua destil-lada.
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Una part de I’estudi es va basar també en 1’observacid de la colonia establerta de cucs,
com mantenir-los, la cria, com s’adapten a diferents tipus de sols, i les proves corresponents de
Comet Test per posar a punt la técnica i per veure com responen a aquesta, ja que tal i com
indica Eyambe et al.1991, després de 1’extraccio de celomocits per aquest sistema de fer expulsar
el mucus al estar exposat en una solucid d’extrusio, al cap de sis setmanes és possible tornar fer
el Comet Test en E.fetida, ja que el cuc es recupera bé, no és una extraccid tan agressiva,
comparada amb les utilitzades anteriorment com les de puncid. Aixi en els experiments que vaig
realitzar vaig comprovar que les E.foetida viuen bé i es recuperen bé després de sotmetre’ls a
I’extraccio cel-lular, com també altres espécies, per a A.caliginosa en canvi, una part dels
individus no sobreviuen, caldria ajustar més la técnica, perd degut a que el principal problema
que tenia amb aquesta especie era la falta de cel-lules, he hagut de mantenir les proves més
destinades a I’obtenci6 d’aquestes, intentant ésser el menys agressives possibles, pero sense
aconseguir encara que tots sobrevisquin a aquesta extraccid. He pogut observar que segurament
¢s degut a la mida del cuc, les E.fetida, més grosses, treuen més cél-lules i amb menys impacte
per a elles, i les A.caliginosa, quan més grosses, també treuen més cel-lules i més resisteixen a
I’experiment. Altres proves realitzades en espécies més grans de mida, resistien bé també. En el
cas de Microscolex (tot i que és un Megascolecid, i no un Lumbricid), essent de mida més petita,
era més resistent a I’extrusid que A.caligonosa, pero treia menys cel-lules. Tot 1 aix0, com ja he
comentat anteriorment, Didogene et al.1997, indica que més del 50% de L.terrestris en que se li
ha fet 1’extrusid, moren a les 24h, i aquests tenen mides 1 pesos considerables, o sigui que
probablement també té a veure 1’especie, en la seva resisténcia o algun altre parametre. En
alguns casos hi actuaria també 1’estat de 1’espécie per I’exposicid a les terres, si sobn o no
favorables, o si hi ha algun toxic que els afecta, farien que encara fossin més susceptibles, i
poguessin tolerar menys fortament, el tractament d’extrusio.

En quan a les variacions en el protocol del Comet test respecte a 1’utilitzat en 1’apartat anterior
per a ratolins, hi ha algunes petites diferéncies:

L’ts de portaobjectes normals amb una banda esmerilada, preparats amb una capa
d’agarosa assecada a I’estufa com a base per a I’adhesio de les segiients capes en aquest cas.

Respecte a la preparacio del liquid de lisi, cal un comentari sobre la seva preparacio: no
hauria calgut posar-hi DMSO en aquest cas, ja que és per prevenir el dany al DNA induit pels
radicals associats amb el ferro alliberat en la lisi pels eritrocits presents a la sang o al teixit (Tice
et al 2000), pero es va utilitzant en aquesta prova.

Una altra diferéncia, és el temps de lisi, que el vaig augmentar a dues hores, ja que amb
les proves anteriors em va semblar que no era suficient temps una hora, com fan la resta d’autors
que treballen amb cucs com a mostra per al SCGE (Verschaeve & Gilles, 1995; Hooghe et al.
1995; Salagovi¢ et al. 1996). Les imatges que obteniem en una hora de lisi eren estranyes,
semblava com si la membrana no s’hagués trencat, les cél-lules mostraven formes similars a ous
ferrats (fig.1.2.1), com els vaig anomenar; aixi que vaig augmentar el temps fins a les dues hores
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de lisi, el minim per obtenir unes imatges adequades perque la lisi s’havia dut a terme bé. Com ja
he comentat en altres capitols, els temps de lisi es poden augmentar, segons varis autors, fins a
varies hores sense que es produeixi alteracions als resultats, i inclus fins a dies segons altres
autors. Tal com comenta Tice et al(.2000), i jo n’havia fet referéncia en un apartat anterior en
aquest capitol (1.1.b), hi ha un temps minim necessari per alliberar el DNA apropiadament, i
aquest temps pot variar segons el tipus cel-lular. En el nostre cas doncs, vam augmentar el temps
de lisi a dues hores, a diferéncia dels altres autors pel mateix tipus cel-lular, perd és que un
menor temps, no ens permetia veure les imatges tipiques de nuclis de DNA del comet
(fig.1.2.2.).
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Fig.1.2.1. Fotografia de la imatge de la majoria de celomocits després d’una hora de lisi, 1 del
procediment normal del comet test, tenyit amb DAPI, i observat a 400x al microscopi
de fluoresceéncia. Seria la forma que he anomenat “d’ou ferrat”, on possiblement la
lisi no esta complerta i les membranes no estarien del tot trencades encara.

Tot 1 no apreciar-se massa bé la imatge, ja que estd massa intensament tenyida, i1 la c¢l-lula ha
quedat una mica doblegada, es pot veure el nucli i el citoplasma, hi hauria les membranes
cel-lular i nuclear encara. Moltes de les formes obtingudes per aquestes mostres en 1 hora de lisi,
eren d’aquest tipus.

Fig.1.2.2. Imatge dels celomocits després de dues hores de lisi, seguits del procediment normal
del comet test, tenyit amb DAPI, i observat a 400x al microscopi de fluoresceéncia.
Imatge digital. Es pot veure la forma de les categories a (imatge inferior) i b (imatge
superior).
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1.2.c. Resultats:

Taula 1.2.1. Resultats del Comet test: Taula 1.2.2. Comparacio
Zona n IC = SD fompar};lcm Slgnit::amo
A 7 3600+ 536 ol e
B 8 5553+11.28 A vs (2 ”
C1 7 5725+ 3.84 A vs O3 v
C2 9 4930+ 6.55 A D
C3 8 59431175 = .
D 7 3682+ 557 A vs S ns
S 8§ 32.87+ 858 B vs Cl ns
B vs C2 ns
Comet test en A.caliginosa, exposada en les mostres de | B VS €3 ns
sol de les diferents arees de I’abocador | B Vvs D **
(A,B,C1,C2,C3), i les control (D control extern, i S que B vs S ek
seria un control de laboratort). Clvs C2 ns
IC: Comet Index; SD: desviacio estandard; Clvs C3 ns
n: nombre d’individus. Clvs D S
Clvs S ok
C2vs C3 ns
Taula 1.2.2. Resultats del Test de comparacié de Tukey- | C2vs D ns
Kramer: C2vs S ok
C3vs D Ak
ns: no significatiu, P> 0.05 ; * : P<0.05 C3vs S ok
**: P<0.01; ***: P<0.001 D vs S ns

Fig.1.2.3. Representacio grafica dels resultats del comet en A.caliginosa exposats a les
diferents mostres de sol de I’abocador mostrats en la de la taula 1.2.1.

Comet Test
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Fig.1.2.4. Representacio grafica de les freqiiéncies de les categories de comet per a les
diferents mostres de sol.
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Tal com es pot observar en la taula 1.2.1 els valors control i estandard, son practicament iguals, 1
son més baixos que els valors de les mostres extretes en arees d’influéncia per 1’abocador
(A,B,C1,C2,C3), amb excepcio de la zona A, que t€ un valor molt semblant al control, és la zona
de dalt de 1’abocador, on estan posant les deixalles i enterrant-les de terra que porten d’un altre
lloc, i on el contacte de les deixalles amb aquesta terra per cobrir-les era també recent.

Per altra banda les mostres de les zones properes a 1’abocador, com la zona B, sota la
bassa de lixiviats, i les C1,C2,C3, a varis Km de la bassa, mostren valors similars entre elles
(taula 1.2.1, figures:1.2.3-4). S’esperaria que fos més contaminada quan més a prop de
I’abocador, pero si miren les C1,C2,C3, en aquest cas semblaria que és al revés, tot 1 que aquests
valors son massa semblants per considerar-ho.

Si observem la figura 1.2.4., on hi ha representades les freqiiencies de les categories de
comet, es veura també¢ la semblancga entre els valors 1 distribucié del comet en cucs exposats a la
mostra de terra controls S, i D, i d’aquests amb la zona A de 1’abocador; com també es veuran les
diferéncies entre aquestes i les altres mostres (B,C1,C2,C3), que al mateix temps son més
semblants entre elles, i que mostren freqiiencies més altes en les categories considerades de
major dany en el comet (c,d,e; Fig.1.1.2), contrariament als controls en que la que predomina
més ¢€s la forma sense dany (a; Fig.1.1.2).

1.2.d. Discussio:

Es va considerar al principi de 1’estudi, la possibilitat d’utilitzar no sols la colonia de cucs
establerta al laboratori sind també comparar I’estudi en mostres de cucs extrets de les zones
d’influéncia de I’abocador. Aquesta ultima opcid, no s’ha pogut dur a terme degut a la gran
dificultat que comporta treure les mostres d’una espécie concreta de lumbricid en una zona
extremadament seca. Hi ha diversos tipus d’extraccié dels cucs del sol, es pot utilitzar formol
(Judd & Mason, 1995, i varis autors més) per a fer-los sortir, o cavar directament. Es pot abocar
una quantitat d’uns 2.5 litres de formol al 0,55% per a una superficie de sol de 50 a 100 cm?, i
esperar uns 30 minuts, tots els cucs existents en una profunditat fins a 20-25 cm (depenent del
tipus de sol), sortiran sols, (Diaz Cosin et al.1981; Diaz Cosin & Moreno,1985; Marifo et al,
1987; Briones et al 1991). Pero aquest sistema, en el nostre cas, es va creure millor no utilitzar-lo
degut al tipus d’estudi que voliem realitzar, intentar veure si existia algun tipus de dany
genotoxic (en aquest cas de tipus clastogen) relacionat amb el possible efecte contaminant causat
per un abocador. Hem de tenir en compte que el formol podria emmascarar els resultats ja que es
considera una substancia genotoxica, encara que 1’exposici6 a aquest fos molt curta en el cas de
I’extraccio dels cucs del terra, i el fet que estaria bastant diluit, i no sabem del cert si pot afectar
o no de manera tan directa i rapida a les espécies d’estudi, i que segurament, al ser una
contaminaci6 puntual i momentania podria no afectar-los, ja que només es tracta de causar unes
condicions desfavorables per a fer-los sortir, llavors només podria causar-los un estres o irritacio
tan sols, o inclus el poc dany que es pogues produir, podria ésser reparat de manera més o menys
rapida. Es va preferir no acceptar aquest metode per I’extraccid de les mostres d’aquest tipus
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d’invertebrats in situ. Encara que es comenta que amb suc d’una ceba aixafada i diluida en aigua
faria el mateix efecte perque sortissin els cucs, aix0o no es va provar de fer en aquest cas. També
cal dir que el nostre treball es tractaria més de 1’estudi d’una contaminaci6 i un possible efecte a
llarg plag, en una exposicio cronica pels cucs que viurien als voltants de 1’abocador, i degut a
aixod, podria ser encara més petita la deteccio, perd com que aquest test €s molt sensible es volia
veure si es podia detectar, per tant, tot possible factor per petit que fos i que pogués interferir o
emmascarar els resultats, vam considerar millor descartar-lo. Perd com ja he comentat, no es van
recollir mostres de cucs en I’area de I’abocador, per aquesta i altres raons.

Els cucs poden ser absents en un sol contaminat, per a mortalitat o perque els poden
evitar, d’altra banda es pot trobar individus que resideixen en sols contaminats, que podrien
donar-se degut a una adaptacio, resisténcia de I’espécie a aquest tipus de contaminacid, o a
I’aclimatacio, 1 tolerancia de les concentracions d’aquests, tal com comenta en un estudi sobre
contaminaci6 per metalls pesants Aziz et al.(1999). Aixi en un estudi amb individus de la zona
afectada s’ha de tenir en compte aquest aspecte, ja que el seu grau d’estrés pot ser diferent, i la
tolerancia pot confondre els resultats, tal com comenta Marifio et al.(1999) en un estudi de cucs
en zones amb metalls pesants. D’aquesta manera 1’estudi en individus recollits in situ, mostra
una complicacio en la interpretacid dels resultats, a més de comptar que poden intervenir molts
factors alhora en D’estat d’aquests animals, malalties, estrés degut a condicions ambientals,
caracteristiques dels sols, época de 1’any, etc...

Es va decidir llavors aconseguir una colonia de cucs i mantenir-los al laboratori (cucs que
es van obtenir cavant), i exposar-los a les mostres de terra. La técnica del Comet Test, com ja he
dit, és molt sensible; en altres estudis com els de Verschaeve & Gilles (1995); Hooghe et
al.(1995); Salagovi¢ et al. (1996), han indicat la utilitat d’aquesta técnica per a 1’avaluacio de la
contaminacid6 en el medi terrestre amb cucs de terra, per a diferents fonts i casos de
contaminacié. Exposen els animals a les mostres de sol en el laboratori també¢, no agafen mostres
dels individus in situ.

El temps d’exposicié es va considerar de cinc dies, tot i que altres autors (Salagovi¢ et
al.1996) feien només 48 h., o altres (Hooghe et al. 1995) 24h., perqué tot i que es corre el risc de
possibles reparacions en el dany del DNA, és millor tenir-los més dies per a reduir la possibilitat
de I’efecte de I’estres al estar en una terra nova i diferent, i aquest temps vaig considerar que era
adequat per a ’adaptacio dels cucs a la terra d’estudi. Els problemes d’estrés podrien causar
falsos positius, i per altra banda, els cucs tampoc no processen la terra durant un temps quan se’ls
canvia de tipus de s0l, si aquest és més pobre o diferent del que estaven abans, o a la inversa, si
¢s més ric, la processen molt rapidament i fan un creixement rapid també, cosa que també podria
influir,(com ja comentaré¢ més endavant en el capitol 3), en els valors del Comet, indicant uns
falsos positius una vegada més. La primera prova per veure si els cucs accepten la mostra de sol
0 no, ¢és I’observacio de si s’enterren o no, aixo €s un primer indicador, si volen fugir, és que hi
ha alguna cosa a la terra que no els va bé, sigui el pH, algun tipus de toxic, la salinitat, etc... I
després 1’observacid continua en veure si processen o no la terra, quan la processen, la terra
adquireix una forma tipica i particular. De totes maneres, es coneix poc sobre si aquestes
especies poden veure’s afectades per aquests tipus de toxics en el sol ni de quina manera, si els
arribara a causar mutacions al DNA o no, si aquests toxics seran biodisponibles o no per aquesta
especie, 1 també s’ha de considerar com els afectara segons les concentracions, i la barreja o la
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forma en que estiguin aquestes substancies, com també s’hauria de tenir en compte la capacitat
dels animals per evitar els contaminants o els sols contaminats (Yeardley et al.1996). Pero, pels
estudis de valoracid de la contaminacid en el medi ambient amb el comet test en cucs de terra,
com els de Verschaeve & Gilles (1995); Hooghe et al.(1995); Salagovi¢ et al.(1996), i Binderup
et al.(2001) en sols contaminats per diversos tipus de substancies com benze, anilines, i altres
PAHs: hidrocarburs aromatics policiclics, i PCBs: Bifenils policlorats, dioxines, etc... algunes
d’elles conegudament genotoxiques, i en les que van trobar diferéncies entre les zones properes a
les afectades per aquestes contaminacions i les zones control, va ser el que ens va fer pensar que
realment era adequat el treballar amb lumbricids per a fer una primera valoracié de la situacio.
Molts tests en cucs de terra pero, son per a fer test de toxicitat, per mirar la DL50 i/o CL50, i
I’avaluacio del potencial immunotoxic dels contaminants (Suzuki et al. 1995; Cooper 1996;
Burch et al 1999, etc...), els quals consideren els cucs de terra com a sentinelles per avaluar els
riscs de 1’exposicido a contaminants al sol. Cooper (1996), comenta que el sistema immune
d’aquests serviria com a biomarcador alternatiu dels canvis causats per la contaminacid
ambiental.

Es va pensar en fer un control positiu amb els cucs en la utilitzacio del comet test, per a
veure si eren adequats per I’estudi que es volia fer, el problema era quina o quines substancies fer
servir, ja que en la possible contaminacio per 1’abocador el que hi hauria seria una barreja de
diverses substancies, en una quantitat desconeguda. Aquest fet fa que canviin les caracteristiques
de I’exposicio i del possible dany, ja que hi pot haver efectes sinérgics o antagonics, entre els
diferents compostos quimics contaminants. Als principis de la técnica es varen fer unes proves
amb ciclofosfamida en FE.foetida, en el que s’esperava un resultat positiu de la técnica en cucs,
pero es van descartar aquests experiments degut a que la técnica no estava del tot posada a punt, i
llavors es va basar amb els resultats dels estudis d’altres autors com els comentats anteriorment
en els que utilitzen els cucs amb exit per a la deteccid6 d’una possible contaminacié de tipus
genotoxica al sol amb el SCGE.

Es dificil saber del tot quin nivell de contaminaci6 hi ha al sol, es pot distribuir de moltes
maneres, i pot estar més o menys disponible per als éssers vius. Es també dificil veure com pot
afectar, ja que segons I’espécie animal, segons I’individu i molts altres tipus de factors, el seu
efecte pot ser molt diferent. En 1’avaluaci6 de I’exposicié de la contaminaci6é del medi ambient
en cucs, el comet test mesura el dany al DNA acumulatiu causat per tots els (geno)toxics
contaminants que son disponibles per aquests organismes (Salagovié et al.,1996). Aixo fa que la
interpretacio dels resultats, junt amb la de tots els factors 1 parametres que hi intervenen, pugui
ser complicada. Si mirem els resultats trobats en el nostre cas, com he comentat abans, en les
taules 2.1.1, 2.1.2, i el grafic (Fig.1.2.3), es pot veure que no hi ha diferéncies significatives entre
les zones d’influéncia de 1’abocador (B, C1, C2, C3), tot i estar a diferents distancies d’aquest,
pero si hi ha diferéncies significatives entre aquestes i la zona A, que és la de dalt de tot de
I’abocador 1 com ja he comentat anteriorment, seria una terra nova dipositada sobre 1’abocador
per a tapar les escombraries, i que té valors similars i no significativament diferents amb els
controls D, i la terra de referéncia S (terra estandard preparada al laboratori). El que és
sorprenent és que els valors de B,C1, C2, C3 siguin tan similars (essent de 55.53, 57.25, 49.05,
59.43 respectivament, exceptuant una mica el de C2), ja que son de distancies diferents des de la
bassa de lixiviats. Tal com esperavem en el cas dels ratolins, es va trobar majors valors en la
zona B (zona de la bassa de lixiviats), on suposavem que seria la més contaminada, seria la que
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més intensament hauria estat exposada a la contaminaci6 al ser la més propera a la font de
contaminacio, i la que més concentracié de substancies hauria de contenir; en aquest cas dels
cucs pero, es veuria que zones més allunyades de la bassa, a varis Km, tindrien valors majors
inclus, perd que es poden considerar, més que majors, similars, perqué no hi ha diferéncies
significatives entre aquestes zones B,C1,C2,C3. Les mostres es recolliren en un punt concret, i
potser la distribucié de la contaminacié en aquella area sigui diferent d’un punt a 1’altre, tots
aquests valors doncs, també es deurien a 1’atzar. Si considerem pero aquestes diferéncies de
valors (no significatives estadisticament) en el que semblaria que en zones tan allunyades de
I’abocador es troben valors més alts que els control, trobariem diversos punts a considerar en la
interpretacio de les dades. Aixi com pels ratolins ens interessaria la contaminacié que han rebut
les plantes i insectes que pugui menjar, sobretot les plantes, la contaminaci6 ha d’haver penetrat
a nivells més profunds per afectar les arrels mentre que pel cas de les mostres de terra recollides
per als cucs son mostres agafades a una profunditat maxima de 20cm 1 per tant, molt superficials.
Caldria veure si I’aigua que s’escapa de la bassa, pot correr riera avall fins a grans distancies
arrossegant els contaminants, es pot evaporar i no penetrar, o pot quedar embassada en llocs
concrets. Tot aix0 faria variar la concentracid en les diferents zones i1 arees i causar
concentracions o no, en llocs concrets. Com també, i molt important, caldria con¢ixer les
caracteristiques de cada tipus de sol recollit, ja que, podria ser que els cucs s’adaptessin millor o
els agradés més un tipus de sol que I’altre i llavors podrien sofrir un estrés major o menor al
posar-los en un o altre tipus de sol, i processar-lo més o menys. També cal tenir en compte, que
les substancies toxiques poden acumular-se més en una forma o altra segons les caracteristiques 1
condicions del sol, i poden estar més o menys biodisponibles pels éssers vius segons aquestes.
Entre moltes altres coses, hauria sigut interessant fer una analisi quimica de les mostres de terres,
per veure la possible preséncia, o no, i la concentracid dels (geno)toxics, per poder comparar
amb aquests resultats del Comet test. En la mostra C3, justament la que esta més lluny de la
bassa de lixiviats, i on la riera ja té una pendent molt suau (i menor que en les altres zones, aixo
podria fer que s’acumulés més o permetés més 1’estancament de 1’aigua i la deposicié d’aquesta
en aquest punt, aigua que podria portar arrossegant algunes substancies contaminants encara), era
una zona molt sorrenca i envoltada de vegetacio, arbres, i arbusts que fan augmentar el contingut
de matéria organica al sol, 1 aixo podria beneficiar el creixement del cucs exposats uns dies en
aquesta terra, i com ja comentaré més endavant en el capitol 3, podria afectar amb uns falsos
positius a la prova del SCGE, fent augmentar el valor d’IC; perd per altra banda, al ser de tipus
sorrenc, no €s precisament un tipus de sol gaire adequat per Allolobophora caliginosa, tot i que
€s una especie que pot viure en molts diferents ambients, sempre té predileccio per uns llocs. La
terra on els havia mantingut, tenia caracteristiques diferents a la C3, 1 al posar-los a aquesta C3,
hi podien viure, s’hi podien adaptar i viure-hi, pero patien 1’estrés del canvi 1 adaptacidé que pot
durar uns dies, aix0 també es podria veure reflectit en aquests valors tan elevats en aquesta
mostra. El pH per aquesta mostra no €s perjudicial per aquesta espécie, perd mentre es feia la
mesura d’aquest, es va veure que aquesta terra tenia un contingut de ferro elevat en comparacio
amb les altres mostres ja que quedava enganxat a I’imant de 1’agitador, potser aixo seria un altre
factor que podria influenciar d’alguna manera als cucs, donant aquest valor elevat d’IC. Podria
ser doncs, que la contaminaci6é procedent de I’abocador no arribés en aquesta zona, i aquests
valors més alts en aquesta zona siguin deguts a aquests altres factors ja anomenats, o podria
haver-hi algun altre tipus de contaminaci6 o algun altre fet, com el que aquesta zona esta a prop
de camps que podrien haver estat tractats amb pesticides, pero es descarta aquesta opcid degut a
que les mostres van ser preses a la riera 1 estava una mica allunyada de la influéncia d’aquest




Capitol 1: Abocador Garraf. Estudi de la contaminacié de tipus genotoxic 67

possible factor; aixi com pel cas dels ratolins hauria sigut més evident degut a la seva mobilitat
(no es van agafar ratolins d’aquesta zona), pels cucs es van recollir mostres de terra de la riera.
Pero una altra cosa que cal tenir en compte €s que la terra C3, C1 i D es van recollir un any abans
de les altres mostres, i pot ser en el cas de la C1 1 C3 (la D és un control, en una area diferent,
allunyada de I’abocador) presentessin més contaminacio, ja que encara no estava feta la segona
bassa de lixiviats, i podien estar exposades a més contaminacio, i/o més freqlientment. Si ho
comparem amb els resultats del MNT en ratolins en la zona B (que inclouria la zona C1 dels
cucs) I’any anterior a la construccié de la segona bassa de lixiviats, amb els resultats de la
mateixa zona un cop construida (taula 1.1.3), no es veuen diferéncies entre un i 1’altre. Pel cas
dels cucs hauriem de tenir en compte, perod, que les mostres recollides eren de terra i no dels
propis animals que viuen en aquella zona, i a part de no poder-se comparar del tot amb els
ratolins pels diferents tipus d’exposicio 1 per ser diferents especies, hi ha altres factors que
possiblement influirien en els valors dels resultats, estiguin o no relacionats amb el fet de
I’existéncia d’aquesta segona bassa; la contaminacio causada pels lixiviats al sol és més directe,
en el sentit que si s’escapen els lixiviats arribarien directament al sol que nosaltres hauriem
recollit, i podria afectar també de manera més directa i a curt termini als cucs, d’aquesta manera
seria important coneixer les condicions en el moment de la recollida de la mostra, ja que influiria
no sols a nivell cronic la contaminacid, sind també a nivell més localitzat en el temps. Aixi un
altre factor que pot influir en la diferent recollida de mostres en aquest cas dels cucs, és I’¢época
en que es van recollir, si hi havia hagut més o menys pluges (el régim de pluges podia haver estat
diferent en aquell any o les condicions, i fer que hi hagués hagut més escapaments o en aquell
moment concret de la recollida de mostres), i si eren més recents o no, ja que les mostres de terra
extretes son molt superficials, pot haver concentracions del toxics en basses, aixi poden ser
diferents les condicions en el moment del mostreig, en que s hagin concentrat els contaminants
més o menys en un determinat moment, i lloc. D’aquesta manera, en el cas d’aquestes mostres de
sol, potser s hauria de considerar no sols la contaminaci6 a llarg plag de 1’abocador, sind també a
nivell puntual. Un altre factor que pot haver influit, seria el temps que feia que es van guardar les
mostres abans de I’experiment, es van guardar al laboratori en bosses de plastic, i potser no
hauria estat la millor manera ja que al guardar-les llarg temps aixi abans de 1’experimentacio,
hauria pogut fer canviar les condicions del sol. Una millor opci6 hauria pogut ser guardar-les a la
nevera, o deshidratar-les, perd aixo haguera pogut alterar la composicid i I’estat de les bacteries
del sol, i fer canviar les condicions també. Haguera sigut interessant agafar més punts en el
mostreig de cada zona

En quan a la zona A, ja he comentat que té un valor molt similar al control D (36 1 36.82
respectivament; Taula 1.2.1), i es pot explicar, no sols pel fet que és una terra agafada de sobre
I’abocador en que no ha estat gaire temps en contacte amb les deixalles, ja que va ser posada per
tapar-les molt recentment, i procedeix d’un altre lloc, i per tant es podria considerar per tot aixo,
nova en aquest punt i neta dels efectes de 1’abocador, (no sabem d’on ve, en tot cas €s d’una zona
on no ha tingut un tipus de contaminacié com la que han rebut les zones de I’abocador, sindé més
aviat s’acostaria a la situacié en que estaria el control pels resultats obtinguts, i és col-locada de
forma primera en aquesta area). La zona que es va triar com a control, va ser una zona on les
caracteristiques del sol ens van semblar similars a les de la zona de 1’abocador, esta situada a una
vall paral-lela a aquest, i no hi ha cap punt de contaminacié conegut. Tot i aixi, si mirem els
valors del control comparant-los amb els de la terra estandard S, utilitzada en 1’experiment,
veiem que la terra S, dona un valor d’IC de 32.87, una mica inferior al control (36.82), i aix0 es
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podria explicar degut a les diferents condicions i caracteristiques dels dos sols, 1 on els cucs
podrien adaptar-se millor en un que a I’altre, o encara que menys probable, a algun tipus de
possible contaminacié en la control, encara que molt petita, perd que pogués afectar aquests
valors. Tot i aixi, no hi ha diferéncies significatives estadisticament entre aquests dos tipus de
terra control, com tampoc entre aquestes i la zona A de I’abocador. Es per aixo que es poden
considerar similars.

No surt estadisticament significativa la diferéncia entre la zona C2, i la control D, pero es
pot veure que els valors son diferents (de 49.3 a 36.82). Aquesta zona pero, té un valor molt
inferior a les altres considerades zones d’influéncia de I’abocador (exceptuant la A).

Aquests resultats, pero, ens poden servir per fer una primera analisi de com influiria
I’abocador en una especie de lumbricid, que ens podria servir com a bioindicador i1 sistema
d’alerta alternatiu a altres estudis més complexos i invasius, per a fer un screening de la situacio,
i després d’una valoraci6 fer o no posteriors treballs més exhaustius i complets.

Si volem comparar tots aquests resultats amb els obtinguts per als ratolins, trobarem a
nivell general una diferéncia entre els valors de les zones d’influéncia per 1’abocador i les control
en els dos casos. Tanmateix cal tenir en compte que no €s comparable del tot, ja que es tracta de
dos nivells diferents en I’escala alimentaria, habitat, etc... i on també pot afectar de maneres
diferents la contaminacid, pero considerant aixo, els resultats ens indicarien doncs, un efecte de
I’abocador per a les dues espécies. A un nivell més concret, pot variar una mica en el sentit que,
per exemple en el cas dels ratolins teniem que les zones d’influéncia per I’abocador (A,B,C), no
tenen diferéncies significatives entre elles, perd podiem veure els valors diferents que ens
mostrarien una tendéncia, on el valor més elevat d’IC estaria en B>A>C, i on trobariem
diferéncies significatives amb el control, exceptuant la zona C, que tot i tenir un IC de 4.08,
respecte el control de 2.59, no mostra diferéncies estadisticament significatives. Aixi doncs, la
zona més contaminada per als ratolins seria a prop de la bassa de lixiviats (B), essent a uns 2km
d’aquesta bassa(C) uns valors més propers al control (D), mentre que per als resultats amb els
cucs de terra justament tenim que la zona A, a sobre 1’abocador, no té diferéncies amb el control
(ja he comentat perd que seria una terra dipositada recentment i sense una influéncia de
contaminacid), com tampoc la zona C2 (tot i que els valors d’IC son diferents), mentre que la
zona B, C1 1 C3 si mostrarien diferéncies amb els controls, aixi doncs mostrant una possible
influéncia de la bassa de lixiviats en aquests animals. El valor de C3, tan Iluny de la bassa queda
ja més per a discutir el perqué d’aquest valor tan elevat essent el lloc més allunyat dels estudiats
(i pel fet que el C3 doni tan elevat després que C2 sigui de valor més similar als controls, quan
havien considerat que 1’efecte de la font de contaminacié es podia veure disminuit per la
distancia a aquesta), pot ser atribuible a altres factors diferents a la possible contaminacié per
lixiviats, o al fet que la recollida de la mostra es fes quan encara no estava construida la segona
bassa de lixiviats (a diferéncia de les mostres C2 i B per a cucs).

De tota manera, a I’intentar comparar els resultats en els dos casos, cal tenir en compte
diverses coses com ja he comentat anteriorment: €s una contaminacié que pot afectar de manera
diferent a les diverses espéecies, no només pel fet de no ser iguals i estar en diferent nivell en
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I’escala trofica, sind també per estar exposats de manera diferent, i tenir mecanismes diferents de
destoxicacio, etc...

També estem parlant de nivells de mostreig diferents. En un estudi més ampli, s’hauria
hagut d’agafar més mostres de terra per a cada zona per als cucs, ja que la contaminacié en el sol
pot estar més concentrada en un punt que en un altre; hauria estat interessant analitzar les terres, i
també agafar cucs in situ, cosa que es va pensar en un principi, perd que es va descartar més
endavant com ja he comentat, ens haguera pogut donar una visi6 potser més aproximada del que
realment passa en aquestes zones, tot i que potser haguera complicat 1’estudi, per la dificultat en
la comparacié amb les especies exposades al laboratori. Ja que els lumbricids que viuen a la zona
podrien esquivar les arees de concentraci6é de contaminants o simplement adaptar-s’hi (Spurgeon
& Hopkin, 1999), fins que no arribés a afectar-los massa, com també podria haver una manca
d’aquesta especie en alguna area degut a la mortalitat o al seu desplacaments a llocs més
favorables (Depta et al.1999); els cucs poden escollir les arees on viuen i fugir a zones no
contaminades (Depta et al.1999), pero si estan en un lloc que no els €s del tot favorable per les
condicions, poden estar molt de temps sense menjar si els cal, a més A.caligionosa t¢ moments
de diapausa estival i hivernal (Alvarez, 1971), i per tant no s’alimentarien durant aquests
periodes i no els influiria tant, a nivell, o via ingestio, la contaminacio, i per tant podrien canviar
els valors segons 1’época en que es recol-lectessin. Aixi doncs, per mirar els efectes d’una
exposicid no puntual, sind a llarg termini, aixo faria encara més complicada la interpretacié dels
resultats en individus capturats in situ, parlant de cucs com ja havia comentat anteriorment. I
segurament s’haguera hagut de diferenciar entre els adults 1 juvenils, en els que podria potser
variar la resposta a aquesta contaminacid. Tot i aix0, ja he comentat també la dificultat en
I’extraccid en aquesta zona tan seca, a mé€s que potser no es trobarien individus d’aquesta
especie, o en suficient nombre, ni amb la utilitzacié de ’extraccid per formol, técnica que no es
volia utilitzar, 1 cavar haguera sigut molt complicat.

Tanmateix, obtindriem, que, malgrat ser diferents espécies a diferents nivells d’exposicio
1 condicions, no és tan diferent el resultat, si considerem les zones B-C1 dels cucs, donen un
valor major que la C2 1 A, i majors que el control, com en cas dels ratolins la zona B dona valors
majors que C 1 A, i on podriem també considerar que els valors de C i del control D sén molt
propers, com la C2 i D dels cucs (malgrat que les zones D, en el cas dels ratolins van ser diverses
zones i en cucs sols una, la qual tamb¢ és una de les arees mostrejades pels ratolins), i la zona A
es podria considerar similar també en els dos casos al control, tot i que pels ratolins té explicacid
que tingui un valor elevat, perqué té més influéncia per 1’abocador que en el cas de la mostra
recollida pels cucs. Quedaria un cop més la mostra C3 per comparar amb la de ratolins, perd no
es va mostrejar aquella zona per /’Apodemus sylvaticus, hagués sigut interessant saber si aquest
valor tan elevat pels cucs en aquesta zona ho seria també en ratolins, tot i que els valors de la
zona C per a ratolins és molt proper ja al control i potser indicaria que ja no arriben alla els
efectes de la contaminaci6é per 1’abocador (cosa semblant si miréssim el C2 dels cucs sense
coneixer la C3). Hauria doncs estat curids veure si aquest valor de la zona C3 era degut a la
concentraci6é de substancies genotoxiques o a altres factors que ja he comentat, perque just en
aquesta zona hi ha pastures d’ovelles i cabres que mengen les plantes d’aquesta zona, hi ha
activitat agricola a prop i també hi ha cases.
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Vull remarcar perd, que quan parlo de cucs aqui, em refereixo sols a una especie
determinada, caldria veure si per altres especies obteniem els mateixos resultats o no, com tamb¢é
pels ratolins, no puc generalitzar res, perd per aquest estudi es pot veure doncs que semblaria que
I’abocador influeix d’alguna manera en el seu entorn, a les especies que hi viuen a nivell de dany
al DNA, pel nostre cas estudiat. Si s’hagués fet I’estudi a nivell de cél-lules germinals, s’hauria
pogut veure quin efecte podria tenir sobre 1’heréncia de les espécies. I si s’hagués mirat a nivell
de diferents organs en el cas dels ratolins, s’hauria pogut establir quins organs es veurien més
afectats per aquestes substancies. Pero 1’objectiu del nostre estudi era un sistema d’avaluacid, de
primer screening dels efectes de 1’abocador sobre unes especies que utilitzariem de bioindicadors
de la contaminacid, un sistema el menys invasiu i perjudicial possible per a les especies perd que
al mateix temps ens donés una primera i valida informacid per a posteriors treballs i1 per tenir un
idea primera de I’estat de la situacio i la seva influéncia i de manera relativament rapida.

Una altra dada interessant que vull mostrar aqui, és la diferéncia de nombre basal de
comets del qué partim, si comparem els valors obtinguts per 1’4.sylvaticus, son valors d’IC de
entre 2 a 9, mentre que per A.caliginosa son valors de entre 32 a 59. Aixo ens indicaria doncs la
diferéncia inter-especifica en els resultats d’aquesta técnica. Es interessant també comparar els
grafics de les distribucions de categories de dany entre les dues espécies (Figures: 1.1.4 1 1.2.4),
en que es veu doncs més remarcat aquest diferent dany basal, on en els cucs hi ha més
freqiiéncies en les categories considerades de major dany, les ¢, d, e, mentre que pels ratolins
predomina les categories de menor dany (a, b).

Si observem les SD, veiem que pels cas dels ratolins son també menors que pels cucs, en
els cucs hi ha una major variacio entre individus (Salagovi¢ et al.1996 també troba uns valors
elevats de SD en cucs). Pel cas dels ratolins augmentava la SD en la zona més contaminada i de
major valor d’IC, mentre que pel control tenia valors petits; per als cucs pero, si que els valors
menors estan en les zones control i la A, i en canvi per a la zona B i C3 sén més alts, seguint els
valors elevats d’IC, aquestes variacions podrien ser explicables degut a les diferents exposicions
o reaccions als toxics i a les diverses condicions per a reaccionar i destoxicar dels individus.

Una altra part interessant hauria estat, com ja havia dit, no sols I’analisi de les mostres de
sol amb les que es va dur a terme 1’experiment en cucs, com ja he comentat, sin6 tamb¢ haver
recollit mostres de plantes de la zona i analitzar-les, no sols per a obtenir una idea del seu
contingut en toxics o no, sin6d tamb¢ del seu potencial com aliment per altres especies en el fet de
contribuir el I’acumulaci6 de toxics com podrien ser metalls pesants, i que posarien a disposicid
de la xarxa trofica. Els cucs de terra ingereixen particules minerals, microorganismes, materia
organica morta procedent de plantes i animals (Alvarez 1971; Abdul & Bouché, 1992), per aixo
son importants com a bioindicadors de la contaminaci6é al medi terrestre, al temps que també
constitueixen una part important de la massa animal, i son part de 1’aliment de gran quantitat de
vertebrats i també de nombrosos invertebrats, llavors el seu paper en la xarxa trofica és d’interes,
com ja havia comentat, sobretot en quan a la possibilitat de contaminaci6é del sol que pugui
afectar-los i per tant, afectar a altres nivells de la cadena alimentaria.
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1.2.e. Conclusions:

I.

2.

4.

Els resultats del comet test realitzat en exemplars d’4.caliginosa exposats a mostres de sol
de les zones d’influéncia de 1’abocador, donarien valors més elevats d’ IC que els controls
(zona D i S), exceptuant la zona A, que es podria considerar molt semblant als controls
degut a ser una mostra de terra que prové de fora de 1’abocador, estaria dipositada
recentment a 1’abocador per a tapar les deixalles i hauria estat poc temps en contacte amb
aquestes.

A.caliginosa es podrien considerar valids com a bioindicadors de la contaminacié causada
per I’abocador.

El comet test en exemplars d’aquesta especie animal, ens podria servir per a una primera
valoracio de la contaminacid de tipus genotoxic causada per 1’abocador.

No es pot establir pero, amb els resultats d’aquest estudi, una relacié dels efectes d’ aquesta
contaminaci6 amb la distancia a I’abocador. Caldria repetir i fer altres proves tenint en
compte més factors, com ara la dispersio dels contaminants, el régim de pluges, etc...
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Annexos: Altres proves realitzades amb lumbricids:

Annex 1.2.1
Comet test en exemplars d’ Eisenia foetida exposats a mostres de 1’abocador de Garraf:
Introduccio:

Abans de fer servir Allolobophora caliginosa es van fer una série d’experiments preliminars amb
Eisenia, no tan sols per la posada a punt de la técnica sind també per fer una primera observacio
de I’estat de les terres, si es podia detectar alguna diferéncia o no entre alguna de les zones de
I’abocador.

Material 1 Métodes:

El protocol és el mateix que I’anterior pero:

- Amb la utilitzaci6 de portaobjectes rugosos en comptes dels normals amb la capa
d’agarosa assecada, com en el cas dels Apodemus, ja que encara no coneixia aquest nou
sistema per utilitzar portaobjectes normals.

- Es posen els cucs en 4ml de medi d’extrusio + 8ml de sali amb GGE (en comptes de 3+6
respectivament). I el primer rentat de les cel-lules en sali es fa amb 6ml en comptes de 4.
Es fa servir més quantitat perque els cucs sobn més grossos , i també perque treuen més
nombre de cel-lules.

- Laresta del protocol és igual.

Els exemplars d’Fisenia eren mantinguts amb excrements de vaca, ja que necessiten una
quantitat de materia organica elevada per a viure. El xoc que podien rebre al passar d’aquest
tipus de sol a un molt diferent i més pobre els podria causar un estrés enorme 1 obtenir aixi uns
resultats alterats amb major nombre de comets, no deguts a possibles contaminants. Fins i tot
podrien arribar a morir, i els primers dies no processarien la terra i per tant no servirien per a
mesurar la possible contaminacié d’aquells sols. Es van fer doncs, unes primeres proves per a
veure si s’adaptaven bé o no a les mostres de terra del I’abocador, obtenint bons resultats. Aixi
vam creure millor exposar durant cinc dies els cucs en aquestes terres, malgrat que en els alguns
articles (tant si utilitzen E.fetida, com una altra espécie) ho fan durant 48 h (Hooghe et al.1995;
Salagovi¢ et al.1996) tal com ja havia comentat anteriorment en I’apartat 1.2.b d’aquest capitol.

Procediment:

Es van posar durant 5 dies ,10 exemplars d’E.fetida en una mostra de terra amb un 70% humitat
(humitat adequada per aquesta especie).
Les mostres de terra eren:

- Zona Cl1: lkm sota la bassa de lixiviats

- Zona C3: 3Km sota la bassa de lixiviats

- Zona D: Control
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- Mostra W: terra ( amb excrements de vaca) on es mantenien els cucs abans de tots els
experiments i considerada control. Seria el blanc.

Resultats 1 Discussio:

Zona d'Estudi IC+SD n
Control D 4275+ 5.95 8
Cl1 4597 +11.60 5
C3 37.60 + 12.80 6

4

W(blanc) 4043+ 6.10

Com es pot observar les diferéncies no son marcades, 1 estadisticament tampoc no hi ha
diferéncies significatives (Kruskal-Wallis;P=0.69). Cal tenir en compte perd que sols va ser una
prova, el nombre d’individus és diferent, i que, necessiten un valor més elevat de matéria
organica que els exemplars d’A.caliginosa per viure, 1 es van haver d’adaptar a les terres.

Degut a aquesta semblanca de valors, no puc establir tendéncies com en els casos
anteriors. Perd malgrat aixd, podria intentar discutir algunes coses: els valors control i el blanc
son molt iguals, mentre que en la zona C1, més propera a la bassa de lixiviats de 1’abocador t€ un
valor una mica més elevat, sent pero la zona C3, d’un valor inferior al control i al blanc inclus
(podria considerar un valor com els dels controls perqué la terra fos de caracteristiques similars
als controls en quan a contingut o biodisponibilitat de contaminants, perd aquest resultat seria
contrari amb I’obtingut per A.caliginosa, apartat 1.2.c d’aquest capitol, taula 1.2.1, on justament
el valor de C3 era el més elevat de tots). Tindria més sentit pero, dir que és més real aquest
resultat ja que és una zona molt allunyada ja de 1’abocador i no hauria arribat la seva influéncia,
o es podria atribuir també, a la diferéncia entre les dues especies, en aquest sol hi podria haver
algunes condicions desfavorables per a A.caliginosa que per a Eisenia no ho fossin. La mostra
C3 ¢és la zona més allunyada de 1’abocador, 1 més a prop del mar, de carecteristiques més
sorrenques (cosa que no es gaire favorable per 4.caliginosa), perd al mateix temps amb un elevat
contingut de materia organica perque la zona estava envoltada d’una gran vegetacid arborea i
també era lloc de pastura per a xais, deixant nombrosa quantitat d’excrements, aixo fa que les
caracteristiques del sol siguin diferents a les altres mostres de terra i pot influir de manera
diferent en les dues espécies. Les mostres on es van exposar els cucs en els dos experiments, van
ser recollides al mateix moment, mentre que 1’experimentacié es va dur a terme en anys diferents
(primer per Eisenia i al cap d’un any per Allolobophora), podria ser que el fet de guardar les
terres durant un any (de la manera descrita) haguessin variat d’alguna manera les condicions
d’aquesta.

La zona C1 té un valor una mica més alt que les controls, perd tampoc no gaire i no es
pot considerar, mentre que per A.caliginosa si hi havia diferéncia respecte el control D (taula
2.1.2).

Si comparem els valors dels controls son en el cas d’Eisenia f., més elevats que per
A.caliginosa. Si ho mirem pero, un cop més, en relacié amb els ratolins, veurem que aquests
valors basals d’IC son molt menors en aquests que per les dues espécies de lumbricids. La
variacio d’IC en diferents especies, en diferents individus o en diferents teixits del mateix
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organisme, €s evident. Perque en cada espécie el dany basal pot ser diferent, o la manera que
influeix el possible toxic, o I’estat de I'individu o com reacciona a determinats factors o
contaminacions, i de manera similar passaria en els diferents teixits, ens els quals també s hauria
de tenir en compte les possibles diferéncies en la taxa de recanvi cel-lular que podrien representar
una variaci6 fisiologica (no patologica) dels valors.

També s’ha de considerar al tractar amb dues espécies diferents de lumbricids, que poden
haver variacions en la manera d’adaptar-se a les terres i en la manera de processar i assimilar els
possibles toxics existents al sol, podent afectar més a una espécie que a una altra. Malgrat tot
aixo, I’experiment es va realitzar amb poc nombre d’individus i era tan sols una prova, per a
veure si els exemplars d’aquesta espécie podien viure en mostres de terra de caracteristiques
diferents a la que vivien fins llavors 1 veure al mateix temps si observavem alguna diferéncia
entre les mostres procedents d’arees d’influeéncia per 1’abocador i les controls. Un altre fet a
comentar seria que alguns dels exemplars estaven en epoca de reproduccid, o ja havien posat els
capolls, 1 aix0 podria portar també alguna diferéncia o influir d’alguna manera, (en els
experiments amb A.caligionosa es va intentar que cap estigués en ¢poca de reproduccio).

Per aquests resultats sense cap diferéncia entre les diferents zones, no es pot concloure
justament el que s’esperaria, unes diferéncies entre la zona control i les arees afectades per la
influéncia de 1’abocador. Cal pero, dir que la zona C1 i C3, estan molt allunyades de 1’abocador,
1 potser precisament aix0 faria que no arribés la seva influéncia o efecte en aquestes zones. Es
podria pensar en que els valors elevats en el cas d’ 4.caliginosa en les mateixes zones C1 1 C3, i
diferents a la control, serien aleshores potser més deguts a altres factors que no a I’efecte
contaminant per 1’abocador, perd no es pot afirmar degut a que caldria ampliar aquest
experiment. Hauria estat interessant repetir els experiments amb FEisenia foetida, per a totes les
zones, 1 sobretot en la zona B, que esta més a prop de la bassa de lixiviats, per veure si es
diferenciava dels valors de les altres arees i del control, i aixi també poder comparar amb els
resultats per A.caliginosa (on es trobaven diferéncies per a les zones afectades per 1’abocador 1
els controls), veure si serien similars o no, i veure si responien de manera diferent en quan a la
resposta a la seva exposicié en aquestes terres; ja que ara no podem especular en aquestes
explicacions perque faltarien més proves, a més cal tenir en compte que 1’as de la técnica del
Comet en aquest experiment encara era dels principis de la seva posada en marxa, i pot haver
deficiéncies técniques,.

Tot aquest seguit de proves ens van ajudar , pero, a millorar la técnica.
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Annex 1.2.2:

Exposici6 cronica de lumbricids en terres de 1’abocador:
Introduccio:

En uns dels estudis preliminars es van fer diverses proves amb varies especies de lumbricids
autoctons (recollits a la natura, en llocs considerats control), que es van exposar a terres de
I’abocador, per veure si eren capagos de viure-hi, adaptar-se i per poder al mateix temps, fer
proves per posar en marxa la técnica.

Aixi doncs, no es tenen resultats de molts dels experiments, ja que eren tan sols proves.
Pero, després de mantenir aquests cucs en aquestes mostres de terra de 1’abocador durant gairebé
dos anys, amb I’aportacio externa de matéria organica en forma de farines per a infants, es va
poder veure que la seva supervivéncia va ser bona, fins el punt d’aconseguir que criessin i
creixessin realment bé. En les ultimes proves en que els problemes técnics estaven resolts, es va
poder obtenir algun resultat i comparar els resultats amb els de sis mesos més tard.

Metodologia:

Es van mantenir lumbricids durant gairebé dos anys en mostres de terra C1 i en una mostra
recollida sota la bassa de lixiviats, que correspondria a la zona B, perd que és diferent de la
recollida pels experiments comentats anteriorment. Aquesta terra semblava dipositada alla, al
costat de la riera, perd provenint de I’abocador, (amb fangs barrejats inclus). I es va recollir per
a fer tan sols algunes proves per curiositat, més que per 1’estudi de la zona, ja que no era just el
lloc de recollida de mostres per a la zona B. Cal remarcar que en aquesta recollida de mostres la
segona bassa de lixiviats encara no estava construida.

Amb aquests cucs es va dur a terme diverses vegades el comet test, es pretenia fer proves
per acabar de posar a punt la técnica. Respectant entre experiment i experiment, més del temps
aconsellat (6 setmanes, Eyambe et al.1991) per a la recuperacid dels espécimens després de
I’obtenci6 dels celomocits pel metode d’extrusio.

Les ultimes proves, de les que en presento alguns valors en la taula segiient, es van dur a
terme de la mateixa manera que el protocol per Eisenia f. (comentat en 1’annex 1.2.1), degut a la
mida similar d’aquestes amb els cucs analitzats en aquest cas.
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Resultats 1 discussio:

Els resultats corresponen als valors d’ IC obtinguts dels cucs mantinguts durant quasi un any 1i
mig en terra de la zona C1, i en la zona B” (“ ja he comentat que aquesta mostra de terra no es
correspon amb la utilitzada pels experiments amb A.caliginosa i E.fetida). 1 dels obtinguts sis
mesos més tard pels mateixos individus i algun més, mantinguts en la mateixa mostra de sol de la
zona B”.

Area d’estudi Mitjana IC £ SD n
B” 5433 + 8.62 3
Cl1 3375  + 3.92 3
B”’(6 mesos més tard) 4196 £+ 8.57 5

Es pot observar diferents valors entre les zones B” i C1, sent inferiors en C1, justament la més
allunyada de la bassa en aquest cas. Tot i que no podriem comparar-les per a veure els efectes
amb la distancia a I’abocador, perqueé com ja he comentat, la mostra B” era recollida en un punt
on hi havia terra que semblava dipositada de manera artificial en aquell lloc concret, i no
correspondria al sol habitual d’aquella area. De la mateixa manera, no podem comparar aquesta
prova amb els experiments anteriors (taules: 1.2.1 i Annex1.2.1) en els que hem utilitzat altres
especies, on la mostra B era extreta d’un lloc diferent; per a la zona C1, seria potser comparable
entre les diverses proves, pero, els temps d’exposicio son molt diferents d’aquest cas en que els
cucs han estat en la mostra de sol durant un any i mig fins a quasi dos, mentre que pels altres
experiments hi van estar cinc dies, aix0 podria afectar també en els resultats, i fer que surtin
inferiors en aquest punt per aquesta especie (33.75) que per A.caliginosa (57.25) i E.foetida
(45.97); cal pero tenir en compte que no tenim cap valor per a la mostra control en aquest cas,
que ens pugui servir de referéncia del valor de comets basal (I’IC basal) per aquesta espécie, i ja
havia comentat també anteriorment que els valors basals per a cada espécie son diferents, i les
influéncies dels contaminants poden ser diferents, com també 1’adaptacio als tipus de sol, etc...

El que és important a destacar és la comparacié dels resultats del comet en la mateixa
mostra de cucs després d’estar en la mateixa mostra de sol (B”), amb sis mesos de diferéncia.
Tot 1 que en el primer cas hi ha resultats només per a tres individus i al cap de sis mesos es va
realitzar en sis individus, poden ser comparables els valors, si tenim en compte que en els dos
casos ens dona una quantitat de desviacid estandard similar, i tenint en compte que tot i ésser
realitzada la prova en ¢époques diferents, cap dels exemplars escollits estava en estadi de
reproduccio. El que és important €s veure la disminucio del valor d’IC, en la primera prova ens
donava un valor elevat de 54, mentre que sis mesos més tard dona un valor de 41. Si comparem
el 54 amb els obtinguts en els altres experiments es pot considerar alt,(malgrat que ja he
comentat que hi ha una variaci6 interespecifica del valor basal de comet, IC; de tota manera ¢és
un valor elevat, i més si el comparem amb la mostra de la zona C1 del mateix experiment), que
podria ser interpretat com a degut a algun tipus de contaminacié genotoxica en aquest cas (ja que
podria no ser degut a un genotoxic, sind a un toxic, o a algun altre factor que alterés 1’estat del
cuc i que podria fer que el detectéssim com a dany genotoxic). Tot i que els individus han estat
vivint un llarg temps en aquesta mostra de sol, podria ser que tardessin en recuperar-se de tal
efecte, i que amb un temps de sis mesos més, d’alguna manera, haguessin pogut assimilar,
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metabolitzar, i recuperar-se de tal efecte, o hi hagués una certa adaptaciéo amb el temps, per aixo
donaria un valor inferior. Aquestes consideracions tenen un caracter especulatiu, ja que és una
prova tan sols, amb poc nombre d’individus, i els resultats podrien ser deguts a altres factors que
els considerats. Un cop més doncs, caldria incrementar el nombre d’experiments. La divisid
cel-lular també hi podria influir (podria haver coincidit en un periode de creixement dels
individus en aquell moment per al primer experiment en terra B”, que hauria pogut explicar
aquests valors més elevats). Tot i1 aix0, estadisticament, no ¢és significativa la diferéncia entre
aquests dos valors (test de comparacié de Tukey-Kramer).

Com a conclusi6 per aquesta prova, es podria especular sobre la idea (amb certa cura ja
que caldria fer experiments per a comprovar-ho) que en una terra suposadament contaminada, al
cap d’un temps de ser habitada per lumbricids, podria canviar les seves propietats i/0
composicio, i al mateix temps podria d’alguna manera, disminuir 1’efecte del o dels possibles
toxics sobre els individus, degut a que podrien assimilar, metabolitzar en part, o restaurar els seus
efectes nocius, o per altra banda, es podrien adaptar a aquests en el temps i resultar aixi en un
menor efecte toxic per a ells.

Caldria doncs, fer més proves i d’una manera més controlada per poder comprovar
aquestes especulacions, tenint en compte, que poden haver molts altres factors que hagin
intervingut en aquesta diferéncia de valors, ja que el comet test s un test molt sensible i com ja
s’ha comentat diverses vegades, sembla ser que la divisio cel-lular, com tamb¢ altres factors,
podrien interferir en els resultats.

Annex 1.2.3:
Realitzacio de la técnica del Microtox sobre mostres de sol:
Introduccio:

Es va voler fer una analisi de toxicitat a les mostres de sol amb la utilitzacio d’altres tests ben
establerts per a 1’avaluacid ecotoxicologica d’aquests tipus d’estudis de contaminacid per
determinats xenobiotics en el medi ambient. Hi ha una serie de tests de toxicitat, que poden
indicar la preséncia de substancies mutagenes per la deteccio dels seus efectes. Tests que ens
haurien anat molt bé per a poder formar, o no, alguna relacié amb els valors dels resultats
obtinguts pel MNT i SCGE en la prova dels ratolins i pel SCGE en la dels lumbricids exposats a
les mostres de sol de 1’abocador. Es va pensar en el test d’Ames, molt utilitzat des de fa molt
temps, en que permet fer una bateria de tests per a la deteccid d’aquest tipus de substancies.
Permet mesurar diferents tipus de mutacions, d’aquesta manera ens haguera pogut donar uns
resultats que hagueren anat molt bé per a comparar amb els obtinguts en el nostre estudi de
genotoxicitat realitzat a partir del test dels Micronuclis i el Comet test. Es una prova de llarga
durada i necessita d’un coneixement de la técnica adequat, (no es va poder dur a terme en aquest
cas). Altres tests com el Mutatox, i el Microtox, molt utilitzats en aquests tipus d’estudi, molt
rapids, automatitzats, i més economics; tot i que no permeten fer una bateria d’assajos per a
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detectar diferents tipus de mutacions com en el cas del test d’Ames, son molt utils per a un
primer screening ecotoxicologic de la situacid. Son molt utilitzats per a valorar o mesurar el
nivell de toxics en aigiies, vessaments o lixiviats, que poden afectar al medi ambient.

El Mutatox, €s capa¢ de detectar tan mutacions puntuals (per substitucié de parell de
bases o bé de tipus frameshift), com ’acci6 de genotoxics inhibidors o intercaladors (Ulitzur,
1986). Hagués sigut interessant realitzar la prova amb el Mutatox, en aquest cas també.

Es va fer, perd, una primera valoracio de les mostres amb la realitzaci6 d’unes proves
amb el Microtox, basat en la pérdua de bioluminiscéncia d’una determinada soca bacteriana com
a conseqliencia de la seva exposicid a toxics. Un test que presenta totes les avantatges
comentades anteriorment, i que €s molt validat i esta contemplat en moltes normatives per
aquestes menes d’estudis. Uns exemples de la seva utilitzacié en la valoracié en el medi ambient,
tan a nivell d’analisi d’aigiies, com de medi terrestre son, Filipic (1995), en riu, Salanitro et
al.(1997), entre molts altres.

Material i Métodes:

El test del Microtox és molt utilitzat en aquest tipus d’estudis degut a la seva rapidesa i
sensibilitat. Es realitza a partir d’'una soca bacteriana liofilitzada (una soca mutada de Vibrio
fischeri),d’origen mari que son bioluminiscents. Es fa la mesura de la bioluminiscéncia, que
disminueix en preséncia d’alguna substancia toxica.

A partir de les mostres de terres es va fer un extracte, sense pero, utilitzar cap tipus de
disolvent organic que podria fer variar la mobilitat, i per tant també la biodisponibilitat dels
possibles toxics en el medi ambient, aixi s’obtindria el que podria passar al ploure, si
s’arrossegarien degut a 1’aigua de pluja 1 anirien sent transportats fins a distancies més o menys
grans, 0 si no passaria res d’aix0. I al mateix temps, avaluant aquests extractes, ens permetria
veure doncs, I’existéncia o no dels toxics que podrien ser més disponibles per a les espécies
(encara que a vegades ¢és dificil mesurar la biodisponibilitat per a una especie animal d’unes
determinades substancies, tal i com comenta Weltje 1998, calen encara bons sistemes per aquest
tipus de mesura de la disponibilitat, posant exemples dels metalls pesants en un sol, on segons
com es mesuri la seva extraccid en relacido a la seva biodisponibilitat pot donar valors molt
diferents, on hi ha alguns autors que consideren que son biodisponibles aquells que es treuen tan
sols amb aigua, mentre per altres consideren els que també s’obtenen per disolvents organics).

Va ser necessari préeviament mesurar els pH de les mostres ja que aquest bacteri pot viure
entre pH de 6 1 8 , és doncs important aquesta condicio. Les terres eren de pHs neutres.

Es van prendre 7grams de mostra de terra de les zones: C1,C3 i D, en les que es va afegir
35ml de la dilucié de NaCl al 35% amb aigua milliQ, degut a que la soca bacteriana és d’origen
mari i cal ajustar la salinitat. Es barrejar durant 10 minuts en un agitador, i se’n van treure 5 ml
que es van centrifugar durant cinc minuts per a treure les particules solides que poden interferir
en les lectures de la bioluminiscéncia per I’espectrofotometre de 1’aparell de microtox (equip
M500 de Azur Environment). Es van filtrar i es va realitzar les dilucions de 1:2, 1:4, 1:6, ....., fins
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a 1:24. Es va fer una soluci6é blanc de NaCl també. Es prepararen els bacteris que estaven
liofilitzats i es posa una quantitat de 20ul del preparat a cada tub per la posterior addicid i lectura
de les mostres, s’incubaren durant uns quinze minuts perqué es recuperessin les bactéries i
comencessin a emetre llum. Llavors es posa 0.5ml de cada mostra de diluci6 dels diferents sols i
es féu una primera lectura, que es repeti al cap de 30 minuts. Si la bioluminiscéncia disminueix
ens aquest temps, podria indicar la preseéncia d’alguna substancia toxica. La mesura de la
reduccié de I’emissio de llum s’expressa segons la dosi efectiva 50 (ECsg), concentracié que
produeix una reduccié del 50% de la llum emesa pel control. També s’expressen com a unitats
de toxicitat o unitats Equitox que suposa (Equitox= 100/ECsy).

Resultats 1 Discussio :

Tot 1 que aquest test €s molt utilitzat i totalment comprovat, pot haver casos en que no marqui la
possible existéncia de substancies toxiques que no poden penetrar la membrana o afectar als
bacteris, o pot ser també que hi hagi substancies al sol que interfereixin a les lectures, facin com
de pantalles, i llavors els valors no siguin correctes.

Els resultats obtinguts van ser valors elevats de bioluminiscéncia en tots els casos. Es va
trobar algunes variacions poc usuals en les mostres de C1, que ens va fer pensar que I’extracte
podia haver estat no ben preparat en aquest cas, hi podia haver moltes substancies que
interferien en la lectura, o realment que no hi hagués substancies toxiques per aquests bacteris,
perd degut a I’estrany resultat en els valors, es va pensar més en les dues primeres possibles
opcions, i caldria repetir doncs les proves.

Potser la manera de preparar 1’extracte no va ser la més adequada en aquest cas, 1 haguera
estat convenient utilitzar un dissolvent organic com el DMSO, i per aix0 no es van obtenir
resultats suficientment conclusius, perqué no es detectaria cap substancia toxica en aquest tipus
d’extracte.

Aquest tipus de test detecta possibles substancies toxiques, perd no vol pas dir que
aquestes substancies siguin genotoxiques, poden o no ser-ho, aixi doncs en el cas que els
resultats haguessin sigut correctes i ens haguessin donat positius, ho podriem relacionar amb el
comet test pero fins a cert punt, tenint en compte aquesta limitacio.

Pels resultats obtinguts no es pot concloure que hi hagi o no preséncia d’algun tipus de
toxic. Caldria doncs repetir els experiments, canviar la manera d’aconseguir 1’extracte o buscar
algun altre tipus de test de toxicitat en aquest cas.
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1.B. Conclusions del capitol:

l.

A partir dels resultats obtinguts en aquest capitol, per les zones analitzades de
I’abocador, en les dues especies estudiades (Apodemus sylvaticus i Allolobophora
caliginosa) amb 1’avaluaci6 de les mostres pel SCGE, i el MNT en el cas dels ratolins i
del SCGE en el cas dels lumbricids, es pot considerar que 1’abocador de Garraf tindria
una influéncia, a nivell d’efectes al DNA sobre les espécies estudiades. Ja que podem
veure que en les zones afectades per 1’abocador s’obtenen valors superiors de dany al
DNA que en les zones control, pels dos casos.

En aquesta primera prova doncs, de la valoracié de la técnica del SCGE sobre aquest
tipus de contaminacio en aquestes especies animals, es podria dir que el comet test podria
ser utilitzat com a una primera avaluaci6 rapida de la situacié de contaminacio de tipus
genotoxic en el medi ambient en aquestes dues especies (les quals es poden utilitzar com
a sentinelles per a aquesta mena de contaminacid, més clarament pel ratoli de bosc, 1 amb
algunes reserves de moment, pel lumbricid utilitzat). Aixi, la seva contribucio o primera
analisi en aquest estudi seria molt avantatjosa, degut a la seva rapidesa, sensibilitat, i a
que la seva realitzacid €s alhora relativament economica; essent el sistema de recollida de
mostres el menys invasiu i menys perjudicial possible per a les espécies, ja que es
necessita poca quantitat de mostra, i en el cas dels cucs seria un bon sistema per a la
utilitzacié de sistemes alternatius en 1’experimentacié amb vertebrats, i en el que també
permet la recuperacio de I’individu.
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Capitol 2

2. COMET TEST EN L’AVALUACIO DE LA POSSIBLE CONTAMINACIO DE TIPUS
GENOTOXIC EN MOSTRES DE TERRA DE DONANA

2.A. Introduccio :

El 25 d’Abril de 1998, es va produir el despreniment d’una part del mur de contencié d’una de
les basses de productes residuals de les extraccions de la mina a cel obert d’Aznalcoéllar, mina
dedicada a I’extracci6 de Zn i Cu, situada aproximadament a uns 60 Km del Parc Natural de
Dofiana, (Sola et al.2000). Aquest diposit contenia més de 5 milions de metres ctbics de residus,
incloent particules fines de pirites, fangs i aiglies acides residuals. La riuada toxica va baixar pels
rius Agrio i Guadiamar, inundant totes les terres del seu voltant en una franja de fins a 500
metres d’amplada. Entre 2 i 5 milions de m > de llots, van fer un recorregut de 40Km, decantant
en la llera i les riberes del riu fins arribar al principi de la zona d’Entremuros on el gruix dipositat
va ser minim; pero 1’aigua acida va recorrer uns 20 Km més fins a ser detinguda per I’altim dic
que es va construir molt a prop del parc; una setmana més tard, pero, es va transvasar aquesta
aigua a través del Brazo de la Torre cap el Guadalquivir, contaminant aixi també el seu estuari
amb metalls pesants (Sola et al 2000).

Aixi doncs 1’aigua acida i el fang del vessament van afectar un area de fins a 6000ha., que
inclou el sistema aquatic (afectant els rius Agrio 1 Guadiamar, afluents del Guadalquivir), i
I’ecosistema terrestre, on va afectar també zones de conreus localitzades dins 1’area del Parc
Natural (Vidal et al.,1999). Unes 4100 ha. de cultius, arbredes, i prats van ser coberts per una
capa de llots, que a prop de la mina arribava fins a 1.7m de gruix. Després de la riuada acida i de
la deposicio de fangs, es van oxidar parcialment les capes de la superficie en especies de sulfur
de ferro, donant una precipitaciéo d’oxids de ferro. Durant aquest periode es van produir pluges
que formaren una quantitat de lixiviats d’especies solubles que van ser absorbides pel sol (Vidal
et al.1999).

Per tant, hi ha un clar efecte contaminant i toxic a curt termini, que inclou mort de peixos,
1 altres animals, degut a les riuades acides i també a la deposicié de grans quantitats de llots; a
llarg termini, tot i les mesures preses per intentar treure al maxim la contaminacio i evitar que
s’estengués, també tindra repercussions. S’han retirat els llots diverses vegades aixi com una part
del sol. Pero el treball de les maquines van fer barrejar part d’aquest fang amb la terra, i també
que s’escampés, hi ha parts inaccessibles per les maquines que cal treure-ho a ma, llavors, la
retirada no és total. A més hi ha particules de pols escampades pel vent i pels treballs de les
maquines, les pluges que provoquen i arrosseguen lixiviats dels fangs amb continguts de metalls
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pesants, que es colen per les esquerdes cap a profunditats superiors. Depeén molt també dels tipus
de sol afectats, la contaminacio tindra més o menys efectes. S’han tractat de forma fisico-
quimica mostres de sol (ex: afegint calg, etc...) per a equilibrar els pH, etc.... Pero ’efecte toxic
encara hi és, i hi ha moltes espécies animals que s’alimenten en aquesta zona, les plantes
acumularan metalls, i1 en la cadena trofica s’anira acumulant en cada esglad de manera diferent
segons les especies, arribant a nivells letals provocant morts prematures o a nivells sub-letals,
que els afectaran de diverses maneres, fisiologicament, i segurament també en la reproduccio,
etc... aquest sera ’efecte a més llarg termini. Hi ha ja estudis fets en espécies que viuen,
s’alimenten, i neixen en aquesta zona, (un exemple, Pastor et al.2001, fa un estudi utilitzant el
SCGE en Ciconia ciconia).

Aixi com ja he comentat doncs, les primeres mesures preses per a pal-liar la contaminacio
a partir de llavors van ser I’extraccié dels llots contaminats i també els primers centimetres de
sol, amb maquines i camions, i tornar-los a portar a la mina. Aquests fangs contenien una
elevada quantitat de metalls pesants. Els que estan en concentracions potencialment més
perilloses son el zenc, plom, arsénic, coure, cobalt, bismut, tali, cadmi, mercuri i antimoni.
Encara després d’un any de 1’accident hi havia un 5% de llots, i les concentracions d’aquests
metalls pesants tenien valors de 6 a 15 vegades superiors als valors considerats normals, essent
molt dificil de solventar aquest tipus de contaminaci6. Els metalls pesants no poden ser degradats
biologicament ni quimicament en la naturalesa. La seva persisténcia en el medi ambient i la seva
mobilitat, i el fet que es poden bioacumular en els organismes, fa que siguin potencialment molt
perillosos, (Sola et al.2000). La seva toxicitat pot ésser de molts tipus, tant letal com sub-letal,
afectant llavors la fisiologia de I’organisme i provocant grans alteracions, en les que estan
incloses el comportament i la reproduccio.

Tots aquests problemes de la contaminacié per 1’elevada concentracié de metalls pesants,
es veuen agreujats pels pHs tan acids de les aiglies i fangs toxics. El pH acid, fa que canvii la
mobilitat d’alguns metalls (Vidal et al.1999), aixi doncs es va veure que els metalls més mobils
serien Cd i Zn, els quals arribarien a contaminar arees més llunyanes ja que serien arrossegats
per les aigiies acides, amb una mobilitat intermedia hi hauria el Cu, mentre que el Pb, As, Bi, Tl
no serien mobils (Vidal et al.1999); un altre problema ¢és la mida de les particules dels sediments,
hi ha una gran quantitat que son prou petites per ser respirables, cosa que implicaria una altra
font de contaminacié i de toxicitat. Amb tot el procés d’extraccid dels fangs per maquines i
camions, es va aixecar molta pols, respirable per la poblacio, treballadors, i1 altres organismes,
pols que es pot escampar bastant, i llavors també hi havia la barreja produida per les rodes de les
maquines al treballar, tot aixd fa que hagi quedat encara nuclis de fangs contaminats barrejats
amb la terra, per una banda, i que s’hagi pogut escampar la contaminacid per aquests metalls per
’altra.

La majoria d’aquests metalls son elements traca, es necessiten en els éssers vius en
quantitats molt petites, formant alguns part d’estructures cel-lulars, presents en moltes proteines,
enzims, etc...(Sola et al.2000; Goyer&Cherian1995). En quantitats tan elevades com es donen en
aquest cas, son realment toxics, inclus letals. Els metalls pesants son bioacumulables pels €ssers
vius i no poden ser degradats per la naturalesa, ni biologica ni quimicament, per tant, degut a la
seva permanencia al medi ambient, com a la seva mobilitat (que augmentaria a pH acids, Ma et
al 1983; Mueller et al, 1993; Straalen & Bergema, 1995; Walker et al.1996; Weltje 1998; com es
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donaria en aquest cas, Vidal et al.1999), els fa altament contaminants i perillosos. Un dels
mecanismes de destoxicaci6 dels organismes consisteixen en “amagar” els ions de metall actius
dins una proteina com la metaltioneina (units covalentment a un sulfur), o dipositant-los en una
forma insoluble en uns granuls intracel-lulars pel seu emmagatzematge a llarg termini, o la seva
excrecio en les femtes (Walker et al.1996).

Es conegut que metalls con I’As, Cr (VI), Ni(I), sén carcindgens humans, el Be, Cd son
probablement carcinogénics en humans, i el Co, Pb i certs complexes de Fe, tenen efectes
carcinogenics en animals, el Ni, Co, Cu, Mn poden causar tumors en certs animals i humans,
etc... (Goyer & Cherian, 1995). Els mecanismes en que poden produir la genotoxicitat son molt
diversos, des de causar especies reactives de 1’oxigen, fins a inhibir enzims de reparacio (ex. As
(ITI)), o enzims antioxidants, etc... Aquestes especies reactives son importants perque poden unir-
se al DNA, causar trencaments de cadena, 1 cross-/inks, etc.. alguns metalls poden induir una
accio clastogenica i mutagenica (Goyer & Cherian, 1995) a determinades concentracions, ja que,
no cal dir que hi ha metalls que soén part integral d’estructures cel-lulars o formen part de
molécules importants, i els elements traga son requerits en petites quantitats, pero si es passen els
limits, poden causar molts problemes, no sols de provocar deficiéncies d’elements essencials
degut a la competéncia amb els llocs actius en molecules bioldogicament importants, alterant la
seva funcionalitat sind també per a tot el que ja he comentat. Per aixo és important I’estudi de
I’efecte i concentracidé de metalls pesants. En aquest capitol es pretenia més intentar veure com
afectaven aquestes mostres contaminades a nivell genotoxic, en una especie que es va utilitzar en
I’anterior capitol com a bioindicadora, amb I’aplicacié del comet test com a una técnica per a un
primer screening de la situacio.

Com ja havia comentat anteriorment, els cucs de terra s’han utilitzat moltes vegades com
a indicadors en estudis de valoracié de la contaminacié ambiental o en estudis dels efectes de
determinades substancies, tant a nivell de substancies quimiques contaminants (Van Gestel &
Ma, 1988; Haimi & Paavola, 1998; Meier et al.1997; Ma et al.1998; Burch et al. 1999; Eason et
al.1999; O’Halloran et al.1999; etc..) com a nivell de metalls (Ma et al.1983; Beyer & Cromartie,
1987; Marifio et al.1994,95,96,99; Pizl & Josens, 1995a,b; Spurgeon & Hopkin, 1995,96;
Salagovié et al. 1996; Chmielewska et al., 1998; Kille et al. 1999; Reinecke & Reinecke 1999;
Morgan et al 1999, entre molts d’altres), en molts casos, en quan a la mesura de 1’acumulacio i
efectes d’aquests metalls. La seva importancia en estudis d’ecotoxicologia terrestre com a
biodindicadors de la contaminacié és evident, no sols per com els afecti i pugui repercutir en ells
1 les conseqiiencies que pugui portar a nivell de sol, sind també a nivell de la influéncia en la
xarxa trofica, ja que son presa per a gran quantitat d’animals 1 ens podrien indicar el risc en la
cadena alimentaria (Abdul & Bouché, 1992). Aixi doncs, valorar la contaminacid i possibles
efectes en una especie que fara de sentinella per indicar-nos la possible contaminacio i els seus
rics, és realment interessant.
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Un cop més es va escollir 1’especie d’Allolobophora caliginosa degut a que és una
especie freqiient (Bouché 1972), esta ampliament distribuida per a tota la Peninsula Ibérica i és
present a quasi tot tipus d’habitat, des de prats, cultius, a boscos, etc... des de llocs amb més
quantitat de matéria organica, a llocs més pobres, des de llocs humits a més secs, i de llocs de pH
basics a una mica més acids, com també vivint a rodalies de llocs salobres, t¢ gran plasticitat en
quan a humitat, temperatura i relacié C/N del sol, etc.. (Jesus et al. 1981). Es una espécie molt
eurioica, té una gran capacitat d’adaptacié a tots els factors ambientals i edafics (Alvarez ,1971).
Com ja he comentat anteriorment, els cucs han sigut molt usats en I’avaluacié ambiental com a
bioindicadors o marcadors biologics de metalls pesants (Beyer & Cromartie, 1987, entre molts
d’altres), organoclorats, i altres substancies toxiques. En aquests treballs troben relacions entre
les concentracions d’alguns metalls en els cucs i la concentracio en els sols on viuen, pero cal
tenir cura en la interpretacid dels resultats ja que 1’acumulacié de contaminants en els teixits
varia segons les especies, segons la dieta, mida, edat, etc ..., i segons les caracteristiques i tipus
de sol i altres factors fisics; el pH 1 la quantitat de calci , la humitat, la quantitat de materia
organica, l’intercanvi cationic, la capacitat del sol, etc.. son factors importants en la
biodisponibilitat, sobretot el pH, ja que una disminucié d’aquest fa que siguin més solubles els
metalls i llavors es tornen més disponibles pels organismes (Ma et al. 1983; Straalen & Bergema,
1995; Walker et al.1997; Weltje 1998, etc...), un exemple seria que A.caliginosa a pH baixos
incrementa 1’acumulacié de Cd (Edwards,1998), ja que el Cd es torna molt més solubles a pH
acids). La pell dels cucs es considera la via dominant d’absorcié de substancies quimiques, pero
els metalls pesants també poden ser absorbits en la ingestid del sol (Weltje,1998). Cal tenir en
compte pero, que la majoria del contingut de metalls pesants ingerit amb el menjar, no és
absorbit (no esta biodisponible), perd passa per l’intesti 1 és excretat, €s important doncs,
congixer la part absorbida 1 com passa a la cadena trofica. Els metalls no s’acumulen en totes les
especies de la mateixa manera ni al mateix lloc, 1 hi ha també sistemes de destoxicacid, (Lee,
1985).

En diversos estudis centrats en cucs, s’han obtingut valors de concentracions perjudicials
de determinats metalls com el Cu, Zn, Hg, Co, ( Lee 1985), Cd, Cr, Zn (Van Gestel et al. 1993),
etc.., les quals son variables en uns tipus concrets de sol 1 per a determinades espécies de cucs,
els afecta de manera letal, o altera la reproduccid, la produccid6 de capolls, o el seu
desenvolupament, etc... Indicant doncs, la toxicitat d’unes determinades concentracions de
metalls per als cucs, que poden ser variables segons les especies. S’ha de tenir en compte, el
possible efecte sinérgic o antagonic quan es tracta d’una barreja de metalls, les caracteristiques
del so0l, i de ’especie, per a la seva acumulaci6 1 els efectes, hi ha moltes variables que hi
intervenen, segurament aixo podria explicar la diferéncia de valors entre diversos autors. Aixi
també, s’ha de considerar que determinades espécies de cucs de terra poden contenir altes
concentracions de metalls (com el Pb, Zn, Se) en abséncia de cap contaminacio al medi ambient
(Beyer & Cromartie, 1987); poden acumular determinats metalls com el Cd, en més concentracio
que la que es troba en el sol on estan, (tot i que per A.caliginosa, s’han trobat bones correlacions
de les concentracions de certs metalls pesants al sol 1 al cuc; Marifio et al.1996), 1 s’ha vist que
poden tolerar grans concentracions d’alguns metalls pesants, o no els absorbeixen, o els poden
regular (Beyer & Cromartie, 1987; Van Gestel et al.,1993; Neuhauser et al. 1995; Marifio et
al.1996). Els poden acumular en formes no toxiques (és conegut que els cucs poden immobilitzar
el Cd, en el teixit cloragogen lligant-lo a proteines com les metaltioneines, Beyer et al.1982;Van
Gestel et a.1993, aixo també fa que sigui biologicament disponible per a les especies que mengen
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cucs, Beyer et al.1982; o en vesicules, lisosomes al citosol ,Reinecke & Reincke,1999; el Zn
també es pot associar a aquestes proteines perd la seva unid seria reversible, Van Gestel et
al.1993; o el poden acumular en forma de granuls en els cloragosomes com el Pb, Reinecke &
Reinecke,1999), poden excretar els metalls acumulats en les cel-lules cloragogenes, o en les
cel-lules calciferes (el Pb pot ser excretat en la substitucio del Ca en I’excrecié normal d’aquestes
glandules, Reinecke & Reinecke, 1999) en forma de granuls, pels noduls d’excrecid, etc.. Aixi
doncs, semblaria que els cucs de terra tenen mecanismes d’immobilitzacio i excrecio de metalls
pesants a través de les cel-lules cloragogenes, glandules calciferes, i noduls d’excrecio (Lee
1985; Pizl & Josens, 1995a,b).

D’entre molts dels factors que poden intervenir en augmentar I’absorcid dels metalls en
els cucs, el pH seria un dels més rellevants, perd en aquest cas, a més va ser important
considerar-lo préviament degut a les caracteristiques d’algunes de les mostres, fortament
acidificades, aix0 ens va plantejar, no sols I’efecte que varia la mobilitat d’alguns metalls i per
tant poden ser més biodisponibles pels cucs, sind primerament i més important, el fet de
comprovar si aquesta especie podia viure en aquest pH. En quan a les caracteristiques d’aquesta
especie es va trobar una mena de discrepancia entre varis autors. 4.caliginosa seria una especie
neutrofila i fortament acid-tolerant segons Bouché 1972, perd alguns han vist que no tolera pH
acids (Edward & Bohlen 1996), i per altra banda, altres indiquen que poden arribar a tolerar pH
basics fins a 10.7, s’han trobat en molts diferents pH segons el tipus de sol i la zona en que
s’hagin mostrejat. Aixi, els rangs que donen de pH els diversos autors, varien (tal com comenten
Jesus et al.,1981 i Sanchez et al.,1997), perd semblaria que hi hauria més majoria en indicar que
¢€s una espeécie més neutrofila, 1 nosaltres vam poder comprovar amb els individus utilitzats en
aquestes mostres, que no aguantaven pH acids inferiors a 4.5.

Hi ha altres estudis realitzats en substancies contaminants al medi ambient centrats en
aquesta especie, degut a la seva abundancia, facil obtencié i més susceptibilitat a determinades
substancies que altres espécies (O’Halloran et al.1999).

El dany al DNA és un esdeveniment critic, no només en la fase d’iniciacio, sind en la de
promocié de la carcinogénesi, per aixo t€ una rellevant importancia els seu estudi, i aixi hem
volgut aplicar el comet test en estudis d’aquest tipus, ja que molts d’aquests metalls pesants
poden induir dany al DNA i ser cancerigens a determinades concentracions. Molts d’aquests
metalls no poden ser metabolitzats enzimaticament, i poden reaccionar amb components
endogens produint especies reactives, o radicals que poden causar dany al DNA o alterar els
mecanismes de reparacio, o els de defensa antioxidants, o causen directament dany al DNA en
forma d’adducts, o trencaments,etc...(Goyer & Cherian, 1995).

La utilitzaci6 de la técnica del comet test per estudis d’aquest tipus és realment
interessant. Quedaria palés en un treball realitzat en mostres de cigonyes (Ciconia ciconia) de
Dofiana per mesurar 1’efecte del vessament a nivell de dany genotoxic (Pastor et al.2001), en el
que troben diferéncies entre les aus nascudes al cap d’un any del vessament, respecte els
controls. Aquestes aus s’alimenten en aquesta area, llavors es pot veure com els afecta aquest
tipus de contaminacié a través de la cadena trofica. Es molt interessant veure els resultats
d’aquesta técnica per aquests tipus d’estudis.
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Hipotesi:

- S’esperaria trobar valors superiors de dany en A.caliginosa en les terres afectades pel
vessament respecte les zones de referéncia de la mateixa area (no afectades per la riuada
toxica) i les control.

Objectius :

- Realitzacio del Comet Test en cucs de terra exposats a diverses mostres de terra de varies
zones afectades pel vessament d’Aznalcollar, i de zones properes no afectades per
I’arribada de les aigiies contaminades i el llot.

- Comparaci6 1 relacio dels resultats obtinguts amb el Comet Test amb les analisis
quimiques de les mostres de sol

- Veure el possible efecte genotoxic mesurat pel test del cometa en A.caliginosa exposada
en mostres de terra afectades per una alta concentracié de metalls pesants. Aquestes
mostres de terra van ser recollides un cop ja s’havien retirat els fangs, i amb aquests, una
part dels contaminants de la zona, per0, tot i aixi encara contenen una elevada
concentracié de diversos metalls pesants.

Pla de treball:

- Obtenci6 d’una especie abundant i autoctona de cucs de terra adient per a I’estudi.

- Obtenci6 de mostres de sol de diverses arees afectades per la contaminacio a la zona de
Dofiana i d’una area propera no afectada pel vessament.

- Exposici6 dels lumbricids en mostres de terres contaminades durant uns dies.

- Establir alguna relacié entre els resultats de la contaminacié genotoxica obtinguda pel
Comet Test amb els valors de les analisis quimiques dels sols.

2.B. Material i Métodes :

Mostres de terra:

Les mostres de sol van ser recollides el 12 de gener de I’any 2000, en diverses zones de 1’area
afectada al llarg del riu Agrio, al mateix temps es recolliren mostres situades a uns metres del riu,
on no va arribar el vessament, que considerarem de referéncia per a I’estat de la terra en aquella
zona sense estar influenciada per la contaminacio deguda a aquesta riuada toxica.

Durant aquest any i mig després del vessament i abans de la recollida de mostres, hi ha
hagut molts canvis a la zona, ja que es van extreure tots els llots afectats 1 es van practicar tot de
mesures per disminuir el possible la contaminacié causada per 1’accident. No obstant, tal com ja
havia comentat anteriorment, el treball de les maquines i els camions en aquesta zona durant
aquest temps, ha fet que es barregessin les terres, s’aixequés pols, i s’ escampés la contaminacio,
quedant encara nuclis molt afectats en aquest periode en que es van recollir les mostres. Degut a
la magnitud de la contaminacid, i malgrat totes les mesures preses per a solventar-la, la
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contaminacidé continua essent evident, i els seus efectes s’aniran manifestant durant un cert
temps.

Fig. 2.1. Mapa de la zona amb els punts d’estudi:

Les arees d’on es t€¢ mostres de sol estan marcades al mapa i corresponen a:
Mostra:

-3RIB: Zona de la Ribera, la més
propera a la mina.

- 3RIB ref : Zona de la Ribera, punt de
referéncia, no afectat pel
vessament.

- 3PIL : Zona del Puente d’ Aznalcazar -
Pilas.

- 3QUE: Zona de Vado del Quema.

- 3QUE m.o. : terra de la zona de Vado
del Quema , on es va posar
materia organica per intentar
equilibrar el pH.

- 3QUE ref.: Zona de la mateixa area
que I’anterior pero no afectada
pel vessament.

- 3DEP o0 3CS : zona de la Depuradora
Sud, la més allunyada de la
mina perd més propera ala
zona d’Entremuros.

- 3CS ref.: zona no afectada pel vessa-
ment i situada en 1’area de la
Depuradora Sud.

Nomenclatura de les arees de mostreig: Les lletres es refereixen a la zona on es van recollir les
mostres, el nimero 3 davant del nom, indica que va ser el tercer mostreig de la zona. Quan
darrera el nom de la mostra hi ha “ref.” significa que son les mostres de referéncia. Aquestes
mostres de terra van ser proporcionades pel grup de recerca de la Dra.Rubio i el Dr. Vidal de la
Facultat de Quimica de la UB, i vaig utilitzar la seva mateixa nomenclatura.
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. Procediment:

- En mostres de 300grams de terra es posaren 9 cucs( Allolobophora caliginosa) durant
48h.

- Els cucs no estaven en ¢época reproductora, els pesos dels exemplars eren similars (entre
0.3-0.6grams) per a cada mostra.

- Es va humitejar la terra amb aigua destil-lada pulveritzada fins aconseguir un 20%
d’humitat (entre el 20-45% d’humitat és 1’adequat per aquesta especie en terra argilosa,
Edwards & Bohlem, 1996), la utilitzaci6 d’aigua destil-lada permet que ’aigua estigui
neta de possibles sals que podrien fer variar la forma o biodisponibilitat dels metalls
pesants, o altres xenobiotics que puguin haver a les mostres de sol, i canviarien les
condicions d’exposicio d’aquests en aquest medi).

Les mostres de sol en que es van exposar els cucs, son les indicades en la Fig.2.1, on hi
ha mostres afectades per la riuada toxica, i d’altres mostres de referéncia de la zona en que no
van ser afectades pel vessament. Es va utilitzar també una mostra preparada al laboratori
(STD1: terra estandard: terra argilosa amb escor¢a de pi en proporcié 3:2), i una mostra
control, recollida en una zona on suposadament no hi ha cap font de contaminacio.

Degut als problemes de la gran contaminacio6 en algunes de les mostres de sol de Dofiana,
aquest cop no es va exposar els cucs durant cinc dies a la terra problema, sin6 menys temps,
tot i que pot existir els problemes d’adaptacié a la terra. Es va considerar que pel grau de
contaminacié de les terres seria suficient una exposicio de 48 hores per veure algun efecte
mesurat amb el comet test (tal com Salagovic et al. 1996), sense necessitat de fer un test ,
(que en aquest cas resultaria més de citotoxicitat que no pas de genotoxicitat), de més dies, ja
que es va creure suficient temps per detectar efectes sense necessitat d’arribar a la mort de
I’animal. Es va comprovar perd més tard que en algunes mostres sobrevivien durant diversos
dies.

Un problema afegit en aquest estudi va ser les caracteristiques de les mostres de sol, no
sols per la gran concentracid de metalls pesants, sind també pel fet que hi ha una barreja de
diversos metalls, i que aquests poden estar distribuits irregularment en la terra, més
concentrats en les boles de fang que es podien veure a simple vista barrejades amb la terra,
(per exemple, es podia veure en forma de boletes grises i compactes, precipitats de sulfur de
ferro). No es van homogenitzar les mostres perqué es pretenia veure com actuarien els
individus en mostres en aquestes condicions, si esquivarien aquestes concentracions o no, i
com respondrien al processament d’aquestes terres.

Un altre punt problematic va ésser ’acidificaci6é de les mostres, algunes arribant a pHs
realment baixos, com la mostra RIB i QUEm.o, on els valors de pH son de 3-4 i 2.4
respectivament, i en aquests experiments vam poder observar que aquests pHs no permetien
la supervivencia de I’espécie estudiada, malgrat que com ja he comentat abans, hi ha
discrepancies entre diversos autors sobre 1’interval tolerat per aquesta especie. Aquesta, és
molt adaptable a diferents tipus de sol, pero el que nosaltres vam poder comprovar €s que no
resistia aquestes terres i ho vam atribuir al pH, ja que la reaccié era immediata al posar els
cucs a la mostra de sol.
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Una altra dificultat va ésser la salinitat en les mostres més properes al mar, ja que hi ha un
contingut elevat de sals, es va pensar que era un altre factor que impedia la viabilitat dels
individus testats en alguna d’aquestes mostres.

Aixi es van fer préviament als experiments, unes proves de les terres a diferents dilucions
(25, 50, 75, 100%) amb terra estandard 1 (la barreja preparada de terra argilosa amb escorca
de pi, en proporci6 3:2), posant de 2 a 3 cucs per mostra i fent un seguiment visual de 1’estat
d’aquests diariament fins a 10 dies (si es que hi arribaven), i aixi escollir les dilucions que
permetessin almenys la viabilitat dels individus, encara que aixo causi una major dificultat en
la interpretacio dels resultats ja que també s’esta diluint la concentracié dels metalls pesants i
s’esta canviant les condicions del sol. Salagovi¢ et al. (1996) també va fer dilucions de terres
en les mostres d’una zona contaminada (barrejant-les amb la terra control preparada al
laboratori en que mantenien els cucs).

. Obtenci6 de suspensio cel-lular:

(Modificaci6 del protocol donat per I’Eyambe et al.,1991). Aquest protocol per a obtenir la
suspensio de cel-lules és el mateix que 1’explicat a 1’apartat 1.2.b. del capitol anterior.

- Es van utilitzar cucs sense estar en ¢poca de reproduccid i tots d’una mida i pes similars.
Mantinguts en un preparat de terra control després de ser recollits al camp, per adaptar-se
a les condicions de laboratori.

- Rentar els cucs amb soluci6 salina a temperatura ambient. (0.57g/100ml NaCl, ajustat a
210mOsm segons Diogene et al.,1997) i a pH=7.3.

- Posar el cuc sobre un paper humit amb aigua de ’aixeta i fer el massatge a partir de la
part Y4 posterior del cuc per fer que expulsi la matéria organica que pugui tenir i aixi no
contaminar o emmascarar la mostra de cel-lules que s’extreura (Eyambe et al.,1991).

- Posar el cuc en un tub de centrifuga i posar-li 3ml de liquid d’extrusio a (98% de sali,
2.5mg/ml d’EDTA sodic, 10mg/ml de GGE 1 2% d’etanol absolut) a temperatura ambient
iaun pH de 7.3 durant 3 minuts. (Es posa primer el cuc i a sobre la solucié perqué no
I’afectin tant els vapors de I’etanol; Diogene et al.,1997)

- Treure el cuc i posar-lo en un tub amb 6 ml de sali+ GGE (sali:0.57g/100ml de Nacl +
10mg/mIGGE) a 4°C i a pH=7.3 durant 6 minuts.

- Treure els cucs, rentar-los amb sali 1 tornar-los a la terra.

- Afegir els dos liquids.

- Centrifugar a 500g (~2000rpm) durant 7 minuts.

- Treure el sobrenedant i llengar-lo.

- Afegir 4 ml de sali( sense GGE) a 4°C i pH=7.3.

- Centrifugar a 500g (~2000rpm) durant 7 minuts.

- Treure el sobrenedant i llencar-lo.

- Resuspendre en 0.5ml de sali (sense GGE).
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Preparacié de les capes d’agarosa i Comet Test:

- En portaobjectes normals (preparats préviament amb una capa d’agarosa estandard
assecada a I’estufa per fer de suport per la segilient capa d’agarosa, i com a substitut dels
portaobjectes rugosos )es fa una primera capa de 85 pl d’agarosa de punt de fusié normal,
preparada a 1’1% en PBS (1%).

- Es posa un cobreobjectes de 24x24mm, i es deixa uns 5 minuts en una placa metal-lica
situada sobre una cubeta amb gel perque solidifiqui.

- Esretira el cobreobjectes i1 es passa a posar la segona capa d’agarosa: es barregen bé 35ul
de suspensid de cel-lules amb 85ul d’agarosa de baix punt de fusio (al 0.9% amb PBS)
mantinguda a 37-40°C per no afectar les cél-lules. I es posen 85ul de la barreja. Es posa
un cobreobjectes a sobre i es deixa de 5 a 10 minuts en una placa metal-lica sobre gel,
perque solidifiqui bé.

- Es retira el cobreobjectes i es posen els portaobjectes en una cubeta amb liquid de lisi
(NaCl al 2,5M, EDTA disodic 100mM, Tris 10mM, NaOH per ajustar el pH a 10, i just
abans de la seva utilitzacid s’afegeix DMSO al 20%, Triton a1’1%) a 4°C i a pH 10.

- Es guarda a la nevera i tapat (per evitar que la llum pugui causar algun dany addicional al
DNA), durant 2 hores per permetre la lisi alcalina de les membranes.

- 20 minuts en tampo per electroforesi fred (pH:13.3), i en foscor, per permetre el
desenrotllament de les cadenes 1 desnaturalitzacié del DNA.

- Electroforesi en fred i en foscor durant 20 minuts. A 25 v 1 300 mA.

- Tres rentats, els dos primers de 5 minuts i I’altim de 10 minuts amb tampd neutralitzador
Tris a pH:7.5.

- Tincié amb 20 ul de DAPI, en comptes dels 65l de les vegades anterior (perqué hem fet
també les capes més petites en aquest cas), i per intentar que quedin millor les capes no
sobretenyides i aixi es visualitzin millor.

- Els comptatges es van realitzar de la mateixa manera que en el capitol anterior.
Breument: comptatge visual establint 5 categories establertes per a les diferents imatges
dels cometes, en la que es multipliquen per uns coeficients establerts, i es sumen donant
un valor de IC (Comet Index).

En aquest cas el protocol per al comet test seria exactament igual que I’utilitzat en el capitol
anterior, pero tan sols amb les diferéncies en: la mida dels cobreobjectes que en aquest cas era
menor, de 24x24mm enlloc de 24x60mm, ja que s’intentava concentrar més el nombre de
cel-lules degut a que en cucs no obteniem un nombre gaire elevat d’aquestes. Aixi doncs també
es va augmentar la concentracid cel-lular en les capes d’agarosa, passant dels 20ul a 35ul. I la
tinci6 amb DAPI, per intentar que no hi hagués un excés de colorant es va passar de tenyir amb
65ul a 20ul en aquest cas.
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2.C. Resultats :

Taula 2.1. Resultats del comet test per a les mostres de sol:

48h 3RIB 3RIBref 3PIL 3QUE 3QUEm.o. 3QUEref 3DEP 3DEPref STDI Control

Dilucié  50% - - - 50% - 75% 75% - -
IC 46.29*%* 51.46 53.66 5691 46.47** 60.38  47.67* 45.16* 42.72 46.27
SD 929 1033 10.14 647 9.29 9.09 8.24 8.63 5.57 10.89
n 9 8 9 8 9 9 8 7 9 9
pH 6.67 - - - 6.05 - - - 7.34 -

Es van mesurar els pH de les mostres en que la terra tenia pH massa acids i calia la diluci6 per
equilibrar-lo, son els valors per les dilucions.

(*) indica que hi ha una diluci6 del 75% de la terra problema amb terra estandard.

(**) indica una diluci6 del 50% de la terra problema amb terra estandard. Cal anar alerta en la
interpretaci6 dels resultats per aquestes mostres en dilucio.

IC: Comet Index; SD: desviacio estandard; n: nombre d’individus.

Aquestes mostres de sol corresponen a les recollides el gener de 1’any 2000.

Taula 2.2. Valors d’arsénic en les mostres recollides el gener del 2000:

3RIB 3RIBref 3PIL  3QUE  3QUEm.o. 3QUEref 3DEP 3DEPref

As(ppm) 19639 - - 81558  487.52 - 2354 15.99

Aquests valors son per a les mostres sense dilucio.

En la zona d’on es va extreure la mostra 3QUEm.o., degut al seu alt grau de contaminacid, es va
afegir matéria organica per disminuir ’efecte toxic i intentar neutralitzar d’alguna manera la
contaminaci6, perd pel que nosaltres podem veure en les analisis quimiques d’aquestes
comparades amb mostres de sol de la mateixa zona sense haver afegit aquesta materia organica
(3QUE), es va aconseguir per una part diluir la quantitat d’arsénic (taula 2.2), perd per I’altra es
va donar una disminuci6 de pH. Aixi doncs en la mostra 3QUEm.o., es va poder observar un pH
de 2.45, en el que comprovarem que era impossible la vida per aquesta espéecie de lumbricid en
aquesta mostra, tan sols amb 1’observacid del que passava posant-los en aquest sol es podia veure
la seva reaccio al pH. Per permetre doncs I’experimentacié amb A.caliginosa per a valorar
I’efecte genotoxic d’aquests elements en aquesta mostra de sol, es va diluir en terra estandard
preparada al laboratori, que va produir una compensacié del pH fins a valors de 6.05, pH
habitable ja per aquesta especie. Perd aquesta barreja fa variar les caracteristiques de la mostra de
s0l, la mobilitat i disponibilitat dels metalls pesants, i les condicions de la mostra per aquests
individus, aixi doncs, és dificil la interpretacié dels resultats, ja que no sols hi ha una dilucio6 dels
metalls pesants, sind que en canvien les caracteristiques de biodisponibilitat, i les condicions del
sol per a viure-hi aquesta espécie.
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En la taula 2.2., es pot observar un valor molt elevat d’arsénic en la mostra 3QUE
(815.58ppm), mentre que la mostra 3QUE m.o, va disminuir el contingut d’arsénic a la meitat
(487.52 ppm), i els valors d’ IC, son també més elevats en la mostra 3QUE (56.91) mentre €és un
valor més baix en la mostra 3QUEm.o (46.47), perd no es poden comparar o relacionar
directament els valors d’arsénic en aquestes dues mostres amb els d’ IC, ja que en aquesta
segona mostra (3QUEm.o), per al comet test, es va diluir al 50% amb STDI1 (terra estandard) per
compensar-li el pH. No sabem el contingut d’arsénic d’aquesta dilucio, perque no es va poder fer
I’analisi quimica d’aquesta, i al diluir-la amb una altra terra fa que puguin canviar les condicions
en que es trobarien els metalls i en que s’absorbirien o afectarien als lumbricids.

Taula 2.3. Determinacié dels elements traca en el fang i mostres de sol (valor de la mitjana en
mgKg™") de I’any 1998:

IRIB2 1RIB2 2PIL 2QUE QUEm.o. 2QUEref 2DEP 2DEPref Fang

pH 355 434 650 6.61 - 830 8.00 7.93 -
Zn 647 158 844 1746 - 78 965 88 10707
Pb 516 221 1353 1495 - 25.2 68 32.5 7957
Cu 288 166 171 344 - 21.9 63 31.6 2126
As 261 105 622 766 - 184 17.2 121 5321
Cd 211 033 270 6.09 - 0.09 250 0.14 40
Tl 23 0.66 682 7.2 - 0.19 044 0.24 51

Aquesta taula correspon a alguns dels valors analitzats i recollits en I’article de Vidal et al.1999.

No hi ha valors per a la mostra QUEm.o., perque encara no s’hi havia barrejat materia organica
en aquella area de la zona de Vado del Quema.

El nimero 1 davant el nom de la zona indica que era el primer mostreig, realitzat tan sols un mes
després de 1’accident, (es retiraven els fangs en el moment d’aquest mostreig), mentre que 2,
indica la segona recollida de mostres a finals de juliol de 1998, quan ja s’havien retirat els fangs.
En les taules anteriors hi ha el nombre 3, indicant el tercer mostreig, realitzat el mes de gener del
2000, pero pels quals encara no tenim I’analisi de metalls realitzat, (sols per algunes mostres hi
ha els valors per a I’arsénic, Taula 2.2).




Capitol 2: SCGE - Mostres de sol de Donana 93

2.D. Discussio :

Les mostres de sol recollides per a dur a terme el SCGE en lumbricids, s’agafaren un any i mig
després del vessament. Malgrat tots els esforcos per netejar 1’area contaminada, amb les
extraccions del fang i part del sol, i altres tipus de mesures preses durant aquest periode, la
contaminaci6 en aquesta zona continua essent elevada, i costara molts anys i esforgcos per a
aconseguir uns valors de menor contaminacio o efecte per les espécies de la zona.

Si comparem els valors recollits I’any 98 després de retirar els fangs (Taula 1.2), en el cas
de I’arsenic, amb les mostres recollides el 2000 (Taula 1.3), es poden veure que son bastant
similars, aixi doncs a falta de les darreres analisis quimiques de les mostres recollides a I’any
2000 (que s’estan duent a terme en aquest moment), ens basarem en la comparacié per als
resultats obtinguts amb el comet test, amb aquestes dades publicades per Vidal et al.(1999),
pensant que, tot i que poden i haurien d’haver variat durant aquest periode (pot haver hagut una
disminucié de la quantitat de metalls pesants deguda a les mesures preses per a pal-liar el
problema), poden ser valors bastant similars (ja que els mostrejos son relativament propers en el
temps, periode molt curt en quan a solventar un tipus de contaminacié com aquest, llavors les
variacions es considera que serien petites).

Els carbonats i el pH son variables relacionades i implicades en la mobilitat dels elements
traga estudiats, aixi com també el tipus de sol i les seves caracteristiques. D’aquesta manera soén
importants els valors de Ca, Mg i de la materia organica en el so0l, ja que els carbonats actuen de
tampd de les aiglies acides. Tot 1 aix0, hi ha uns valors de pH acids en moltes de les zones
mostrejades, les mostres de la zona RIB per exemple, zona de la ribera del riu, degut a les seves
caracteristiques i la baixa quantitat de carbonats abans de la contaminaci6, fa que el pH sigui més
acid després d’aquesta,(Vidal et al.1999). Pero una contaminacio d’aquestes dimensions, seria de
tota manera dificil de compensar per les propietats del sol només.

Segons els resultats de les analisis de metalls pesants en aquestes zones, obtinguts en
I’article de Vidal et al.(1999), totes les mostres amb elevada contaminaci6, que es mostren a la
Taula 2.3, tenen valors de 10 a 15 vegades més elevats de concentraci6é d’elements traga, i eren
superiors als valors permesos per regulacions Europees, a excepcié del Cd, amb quantitats que
no sobrepassaven aquests limits. Pero en les mostres de referéncia estudiades, també hi ha uns
valors majors que els considerats normals o comparant-los amb altres zones sense contaminar
(amb excepci6 del Cd), aixo ens indicaria 1’efecte de la gran activitat minera continua de la zona
des de fa molts anys, un efecte de contaminaci6é degut a la deposicié de metalls per 1’extraccio
minera (Van Geen et al.,1999; Palanques et al.,1999; Vidal et al.,1999), com tamb¢ degut a la
propia naturalesa geologica de la zona. Aixi també podem observar valors d’IC elevats en les
mostres de referéncia, 1 fins 1 tot superior als valors de la mateixa zona en la part contaminada,
com seria en el cas de 3QUE, 1 3QUEref., que es podrien explicar, per una banda degut a aquesta
explotacio minera de fa anys (el nom del riu Agrio, indicaria valors acids degut a la quantitat de
metalls que conté ja antigament a causa d’ aquestes explotacions, Prat et al. 1999 i Sola et
al.2000), o per ’altra, pot haver algun problema pel pas de les maquines treballant en la retirada
dels fangs, que amb les rodes trepitgen els fangs i es pot barrejar amb les terres dels voltants, o la
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pols que pot ser escampada pel vent, perd en 1’analisi de les mostres 2QUEref hi ha valors
menors de metalls que en les 2QUE, per tant es pot pensar que en les analisi quimiques
posteriors no realitzades encara sobre la mostra 3QUEref es podria trobar valors similars al del
segon mostreig (2QUEref) i per tant, menors a 3QUE (mostra de la zona contaminada). Aixi
doncs, I’explicacio de ’elevat IC en la mostra de referéncia d’aquesta zona (3QUEref) respecte
la zona contaminada 3QUE, s’hauria d’explicar per alguna altra caracteristica de la terra que
tingués algun factor limitant o perjudicial per a I’especie de cuc utilitzada, o potser degut a algun
altre tipus de contaminacid, com pesticides o altres que poden haver afectat aquesta zona i que
afectarien als cucs. Abans perd d’entrar en especulacions, haguera esta bo tenir 1’analisi quimic
de les mostres en aquest tercer mostreig, per a poder comparar amb els valors de metalls de la
segona recollida de mostres, veure si son similars o no, i aleshores intentar veure si hi ha una
correlacio, 1 si es poguessin equiparar als valors d’ IC (majors per la zona de referéncia que per
la contaminada).

La zona 3RIB, seria la zona més propera a la mina, i la que tenia uns valors de pH més
acids, degut aix0 s’ha diluit la terra al 50%, per aixo resulta dificil ara comparar amb el valor de
referéncia de la mateixa zona (tot i que €s elevat degut segurament a I’activitat de la mina), amb
els control, i els de les altres zones contaminades. Es pot considerar perd, un nivell de
contaminacio, i uns possibles efectes toxic i genotoxic per als éssers vius de la zona. En la
mostra 3PIL, s’obté valors més elevats d’ IC que els de STDI, per la concentracié de metalls
mostrada en aquesta zona en un mostreig anterior (2PIL), ens indicaria doncs una relacié entre el
dany al DNA i aquesta elevada concentracio de metalls pesants.

La mostra més contaminada seria la 3QUE en la que els valors de tots els metalls pesants
mostrats, son els més elevats, (hi hauria hagut una concentraci6 dels fangs 1 aigiies en aquesta
zona). Ens mostra al mateix temps un valor elevat també d’ IC, tot 1 que no resulta letal per a
I’especie de lumbricid estudiada en I’interval de temps estudiat, ja que han viscut sense
necessitat de diluir la terra, i els valors obtinguts d’IC, son elevats perd sorprenentment surten
menors als esperats en relacid a la gran contaminacié que conté. Tot i ser un dels valors més
elevats obtinguts en I’experiment (descartant la zona 3QUEref, en la que ja he comentat abans la
possibilitat d’algun altre factor que intervé en els resultats d’IC, algun altre tipus de
contaminacio, o potser ens indica el que passa realment, podent ésser que no coincideixi amb el
mateix lloc de la recollida de mostra del segon mostreig, i que sigui una zona afectada mentre
que s’havia considerat que no ho era), és dificil la seva comparacié amb els valors de les mostres
diluides de les altres zones, ja que la diluci6 canvia les caracteristiques i condicions del sol 1 fa
complicada la seva interpretacio.

Les mostres anomenades DEP o CS i la DEPref. van ser recollides a prop d’Entremuros,
la que seria I’area menys contaminada de les que s’han mostrejat en aquest estudi, la més
allunyada de la mina, on només van arribar les aigiies acides i no el fang. Es una zona argilosa
propera a les maresmes, en la que es pot veure uns valors elevats de Na i Mg (Vidal et al.1999),
que ens indicaria el caracter sali d’aquesta, al estar a prop del mar. En aquestes zones tot i tenir
valors no tan elevats de concentracions de metalls pesants, obtenim uns valors d’IC grans per a
aquestes terres diluides un 75%, dilucié que va caldre degut a la toxicitat que representava per
aquesta especie de lumbricid. Aixi com també en un experiment (dades no presentades en cap
taula) on es van posar 10 individus de la mateixa especie en mostres d’aquesta zona sense diluir
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amb una altra terra, es va observar que per a 3DEP van sobreviure al cap de cinc dies 6
individus, dels quals es va realitzar el comet test obtenint un valor de 78.33, mentre que per la
zona de referéncia (3DEPref), dels 10 individus, a les 48 hores només en quedaven tres, que es
van mantenir fins a quatre dies i llavors se’ls va realitzar el comet test, obtenint un valor de
81.91. Valors realment elevats, pero tot aixo ens va fer pensar en algun altre factor que influiria
en aquesta especie a part de la quantitat de metalls pesants i la toxicitat d’aquests, potser hi té a
veure la interaccid entre tots aquests elements, perd es va pensar més en que la salinitat podria
ser un dels possibles factors que no permetria o afectaria la superviveéncia d’aquest lumbricid;
s’ha trobat A4.caliginosa vivint a prop de zones salines, perd generalment no suporta gaire els
ambients amb elevades quantitats de sals (Alvarez Sanchez, 1971). Per evitar doncs, aquesta
mortalitat elevada en aquestes mostres, es va fer les dilucions i es va veure que a 75% amb terra
estandard ja podien viure la majoria d’individus durant varis dies, d’aquesta manera es va poder
realitzar el comet test per a individus exposats en aquesta terra diluida durant 48 hores, 1 els
valors que es van obtenir son similars als controls (3DEP:47.67; 3DEPref: 45.16; STD1: 42.72;
control:46.27), encara que no es pot interpretar exactament els resultats, ja que hi ha un factor
que interfereix en la mesura de la possible genotoxicitat causada pels metalls sobre els cucs, que
es podria suposar degut a aquesta salinitat elevada, i tampoc es pot saber sense una analisi el
contingut de metalls pesants ni la seva disponibilitat al haver fet aquesta diluci6 amb STD1 i
variar les caracteristiques. Cal perod tenir en compte un altre factor diferent al d’aquest tipus de
contaminaci6, i seria que durant anys a part de [’activitat minera de la zona, i de les
caracteristiques geologiques de I’area, hi ha hagut contaminacions de tipus urba i1 de 1’activitat
agricola (adobs, pesticides i oliasses; Alzaga et al. 1999; Prat el al.1999, i1 Sola et al.2000), que
podria donar també uns efectes sobre els individus exposats a aquestes terres. Com, al mateix
temps, en aquest treball ens hem centrat en ’efecte i estudi dels metalls ja que era la
contaminaci6 més evident en quantitat de toxic, i no es va analitzar la possibilitat d’altres tipus
de contaminants que hi pot haver en els fangs i en la riuada toxica provinents de la mina, que
podrien provocar efectes genotoxics, com algunes amines aromatiques resultants del tractament
per a I’extraccio minera i que serien presents en aquest vessament (Alzaga et al.,1999, Querol et
al.1999), es podia pensar doncs en una interferéncia degut a altres toxics i que podrien estar
relacionats també en aquest cas amb els valors elevats d’IC obtinguts en aquestes mostres.

Si comparem pero els valors obtinguts de les mostres en que no ha calgut fer cap
diluci6(3QUE, 3QUEref, 3PIL, 3RIBref.), ens trobem al fer un test de comparacié multiple
(Tukey-Kramer), que sols en el cas de la mostra 3QUE i1 3QUEref soén significativament
diferents de la mostra STDI1. Tot i aix0, es pot observar que els valors de totes aquestes mostres
(3QUE, 3QUETref, 3PIL, 3RIBref.) encara que hi hagi valors de referéncia entre aquests, son més
elevats que el valor control de STD1. Cosa que ens indicaria doncs, el que s’esperava, un valor
més elevat de dany (relacionat en aquest cas amb la concentracié de metalls pesants) en les zones
afectades pel vessament, (i també en els valors de les mostres de referéncia ja que com ja he
comentat diverses vegades hi podria haver una acumulacié degut a I’activitat minera de molts
anys o altres tipus de contaminacions), que en els controls fets al laboratori lliures de
contaminacio, i ens indicaria doncs algun efecte genotoxic sobre aquesta espécie. Els valors d’
IC, com ja hem vist en capitols anteriors, sovint es mouen en un interval molt petit de variacio,
fent que moltes vegades no sigui significatives les diferéncies mentre es pot observar una
tendencia de valors diferents.
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M’agradaria ressaltar en aquest experiment, que en 1’observacid i classificacio de les
categories de comet, hauria necessitat una altra categoria nova, ja que hi ha unes formes amb
cues llarguissimes, i nuvols on només son cues. Segons les observacions fetes en un altre
laboratori (Dr.R.Stétina), a I’exposar cultius cellulars a metalls pesants (Cd, Pb, Cr), obtenien
també formes molt llargues de cues per als comets, potser doncs, aquests valors tan llargs de cues
visualitzats en aquest experiment amb cucs exposats tamb¢ a metalls pesants, ens indicaria que
els metalls causarien aquests tipus de formes, i s’hauria de considerar en aquest cas, la
importancia de la longitud de la cua (que ens podria indicar la mida dels fragments, al ser una
cua tan llarga ens indicaria que son de petita mida, o la gran quantitat de trencaments s’haurien
donat i que formarien uns /oops molt llargs, els metalls podrien unir-se al DNA i desestabilitzar-
lo d’alguna manera que causés trencaments de la cadena al ser una lesid alcalino-labil o que
realment causés de manera més directa els trencaments, o que fossin trencaments deguts a la
reparacio de les lesions, sigui com sigui, causaria una relaxaci6 de la cadena i sortirien
desplegats en forma de loops cap a la cua arrossegats pel corrent electric de 1’electroforesi,
causant la forma de cua del cometa, molt llarga en aquest cas), més que no pas la distribucio del
DNA en aquesta, encara que també¢ seria important, i la quantitat que hi pugui haver de DNA a la
cua. Molts autors troben que la longitud de la cua seria un parametre que és saturable a
determinades concentracions dels agents que utilitzen (veient com pot augmentar el % de DNA a
la cua, mesurat en un augment de la intensitat, mentre que no incrementa la longitud de la cua),
en aquest cas nostre, veiem cues molt llargues en comparacidé amb el que es sol trobar
normalment, perd segurament també deuen ser saturables. Caldria veure amb els diferents autors
que utilitzen metalls en els seus estudis amb comet test, si obtenen les mateixes formes tan
llargues de cua, sobrepassant els valors trobats anteriorment de longituds al exposar les cel-lules
a altres tipus de substancies, 1 en quins metalls es donen, si es pot establir alguna relacid. Seria
molt interessant continuar investigant en la realitzacié d’estudis d’exposicid de metalls pesants
amb el SCGE.

Com ja he comentat doncs, en resum, €s dificil la interpretacié dels resultats al haver
hagut de fer dilucions amb la terra per a permetre la superviveéncia de l’espécie, no ens
interessava la citotoxicitat de les mostres sin6 més, el possible efecte genotoxic, aixi doncs per
solventar els problemes de pH tan acids, i en altres mostres la salinitat, que podien ser les
causants dels problemes per aquests individus, es van barrejar aquestes mostres amb la terra
estandard. Cal pero tenir en compte, que no sols es dilueix la quantitat de metalls pesants, i1 per
tant canvia el seu efecte toxic degut a la concentracio, sind que a més, al afegir una terra amb
altres caracteristiques 1 components com la matéria organica o altres continguts, fa que aquests
metalls puguin canviar el seu estat i biodisponibilitat per aquests individus, essent millors o
pitjors els efectes. A més al regar amb aigua destil-lada també es canvia les condicions i la
mobilitat d’aquests. Segons varis estudis realitzats (treballs de Rhee,1975 i Ma, 1982, recollits a
Lee, 1985) aquesta especie (igualment com altres cucs de terra) pot acumular diversos tipus de
metalls fins a unes determinades concentracions que poden o no afectar-lo; altres estudis estan
realitzats sobre varis metalls a la vegada destacant els efectes sinérgics o antagonics de varis dels
metalls. En aquest punt, autors com Weltje 1998, indica que els metalls interactuen a tres nivells
en I’ecosistema del sol, a nivell de substrat, d’absorcié 1 a nivell diana; hi ha una certa
competéncia entre determinats metalls dins els teixits degut a les seves afinitats per dianes
similars, aixi destaca el desplacament de metalls essencials com el Cu i1 Zn pel Cd. A elevades
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quantitats de Cu suprimeix 1’absorci6 de Pb, etc... indicant doncs la interacci6 entre els diversos
elements, que pot minvar o augmentar els efectes perjudicials. També comenta la diferent
biodispinibilitat segons els tipus de sol, especies i elements, i la possible sobreestimacié que es
pot donar en laboratoris en sols artificials de la biodisponibilitat dels metalls. Pero, el cas de
Dofiana, on hi ha tants metalls i en unes condicions tan particulars, (en el que manca una
informaci6 de tant complexes caracteristiques i efectes, ja que actuen diversos factors i
concentracions d’una gran quantitat de metalls pesants, entre d’altres contaminants, i on tot
alhora pot donar unes caracteristiques diferents de toxicitat, i/o genotoxicitat, letalitat, etc...), fa
que sigui un cas diferent dels estudis analitzats per parts com en els estudis separant I’efecte de
cada metall en el laboratori. Aixi com també es va veure que segons el tipus de sol, aquesta
especie pot acumular més metalls pesants o menys (treballs de Ma,1983 i els de Rhee i Ma
recollits en Lee, 1985; Marifio et al.1992,94,95,96; Weltje 1998; etc...), igualment com altres
especies estudiades (Bengtsson et al.1986; Beyer & Cromartie,1987; Marifio et al.94,95,96;
Weltje 1998; Spurgeon & Hopkin, 1995,96,99; etc..). Al mateix temps per a cada especie
d’animal i de planta, els efectes seran diferents, incliis hi haura una variabilitat individual,
sobretot quan hi ha valors sub-letals de toxicitat. Un altre punt a considerar és la possibilitat que
els cucs no processin la terra quan noten que no els agrada o esquiven aquestes “taques” de
concentracié de metalls al sol, poden estar molt temps sense menjar, i en el medi ambient
podrien evitar aquestes zones contaminades (Yeardley et al.1996, Depta et al.1999), tot i que
aqui els obliguem a estar en un lloc molt limitat de terra, perd demostraven moltes vegades que
volien marxar. En els estudis de Trigo & Diaz (1992) amb A.molleri, indicaven que hi havia una
seleccio de particules del sol que ingeria, preferint les més fines, aixo ens podria mostrar, tot i
ésser una altra espécie, que poden tenir un caracter selectiu per a segons quines mides de fraccid
mineral que ingereixen, aixi com també tenen un caracter selectiu en quan a les espécies de
plantes o particules organiques ingerides (Depta el al.,1999), que podria fer que evitessin unes
plantes que estan més contaminades o que contenen un major valor de metalls pesants que
d’altres, etc..., aix0 si ho afegim al seu caracter d’evitar les zones contaminades i, segurament,
esquiven les boles de fang que hi havia en algunes de les mostres de Dofiana, implica una
complexitat gran a 1’hora de la interpretacio dels resultats. Les mostres de terra utilitzades per al
comet test en cucs, no es van homogenitzar, ni es van desfer aquestes acumulacions de fang, en
canvi per a fer les analisis quimiques d’aquestes si, per a veure la concentracio total de metalls
que contenen, mentre que pot estar en la realitat distribuida de manera heterogénia en diferents
punts de la mostra. Tot aix0 fa que per a explicar els resultats en cucs de terra sigui dificil, ja que
podrien doncs, haver esquivat aquestes acumulacions entre d’altres coses,(aquest va ser un dels
motius per a no uniformar les mostres, ja que es volia veure com actuarien els cucs si estiguessin
de manera real en aquella zona, perd va quedar al final molt lluny d’aquesta realitat al haver
diluit les terres). Hi ha doncs molts factors a tenir en compte

Aixi doncs, segons dades recollides en Lee 1985 (treballs de Rhee) dona uns valors per
A.caliginosa exposats durant vuit setmanes 1 mitja en un tipus de sol contaminat per diversos
metalls, obtenint les segiients observacions: a concentracions de Cu de 110ug/g, es donava una
reduccio de la produccid de capolls, perd no disminuia el pes corporal ni hi havia mortalitat. Pel
Zn a concentracions de 1100pg/g, disminuia el 50% del pes corporal, aturava la produccié de
capolls i el desenvolupament, a més d’una mortalitat del 22%. Donava valors també pel Hg 1 Co.
Van avaluar al final tots els metalls alhora donant una disminucié del pes corporal del 34%, una
aturada de la maduraci6 1 la produccido de capolls 1 un 22% de mortalitat. Van agafar les
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concentracions que s’havien trobat en un determinat sol com a referéncia per a les proves dels
possibles efectes toxics. Van marcar un limit letal a una concentraci6 de 80ug/g de Cu. Al
mateix llibre (de Lee 1985), un estudi de Ma, indicava que en terra sorrenc absorbien més
metalls que en marga. Altres autors marquen diferents valors de concentracions pels mateixos
efectes per altres especies de lumbricids (E.foetida, i E.andrei, per exemple Van Gestel et al
1993; Spurgeon & Hopkin 1995, on buscaven concentracions que no els causessin efectes
perjudicials en mostres de terra artificial, donant uns valors menors també de permissibilitat al
sO0l per no causar masses efectes negatius a les espécies i que té en compte també els
depredadors, uns valors acceptables de seguretat, o uns valors normals, (molt similars als
comentats pels anteriors autors), que els anomena Marifio et al. (1996, i que els he posat una
mica més endavant en la disusio). Aquests valors estan per sota dels obtinguts en les mostres de
Dofiana, exceptuant les mostres de les zones de referéncia, que tot i ser una mica més alts per
alguns metalls que aquests donats, com he comentat anteriorment, reflectirien 1’activitat minera
de la zona, perod son valors petits comparats amb les mostres contaminades. Per altra banda,
Beyer 1982 i Beyer & Cromartie 1987, donaven uns valors maxims trobats en cucs molt elevats
(com 2100 ppm Pb, mentre que al sol n’hi havia 9 ppm; o valors de 23ppm de Cd, o 1600 de Zn,
o inclus en una zona no contaminada, trobaven valors de fins a 600ppm de Zn acumulat en cucs,
mentre que no és recomanable més de 500 ppm en les dietes dels animals domeéstics estudiats),
aixi doncs pot existir alguna mena de regulacid, o els depredadors deuen tenir algun sistema, o
s’han sobreestimat els valors de toxicitat. Segons Spurgeon & Hopkin,1995, el Zn és un factor
limitant en la preséncia del sol per E.foetida en el seu estudi, i la presencia de Cd i Pb a
concentracions elevades, en redueixen també la seva presencia. Segons Pizl & Josens (1995a),
indiquen que semblaria que el Cu i Cd serien entre els més toxics pels cucs, i el Pb entre els
menys, tenint en compte molts factors que hi influirien directa i indirectament. Per altra banda,
sembla ser, com ja he comentat, que alguns cucs poden acumular quantitats majors de metalls
que les trobades al sol, (ex.el Cd per A.caliginosa, Marifio et al.1992).

Haguera sigut interessant, doncs, avaluar la quantitat de metalls pesants acumulats en els
individus testats, tot i el curt periode d’exposicid, per a intentar veure si es podia establir alguna
relacio entre els valors del metalls en la terra i en els cucs i els resultats del comet test. Tot i que
la seva interpretacié continuaria essent molt dificil tal i com ho demostren molts estudis realitzats
en cucs exposats a metalls pesants, on hi ha uns resultats sorprenents en quan a la seva diferent
acumulacio, segons les especies, edat, tipus de sol, barreges de metalls, etc.. on intervenen també
en exposicions llargues els mecanismes de destoxicacid, des de I’acumulacié en lisosomes de
metalls com Cu, Fe, Pb, Zn 1 Ni en els celomocits basofils, fins a un increment de la seva
excrecio, la seva reduida assimilacio, etc... (Reinecke & Reinecke, 1999; Aziz et al. 1999). I on
per exemple, moltes vegades no es troba una relacio positiva entre la quantitat d’un determinat
metall en el sol i en el cuc (exemple, es pot trobar molt poc Cd al sol, mentre que el lumbricid
pot acumular-ne molt, i en canvi quan hi ha elevades concentracions d’aquest en sol, es pot donar
molt baix en cucs, tal com mostren els estudis d’aquests mateixos autors,i altres com Beyer et al.
1982; Marifio et al. 1992-94-95-96; Neuhauser et al., 1995; Spurgeon et al.,1996; Chmielewska
et al.,1998; o també en metalls com Cu, Zn i Se, ja que potser son essencials per aquests, Beyer
& Cromartie, 1987, serien capagos de regular-los o parcialment, i disminuiria la seva
concentracié quan incrementarien en el sol). La concentracié de metalls en cucs a nivell sub-
letal, podria d’aquesta manera, causar problemes a nivell de la xarxa trofica, ja que en poden
quedar afectats tots els animals que els depreden, tot 1 que, tal com els cucs acumulen a vegades
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concentracions elevades de metalls sense haver-ne tant al sol, pot ser que els depredadors també
tinguin uns sistemes per evitar aquestes concentracions de metalls (Walker et al.,1996, comenta
que els animals, consumidors, dels primers nivells en 1’escala trofica, acumulen molt Cd. O sigui
que hi deu haver alguna manera per regular-se en aquest nivell o en nivells superiors de la
cadena alimentaria), no deixa perd de mostrar tot aixo una complexitat enorme en la interpretacio
dels resultats de 1’us dels cucs per com a indicadors del risc d’aquests elements, i per alguns
autors hi ha dificultats en el seu s per aquests estudis (Beyer & Cromartie, 1987; Pizl & Josens,
1995b, Spurgeon & Hopkin 1996; Edwards 1998). Aixi doncs és coneguda la toxicitat
d’excessives concentracions de metalls pesants en cucs de terra, se n’han fet estudis a prop de
centrals térmiques, prop de fundicions, mines, prop de carreteres, etc... on es troben diferents
concentracions acumulades en els animals i diferents efectes o sensibilitats segons les especies,
on també hi té molt a veure les caracteristiques, tipus i condicions del sol, i on s’han obtingut
diferents resultats pels diferents treballs 1 autors de les concentracions maximes i els efectes a les
diferents especies de cucs (Beyer et al.1982; Ma et al.1983, Beyer & Cromartie, 1987; Marifio et
al., 1994-95; Spurgeon & Hopkin, 1996; Pizl & Josens, 1995a,b; Salagovié et al., 1996;
Chmielewska et al.,, 1998; entre d’altres) ja comentat anteriorment, per aix0 resulta dificil
intentar donar uns valors concrets de metalls que representin toxics, sub-letals, a nivell dels
lumbricids, perque en varia la seva acumulacio segons el so0l, i els efectes.

Tot 1 aquesta diversitat de valors per a les diferents especies en diferents tipus de sol, i
segons hi hagi un sol tipus o varis de contaminants o elements, puc donar-ne uns considerats de
referéncia generals donats per Spurgeon & Hopkin, 1995-96 en que indiquen els valors de
seguretat acceptables (HCS), serien les concentracions en el sol en les quals el 5% de les espécies
estan afectades adversament: Cd 2ug/g, Cu 2.7ug/g; Pb 7.7ug/g; o amb la mesura del risc, tenint
en compte els nivells de contaminants al sol, en la presa, i els efectes sub-letals en els
depredadors, utilitzant la foérmula dels maxims permissibles de concentracido de risc pel
contaminant en sol (MPCs), que seria: els valors del nivell de seguretat acceptables pel
depredador (HC5)/pel factor de bioconcentracié BCF ,(BCF=concentraci6 en cucs/concentracio
en sol); 1 que els dona uns valors de : 0.017ug/g pel Cd; 18.9ug/g pel Cu; 30.04ug/g pel Pb;
36.1ug/g pel Zn. També comenten la relacio de I’efecte de metalls en la dieta de depredadors de
cucs (com talps i musaranyes) amb aquests, 1 veien que concentracions de 119ug/g de Cd 1
120ug/g al ronyo (en pes sec), causaven disfuncions i canvis histopatologics. Podem posar els
valors de referéncia del que es pot considerar valors normals en sol (Marifio et al.1996): Cd:
0.07-1.1ppm; Pb: 0-1-20ppm; Cu: 6-60 o 20-30ppm; Ni: 5-500 o 40ppm; Zn: valor mig de
90ppm. I considerant valors tipics de sol no contaminat (Beyer & Cromartie, 1987), que estarien
entre aquests intervals, hi afegeixo els valors que donen per As: 5-6ppm; Se: 1-10ppm; Cr:
37ppm. (Sempre hi ha el problema de no posar-se d’acord entre els diferents investigadors per a
donar les mesures de les quantitats, en aquest cas, estan donades segons els autors en ppm, o
ng/g o mg/kg, que son equivalents).

Aixi ha resultat dificil la interpretacid d’aquest estudi, amb la realitzacidé d’aquestes petites
proves, i el sol us d’una técnica d’avaluacié del dany al DNA concreta, a més del fet de totes les
complicacions i la complexitat que s’ha presentat en tot I’experiment. Hauria estat interessant
poder comparar els metalls de les mateixes mostres que es va dur a terme el comet test. En aixo
voldria també comentar el fet, que hauria d’haver tingut en compte i no he fet. Es el diferent
nombre d’individus que tinc per mostra; per a cada prova es posava el mateix nombre d’animals,
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al cap de les 48 h de I’exposicio en la terra se’ls realitzava el comet test. No hi ha el mateix
nimero per a cada mostra perque es van descartar els que es partien al fer-los el massatge, per
exemple (els he exclos en tots els experiments, ja que podrien estar en males condicions de salut
0 en estrés i serien més susceptibles a partir-se, o el fet de partir-se podria alterar els resultats de
la técnica), o perque s’havien escapat, o s’havien mort en alguna ocasio, tan en un cas com a
I’altre seria important indicar-ho ja que aniria relacionat amb la toxicitat de la terra. Seria
interessant doncs, tenir en compte aquests fets també, per a la interpretacid dels resultats afegint
una complicacio més ja a tota la gran complexitat que comporta aquest estudi.

2.E. Conclusions :

1. S’obtenen uns valors superiors d’IC en les zones contaminades i de referéncia
pertanyents a Dofiana, que en les mostres control (STD1 i control). Tot i que les
mostres diluides mostren valors similars als control, cal tenir en compte que hi ha
hagut un factor de diluci6 1 de canvi de les condicions de la mostra de sol (per a
corregir o estabilitzar alguna caracteristica limitant o perjudicial per a la
supervivencia dels individus d’aquesta especie en aquest sol, que resulta letal, i en la
que no es podia valorar la genotoxicitat a aquest nivell, sense aquesta dilucié6 amb una
altra terra, que permetés al cuc viure en aquesta mostra). Aixi aquestes mostres
diluides son dificils d’avaluar degut a la complexitat dels parametres, i dificil de
comparar o establir un factor de correccid per aproximar a I’efecte real sense dilucio.

2. Es un estudi complicat, complex i amb moltes dificultats per a ’avaluacié de la
genotoxicitat per aquest tipus de contaminaci®é en aquesta especie, i la seva
interpretacio.
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Capitol 3

3. AVALUACIO DE LA TECNICA

3.A. Introduccio :

Durant els tltims vint anys varis metodes han estat desenvolupats per avaluar trencaments
produits en cel-lules individuals (Olive,1999), com una mesura del possible dany genotoxic. Al
1984 Ostling & Johanson van presentar la idea d’utilitzar I’electroforesi (a pH neutre) en gel
d’agarosa de cel-lules individuals, per detectar dany al DNA (serien trencaments de cadena
doble). Al 1988 Singh i col-laboradors descrivien la técnica a pH alcali com una técnica simple
per la quantificacio de baixos nivells de dany al DNA en c¢l-lules individuals, detectant SSB i
ALS. Al 1989 Olive va introduir el nom de “Comet Assay” a aquesta test. (Més tard ha estat
modificat per Klaude 1996, Hartmann 1998, entre d’altres, i es continua variant. Son interessants
els review de Mckelvey-Martin el al.1993; Fairbain el al.1995; Olive,1999; Rojas et al.1999;
Tice et al.2000). Es pot dir que no ha sigut fins a principis dels 90 que aquesta técnica ha adquirit
cada vegada més importancia fins el punt de ser actualment una técnica molt i, ampliament,
utilitzada en estudis de genotoxicitat i oncologia, biomonitoreig huma, etc.. i en la que dia a dia
es va millorant i aplicant a diferents camps 1 tipus d’estudis. Sobre el tema que ens ocupa son
interessants els estudis que s’han comengat a fer en ecotoxicologia (reviews de Cotelle & Ferard;
1999; Rojas et al.1999), sent ja utilitzat en invertebrats (mol-luscs; an¢l-lids; Eyambe et al. 1991,
Salagovi¢ et al. 1997, entre d’altres), amfibis (Ralph & Petras 1998), peixos (Kammann et al.
2000, Mitchelmore & Chipman 1998, Belpaeme et al 1998), mamifers (ratolins, rates, hamsters
de laboratori; ratolins salvatges:DaSilva,2000a,bc 1 altres animals salvatges), en plantes (Koppen
& Verschaeve 1996; Navarrete et al.1997; Gichner & Plewal998;Stavreva et al 1998; Poli et
al.1999; Gichner 1999; Angelis et al.1999), fongs (Hahn & Hock.1998; Bhanoori &
Venkateswerlu 1998, etc..), en estudis de biomonitoring del medi ambient i 1’avaluaci6 del risc
genetic dels pol-luents. Ha resultat ser una técnica molt sensible per mesurar els trencaments de
cadena del DNA, i al mateix temps ¢€s facil de dur a terme, en un periode de temps molt curt i €s
una técnica molt assequible economicament. Actualment, es van introduint canvis en la técnica
per donar-li diferents aplicacions i per aconseguir ampliar 1’ambit d’estudi com també la seva
sensibilitat. Molts agents que danyen el DNA no indueixen directament trencaments de la cadena
de DNA, i es poden detectar durant els processos de reparacio de les lesions quan es produeix un
trencament transitori per a la reparacid d’aquesta. Amb la modificaci6 de la técnica utilitzant
enzims especifics de reparacid, s’aconsegueix mes sensibilitat i especificitat en el test; i es pot fer
un seguiment de la cinética de reparacié de baixes dosis de dany oxidatiu, aixo fa que pugui ser
aquesta tecnica molt util en estudis d’epidemiologia molecular amb la mesura de biomarcadors
de dany oxidatiu en poblacions humanes (Collins et al.1997a). Aixi doncs, la utilitzaci6 dels
enzims de reparacid Endonucleasa III 1 FPG (formamidopirimidina glicosilasa), entre d’altres,
augmentara, com ja he comentat, la sensibilitat 1 especificitat del test permetent la deteccido d’un
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tipus de dany especific de dany al DNA (Rojas et al.1999). Aquests dos enzims concretament
detectarien bases alterades (Collins ,2000), dany oxidatiu en molts casos, que es poden
transformar en trencaments de cadena del DNA en condicions alcalines.

Pero, al parlar d’una técnica tan recent sorgeixen alguns problemes, com el fet de no
congixer exactament el mecanismes fisico-quimics de formaci6 dels cometes, no esta plenament
entés encara i hi ha diferents opinions i discussions entre els diferents autors (Fairbairn et
al.1995, Collins et al.1997a, entre d’altres).

Hi ha diverses variacions de la técnica, com he comentat en capitols anteriors, en quan a
la composicid dels reactius, els periodes de temps, etc... entre laboratoris, pero també s’han anat
introduint modificacions de la técnica segons les necessitats per a noves aplicacions. La
utilitzacié de la versio alcalina del comet test, potser és la més sensible, perd depenent dels
estudis que es volen realitzar, es fa servir la versio neutra de la técnica (on el desenrotllament i/o
I’electroforesi es fan a pH neutre 7-8, en el que es considera menys sensible, detectant DSB i
cross-links, 1 el que seria utilitzat en altres tipus d’estudi on és més adient aquesta menor
deteccio del dany, Karel el al.1999; Olive et al.1999). Un pH:12.1 detecta DSB,SSB, llocs
d’escissié per reparacio; pH>13 detecta DSB, SSB, llocs d’escissio per reparacio, cross-links i
llocs alcalino-labils ([1]).

Altres temes de discussio son els parametres de mesura, i el comptatge visual o amb
analisi d’imatges en un programa informatic. Pel que fa als dos tipus de comptatge, ja he
comentat al primer capitol que estan ben correlacionats i els dos sistemes son valids. En quan als
parametres de mesura ja s’aniran comentant en els capitols segiients les problematiques. En quan
a avaluar quin és el que reflecteix millor el dany, si la longitud de la cua,(7ail Length), el Tail
Moment, o el %DNA in Tail (quantitat de DNA a la cua). El Tail Length (longitud de la cua), ens
indicaria la mida dels fragments, seria esperable que fos proporcional al nivell de SSB i ALS i
esta ben correlacionat amb la dosi-resposta, augmenta rapidament amb la dosi a baixos nivell de
dany, perd aviat arriba a un maxim,(Collins 2000, Fairbairn et al.1995), és saturable). El Tail
Moment (que seria el producte del Tail Length amb la quantitat de DNA migrat, la fraccio de
DNA a la cua), semblaria molt adequat al combinar les dues mesures, pero té alguns punts febles
ja que pot donar valors iguals per a resultats diferents. El %DNA in Tail (quantitat de DNA a la
cua), es mesura per la intensitat del DNA a la cua; actualment semblaria que és el que presenta
millors avantatges i seria el més utilitzat; esta correlacionat linearment amb la freqiiéncia de
trencaments o relaxacions, loops, en un ampli interval de dany, i proporciona uns valors que son
escala-independents, 1 és util quan hi ha diferents tipus o condicions cel-lulars comparades,
(Collins et al.1997a). Pero, hi ha hagut, i encara hi ha, discrepancies i discussions en com
mesurar les imatges i quin parametre utilitzar, (Mckelvey-Martin et al. 1993; Fairbairn et al.
1995; Ashby et al. 1995; Collins et al. 1997a,b; Rojas et al. 1999; Tice ,2000, etc...); i es van
introduir altres mesures com el Tail Inertia (Hellman et al. 1995), Olive Moment, etc..., pero de
moment les més utilitzades son les tres anomenades anteriorment, i seria potser millor comparar
els resultats fent servir varis dels parametres o tots alhora.

Hi ha una série de temes i discussions que es mantenen des de fa temps per intentar
comprendre quins son els mecanismes de la técnica, i que avui dia encara son un tema per
aclarir, com per exemple, queé son realment les imatges de cometa. En principi, es va pensar en
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que la cua eren fragments de DNA, pero després s’ha considerat que també podrien ser loops de
DNA deguts a un trencament en la cadena i que causen una relaxacié d’aquesta formant el loop,
que al ser també de menys pes molecular, correria en direccio a 1’electroforesi i donaria doncs la
forma de cua del cometa. (Angelis et al.,1999; Dusinska & Collins, 1996; Collins et al.1997a;
Karel et al.1999). Hi ha hagut autors com Klaude et al. 1996, que van fer proves amb el comet
test en versio alcalina i neutre, on indicava que semblava ser que en versid neutre s’obtindrien
loops a la cua, mentre que en 1’alcalina la cua seria deguda a fragments del DNA. Pero, aixi com
continua la discussid de que segurament son les dues coses que es detecten, hi ha altres
preocupacions en 1’Us de la técnica com seria la influéncia de la divisié cel-lular en els resultats
del comet test, ja que les forques de replicaci6 es comporten com a SSB en alcali en cel-lules en
fase S (Fairbairn 1995; Olive,1999). Es van fer proves per veure la influéncia de la divisid
cel-lular en els resultats del comet test (influéncia que ja comentaven Mckelvey-Martin et
al.1993, Rojas et al.1999, entre altres), com son els estudis de Salagovié et al.1997, tema que
també es va comengar a investigar en aquesta tesi, aixi també com la possible lectura erronia de
falsos positius degut a 1’apoptosi, tema en el que hi ha encara discrepancia entre diversos autors,
sobre aquesta interferéncia, sobre les imatges de comet que adopten les cél-lules en aquest estat,
si es poden veure o no, donant una forma concreta, en cas que sigui afirmatiu, si es poden
comptar 0 no, o si es pot utilitzar el test per a mesurar aquest estadi cel-lular, la deteccid
d’aquestes formes apoptotiques per al comet test; i si es podrien diferenciar amb les imatges
d’una necrosi. Aquest tipus de mort cel-lular representaria una DSB i una fragmentacié de DNA
més accentuada a mesura que esta en estadis més avangats d’apoptosi (Fairbairn et al.1995,
1996; Olive 1999; Tebbs et al. 1999; Tice et al.2000, etc...), aquest punt també es va voler tractar
en la recerca.

Aixi doncs, en la realitzacid d’aquesta técnica ens van sorgir tots aquests interrogants,
que van fer derivar I’estudi inicial més d’ecotoxicologia, a un estudi en paral-lel al mateix temps,
en que s’experimentés en aquests punts febles o encara no massa coneguts, i encara discutits pels
diferents autors. Aquest capitol doncs, presenta una varietat de proves, (entre moltes d’altres que
no es comenten en aquesta memoria), que s’han dut a terme en el que es pretenia fer un petit
avancament en quan a la coneixenca més profunda del funcionament i la mesura de la técnica.

Aixi aquest capitol es dividira doncs, en tres parts diferents:

e 3.1. Divisio cel-lular

e 3.2. Apoptosi — Necrosi

e 3.3. Fragments - Loops de DNA
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e 3.1. Divisio Cel‘lular :

3.1.A. Introduccio6 general:

Durant les proves i els experiments realitzats en el capitols anteriors d’aquesta memoria es va
poder anar intuint una possible influéncia, interferéncia, de la divisio cel-lular en els resultats del
SCGE (com també altres autors ja havien comentat, Mckelvey-Martin et al.1993; Olive &
Banath 1993; Fairbairn et al.1995; Salagovi¢ et al. 1997; Villani et al.2000). Especialment en el
cas dels treballs realitzats en lumbricids, els resultats eren sovint molt variables. A partir de les
nostres observacions es va pensar que aquesta variacid podria ser deguda al seu estat de
creixement o reproduccid, a més de les condicions diferents que poguessin tenir en aquell
moment.

Si la divisio cel-lular afectés d’alguna manera als resultats del SCGE, aixo ens podria
conduir a una interpretacio erronia d’aquests, detectant danys al DNA quan realment no n’hi ha, i
comportaria el fet d’haver de seleccionar els tipus cel-lulars utilitzats per la técnica del SCGE,
que es quedarien limitats a cel-lules en estat quiescent, acotant d’aquesta manera 1’0s del test. Per
aixo es va voler investigar una mica més en aquesta direccio, i es van fer un seguit de proves que
exposaré en aquest capitol.

Des dels primers reviews sobre la técnica del Comet test (Mckelvey-Martin et al.1993;
Fairbairn et al.1995), fins els més recents (Rojas et al.1999), es parla de la possible influéncia de
la posicid en el cicle cel-lular als resultats que dona el SCGE. Les estructures que estan en
replicacid es poden interpretar com a trencaments de cadena simple (SSB) quan hi ha la
desnaturalitzacié en condicions alcalines, augmentant la migraci6 del DNA, i, interpretant aixi,
un dany addicional al que es pugui voler detectar a I’exposar unes cel-lules a un determinat
genotoxic, reduint la sensibilitat per a detectar el dany produit a baixes dosis de 1’agent testat
(Olive, 1999). En condicions de SCGE neutre els llocs de replicacid activa, poden reduir la
migracio (Olive et al.1991; Olive & Banath 1993). Aixi la preséncia de forques de replicacid pot
augmentar o retardar la migracido del DNA. Conseqiientment, les diferéncies cicle-depenents en
el dany inicial, basal, poden influenciar en la sensibilitat del test a baixes dosis. (Fairbairn 1995;
Olive & Banath 1993; Salagovi¢ et al. 1997; Villani et al.2000).

Segons Olive & Banath (1993) i Salagovié et al. (1997) no seria sorprenent pensar en que
la sensibilitat del comet test en detectar SSB pot augmentar en cel-lules en fase S del cicle, quan
hi ha més de 10* replicons per cél-lula i totes les estructures de replicacio sén interpretades com a
trencaments de cadena. Segons els primers autors, si cada un d’aquests complexes actius de
replicacio és responsable de dos SSB quan el DNA es desnaturalitza en medi alcali, es pot
esperar veure uns 500 o més trencaments de cadena addicionals per ce¢l-lula en els inicis de la
fase S. En el mateix experiment (Olive & Banath, 1993), van poder trobar un augment de 7ail
Moment (TM) de ’ordre de 1-2 (de diferéncia de TM entre la fase G; 1 la S), equivalent a 0.5-
I1Gy, o a 500-1000 trencaments addicionals per cél'lula en fase S; assumint
1000SSBs/cél-lula/Gy. En els experiments realitzats per Salagovié et al. (1997) podien concloure
que les diferéncies cicle-dependents en la migracid inicial de DNA en limfocits estimulats per
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mitosi, podien influenciar la sensibilitat del SCGE a baixes dosis; com ja he comentat
anteriorment, altres autors han observat el mateix en els seves proves en altres tipus cel-lulars.
Sigui com sigui, la discussid no esta acabada encara, tot i que tothom fa servir tot tipus cel-lular
actualment, s’ha de tenir en compte la interpretaci6 dels resultats, sobretot en poblacions
cel-lulars que no estan sincronitzades (tal com recomana Salagovi¢ et al. ,1997).

Per altra banda, és també un tema important perque les cél-lules en proliferacid, poden
variar la seva capacitat de reparacido en comparacié amb les cél-lules en repos (Olive & Banath,
1993; Villani et al.2000), aixi doncs també podria fer variar els resultats de I’exposicid a un
genotoxic, per la variacio en la reparacioé del dany, que pot estar incrementada o retardada segons
I’estadi del cicle cel-lular i per tant no donant uns valors homogenis.

Tice et al.(2000) al seu ultim review comenten que en els estudis in vitro amb el SCGE,
es pot utilitzar, teoricament, qualsevol tipus de cel-lula eucariotica, no hi ha preferéncies entre les
cel-lules en proliferacid i les que no, perd aquestes ultimes poden ser menys propenses a
respostes de falsos positius potencialment associades amb agents que interfereixen en la sintesis
de DNA afectant el metabolisme cel-lular Aquesta qiliesti6 no ha estat resolta encara
adequadament.

En aquest capitols doncs, es va intentar diverses proves per a poder aclarir una mica
aquest punt:

Es van sincronitzar cultius, per tenir les cel-lules en totes les fases del cicle cel-lular de
forma més controlada, fer la corba de creixement d’aquestes cél-lules, i comparar les quantitats
de cel-lules en fase de sintesi de DNA (fase S), amb el valor dels parametres de mesura del
SCGE, per intentar veure si es podien correlacionar aquests valors, i aixi poder establir, o no, una
relacié amb el fet que la divisio cel-lular interfereix en els resultats del comet test indicant falsos
positius. De tal manera que hauriem de veure en el pic de sintesis de DNA, un valor major dels
parametres de mesura del comet test, interpretant erroniament com un dany al DNA més elevat,
quan realment seria un moment en que hi ha loops de divisio i trencaments de la cadena durant la
replicaci6. Per aquest mateix fet es va pensar en un altre tipus de comprovacio in vivo, amb
intestins de rata, comparant els valors del SCGE en cel-lules epitelials de la mucosa del colon 1
de I’intesti prim, esperant trobar més intensitat de fluorescéncia com a mesura de la major
quantitat de DNA al nucli, 1 un valor major d’IC, %7Tail DNA,i TM en I’intesti prim que al colon,
ja que hi hauria més divisio cel-lular en el primer; i una altra prova en lumbricids, que s’estarien
regenerant a partir d’una lesid provocada, i en els que se suposa, estarien en una elevada activitat
mitotica. Aixi doncs, el pla de treball quedaria de la segiient manera:
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Pla de treball:

Per tal d’investigar una mica en aquesta problematica de la técnica, es van dissenyar quatre tipus
diferents d’experiments, in vitro, i in vivo:

- 3.1.1. Sincronitzacié de cél-lules FAQO. Una s¢rie d’experiments in vitro de
sincronitzaci6 d’aquest tipus cel-lular (cel-lules FAO), comparacio de la quantitat de
cel-lules en fase s (fase en la qual el DNA s’esta replicant, sintetitzant), amb la quantitat
de comets en les mateixes mostres (mesurats en IC), i veure aixi si durant el cicle
cel-lular, a mesura que va augmentant el nombre de cél-lules en aquesta fase, augmenta el
nombre de cometes (el valor d’IC).

- 3.1.2. Intesti prim- Intesti gruixut. Un altre experiment va consistir en la realitzacio del
comet test en mostres d’intesti gruixut i prim de ratoli per a comparar si les mostres
d’intesti prim (part del jejinum, en la mucosa del qual representa que hi ha moltes
mitosi), tenien més nombre d’imatges de cometes que les mostres d’intesti gruixut (colon
en aquest cas) en la mucosa del qual s’hi produeix molt recanvi cel-lular també, pero la
taxa no ¢€s tan elevada com en la del budell prim.

- 3.1.3. Fibroblasts. Es va realitzar un altre experiment in vitro amb Fibroblasts HEL, on
es pretenia comparar per intensitat de comet, el que podrien ser cel-lules en creixement,
amb les possibles formes de comet amb major quantitat de DNA a la cua, i intentar
establir d’aquesta manera, la influéncia que hi pugui haver de la divisié cel-lular en els
resultats del Comet test.

- 3.1.4. Lumbricids. Es va realitzar un estudi in vivo amb Allolobophora caliginosa. Per a
la comparaci6 entre cucs que s’estan regenerant i altres sencers i sans, aixi poder observar
si el nombre de comets era superior en els primers.

3.1.1.Divisio cel-lular: Sincronitzacio de cél-lules FAO:

3.1.1.a. Introduccio:

Es volia sincronitzar un cultiu de cél-lules per a comparar 1’estadi de divisio cel-lular, mesurat
per citometria de flux, amb els resultats del comet test per a establir si hi ha una relacié o
interferéncia de la divisi6 cel-lular en els resultats per al Comet test.

3.1.1.b.Material i Métodes:

Les cel-lules FAO procedeixen d’un hepatoma de rata. El seu creixement és en forma de
monocapa, adherides a la placa de cultiu. Son unes cél-lules que no estan modificades del tot
encara, no son del tot tumorals, guarden caracteristiques de cel-lules normals, per aixo es poden
sincronitzar, (sind no es podria perque no tindrien un cicle cel-lular controlat, es dividirien sense
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parar, sense poder sincronitzar per factors de creixement). Aixd pot fer tenir objeccions a la
utilitzacid d’aquest tipus de cel-lules que pertanyen a una linia tumoral per a la realitzacio del
Comet test. Es van dur a terme unes primeres proves per veure que el dany basal que hi pogués
haver no fos massa elevat com per emmascarar els resultats. Va resultar un tipus cel-lular que es
podia utilitzar per aquest tipus d’estudi ja que no era elevat el dany basal, i no caldria fer una
correccid dels resultats amb un blanc. De tota manera, en moltes ocasions han estat utilitzats
cultius cel-lulars a partir d’una linia tumoral per a les proves amb el comet test, entre els molts
tipus de cél-lules que es poden utilitzar (per alguns exemples, Rojas et al.1999, review; Piperakis
et al.1999).

Es va fer una prova de viabilitat de les cél-lules. Es volia comprovar si es podien mantenir
a la nevera en PBS durant 24 h.

Es van realitzar quatre experiments per comparar els resultats del comet test amb els de
citometria de flux i veure si hi havia alguna relacio:

- Experiment 1:
Comet test en cél-lules sincronitzades, en els intervals de 0,3,6,9,12 hores, i comparacid

amb resultats de citometria de flux establerts per aquesta linia cel-lular,(resultats
obtinguts en experiments anteriors pel grup de bioquimica amb els que col-laboravem).
Aquests valors de citometria, un cop establerts per la linia cel-lular no solen variar gaire i
son molt similars, ja que cada linia cel-lular té¢ una corba especifica de creixement, i sols
van ser usats per tenir una primera idea de com aniria 1’experiment, ja que estaven fets
per un altre estoc de cél-lules, i no pel mateix en que es va fer el comet test. Podria haver
alguna petita variacio entre els grups de cel-lules, llavors al segiient experiment, es van
dur a terme les dues técniques (comet test i citometria de flux) al mateix temps amb el
mateix estoc de cel-lules.

- Experiment 2:
Es va repetir I’experiment fent al mateix temps la citometria de flux per a comparar amb

les mateixes plaques de cel-lules, ja que tot i ser la mateixa linia cel-lular pot sofrir
variacions, segons I’estoc, condicions en el moment del cultiu, entre d’altres.

- Experiment 3:
Es va dur a terme el comet test en mostres de cel-lules sincronitzades , perdo aquest cop

suplementant el medi amb un 10% de serum en comptes de 1’1% com als dos experiments
anteriors per fer que hi hagués un creixement més rapid i es veiés més la diferéncia
d’estat de divisi6 entre els diferents intervals de temps. Es va utilitzar els mateixos
intervals que als dos experiments anteriors i es va tornar a fer les mesures per a citometria
de flux.

- Experiment 4:
Es torna a repetir el comet test en les mateixes condicions i protocol que el tercer

experiment, comparant amb els valors de citometria de flux obtinguts en aquell moment.
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Per explicar el procés dels experiments, es descriu el protocol pel segon experiment, ja que
totes les proves es van fer de la mateixa manera, sols amb alguna petita variacidé que ja es
comentara en el seu moment.

Protocol cél-lules FAO:

- Descongelaci6 de les cél-lules: les cel-lules guardades en nitrogen liquid a —170°C, es
descongelen rapid fins a 37°C 1 es centrifuguen durant 5 minuts a 1000 rpm; s’aspira
el medi de congelacio (medi amb DMSO), i es posen en medi normal (Medi COON’s
F12 (sigma) 500ml, sérum fetal 25ml, estreptomicina+penicilina+ fungisona (SPF)
Sml). Per mantenir les cél-lules s’ha de canviar el medi cada dos dies.

- Es tripsinitzen les cél-lules (per separar-les bé): Succionar el medi, posar PBS durant
uns minuts i escampar bé, per netejar del medi anterior. Aspirar el PBS i posar 1ml de
tripsina a cada placa i escampar bé. Treure la tripsina i posar a la incubadora durant 2
o 3 minuts perqué actui la tripsina separant les ce¢l-lules. Treure de la incubadora i
donar algun copet amb la ma al flascé per acabar de desenganxar les cél-lules del fons
del flasco, es pot veure directament que s’han desenganxat o al microscopi. Posar
PBS, fer pujar i baixar amb cura el liquid per separar bé les cel-lules.

- Sembrar les plaques amb 10 ml de medi normal perque creixin i arribin a un 80% de
confluéncia desant-los a I’incubadora a 37°C durant un o dos dies.

- Per sincronitzar les cel-lules cal aspirar el medi normal 1 afegir 10ml de medi BSA en
cada placa, és un medi que no porta factors de creixement i aturara en fase Gy o G les
cel-lules. (Medi COON’s F12 500ml,Antibiotic SPF 25ml, i medi BSA al 0,2%
10ml).Mantenir a la incubadora durant 48 hores a 37°C.

- Per realitzar la sincronitzacié a les hores 0,3,6,9,12: Canviar el medi i posar medi
normal, 10 ml, perqué¢ comencin el creixement i treure les cel-lules cada tres hores
(per tenir les cel-lules en totes les fases del cicle cel-lular) tripsinitzant i posant-les en
8 ml de PBS (8ml per aconseguir una quantitat adequada de cél-lules per fer el comet,
entre 5x10°i 1x10°) i guardar en fred fins a la realitzacio del comet test tan aviat com
sigui possible, perque tot i que es va comprovar que la viabilitat per citometria de flux
al cap de 24 hores era del 90% , les c¢l-lules a vegades es tornaven a enganxar unes a
les altres i no va bé per fer el comet test, ja que es necessiten cel-lules aillades, a més
poden patir alteracions, etc...

- Es va fer un control negatiu deixant les c¢l-lules en medi BSA, (es va renovar a la
hora 0 per evitar la mort cel-lular per esgotament del medi), per fer una comparacié de
nivell basal de fases del cicle cel-lular.

- Es va fer un control positiu, per veure que les cél-lules creixessin sense problemes. Es
una placa on es deixa en medi normal amb sérum, i llavors hi ha tots els estadis de
creixement perque no es sincronitza.

Tant la tripsinitzacidé com el raspat (screaping) per obtenir les cel-lules, separar-les,
produeixen dany al DNA. La tripsinitzacio, pero, és preferible perqué causa el minim dany
(Mckelvey-Martin et al., 1993). Per aixd també és important el control.
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Es va dur a terme de la mateixa manera el protocol en els altres tres experiments, ja que

tot son repeticions de la prova. Amb el canvi tan sols en que en el tercer 1 quart experiments es
van suplementar amb 10% de serum el medi en comptes de 1’1% (com el cas del primer i segon)
per veure si era més marcada la diferéncia d’estat de divisio entre els intervals de temps.

Procediment del Comet Test:

En portaobjectes rugosos es fa una primera capa de 110ul d’agarosa de punt de fusio
normal a 1’1% en PBS, 1 posar el cobreobjectes de 24x60mm 1 deixar en gel que es
polimeritzi I’agarosa durant uns cinc minuts.

Barrejar bé les cel-lules per separar-les bé.

Posar en un tub Eppendorf 80 ul d’agarosa de baix punt de fusi6é a 0.9% amb PBS,
mantinguda a 37-40 °C. per no danyar les cel-lules.

Afegir-hi 10ul de la suspensio cel-lular.

Barrejar bé, 1 d’aqui es treu 80ul per fer la segona capa d’agarosa.

Es posa un cobrebjectes i es deixa solidificar la capa durant 10 minuts en gel.

Es fa una tercera capa de 80ul d’agarosa de baix punt de fusi6 (0.7% amb PBS).

Posar els portaobjectes en una cubeta amb 200 ml de liquid de lisi fred ( NaCl 2,5M,
EDTA disodic 100mM, Tris 10mM, NaOH 8 grams per ajustar el pH a 10) i a on just
abans de posar les mostres s’hi afegeix el 10% de DMSO i1’1% de Triton. La lisi es dona
durant 1.5 hores a la nevera i en fosc, per evitar algun dany addicional al DNA.

(A partir d’aqui tots els passos son en la foscor, i en fred):

Assecar una mica els portaobjectes i posar-los en la cubeta d’electroforesi amb el tampd
d’electroforesi (Na;Edta 1mM, Na OH 300mM),preparat el mateix dia i mantingut a 4°C,
aun pH de 13, durant 20 minuts per provocar el “desenrotllament”, separacié de les dues
cadenes de DNA. Es manté la cubeta d’electroforesi en fred a 4°C, (posant-la en una
cubeta amb gel).

Electroforesi a 25 volts i 300 mA, durant 20 minuts mantinguda en fred.

Assecar els portaobjectes i posar-los en un placa amb forats, i passar a fer tres rentats(els
dos primers de 5 minuts i I'altim de 10) amb tamp6 Tris (0.4M)a pH 7.5 per neutralitzar i
eliminar I’alcali i la resta de detergents, també en fred.

Assecar una mica els portaobjectes 1 fer la tinci6 amb 65ul de DAPI, posar els
cobreobjectes i esperar uns 6 minuts, llavors treure 1’excés de colorant espolsant una mica
el porta 1 guardar-los en una caixa per portaobjectes amb una paper humitejat amb PBS ,
ben tapada i a la nevera. Es guarden bé una setmana, més temps comencen a fer-se malbé
(contaminacions , pérdua de fluorescencia , etc..)
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Protocol: Citometria de flux, per veure les fases del cicle cel-lular:
(Protocol extret de: Currents Protocols in Cytometry, 1997; 7.5.1-7.5.24).
- Fixaci6 de les cel-lules amb etanol:

- Es necessita una suspensié cellular de 10° a 107 céllules en 5ml PBS (1%) en un tub de
centrifuga.

- Es centrifuga les cél-lules durant 6 minuts a unes 200g (~1000 rpm)

- Es resuspenen les cel-lules en 0,5ml de PBS intentant de barrejar-les bé perque estiguin
ben separades, sin6 al fixar-les quedaran els agregats i ja no es podra fer bé la mesura de
les diferents fases del DNA.

- Es posen en un tub que conté 4.5ml d’etanol de 70°C fred.

- Tinci6é amb el iodur de propidi:

- Centrifugar els tubs durant 5 minuts a unes 200 x g. Decantar 1’etanol a poc a poc i amb
cura.
- Posar 5ml de PBS (1%) per resuspendre el sediment de cél-lules, esperar 60segons i
centrifugar 5 minuts a 200 x g.
- Resuspendre les cél-lules en 1 ml de la solucié de tincio:
o En 10ml de Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS afegir 2mg de RNasaA lliure de
DNasa (*), 1 200 ul de 1mg/ml de Iodur de Propidi (preparat dissolent 1 mg de
Iodur de propidi en 1ml d’aigua).
o (*): si la RNasa no és lliure de DNasa , bullir la solucié de 2 mg de RNasa A en
Iml d’aigua durant 5 minuts.
- Mantenir les cél-lules en la solucié de tincié 30 minuts a temperatura ambient, o.incubar-
les 15 minuts a 37°C, abans de la seva observaci6 pel citometre de flux.

- Passar a I’observacid amb el citOometre.

Incis:

No es va poder dur a terme el comet test i ’extraccid de cel-lules cada dues-tres hores al mateix
temps. Degut a aixo es van fer un seguit de proves per intentar guardar les mostres i processar-les
quan abans millor pel comet test.

- a.Es va provar de fer les capes d’agarosa amb les cél-lules i guardar-les a la nevera unes
24 hores. Pero es va poder comprovar que tot el resultat eren cometes, per tant no és valid
aquest sistema, les cél-lules es feien malbé i es contaminaven també.

- b.Es va intentar guardar les cel-lules en PBS (1%) durant 24 h. a la nevera, per aixo va
caler fer una prova de viabilitat de les cel-lules per citometria de flux.
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Aixi doncs, per veure la viabilitat de les cel-lules FAO:

Amb una mostra de solucid de cél-lules en PBS(1%)acabades de tripsinitzar en una quantitat de
10°cél/ml es va dur a terme la tincié amb iodur de propidi per a I’observacié amb el citometre de
flux i la comptabilitzaci6 de la viabilitat cel-lular. Al cap de 24 hores es va agafar una altra
mostra de la mateixa soluci6 cel-lular mantinguda a la nevera a 4°C durant les 24 hores i es va
tornar a realitzar la mesura.

El iodur de propidi és una molécula gran, si la cel-lula esta viva i bé, no pot passar la seva
membrana i no es detecta fluorescéncia vermella dins la ceél-lula, perd en canvi, si la cel-lula no
esta bé, s’esta morint o esta morta, pot penetrar la membrana i llavors es detecta la fluorescéncia
dins la cel-lula.

Es va poder observar que la viabilitat d’'una mostra de cel-lules sincronitzades i extretes a les nou
hores en una suspensié de PBS és de 96.2% (una mortalitat de 3.8%), i la viabilitat d’una mostra
de cél-lules extreta de la mateixa suspensio cel-lular perd mantinguda a 4°C a la nevera durant
24h. és de 95.8% (mortalitat de 4.2%). Aixi doncs es va considerar que la viabilitat era la
mateixa i es podien mantenir les cél-lules a 4°C a la nevera un dia, aix0 ens va servir per poder
guardar les cel-lules i1 fer agrupar mostres per a la realitzacio del comet test i no haver-lo de fer
cada tres hores d’extraccio, ja que hagués coincidit amb el temps de la segiient extraccid i no
s’hagués pogut dur a terme les dues coses al mateix temps en departaments diferents.

3.1.1.c.Resultats i discussio:

En el cas que les diferents proves haguessin coincidit en 1’obtencié dels resultats, n’hauria pogut
extreure una mitjana i una explicacidé conjunta, perd aix0 no és el que s’ha donat en aquests
experiments, aixi presentaré els resultats per a les diferents proves, amb un petit comentari, i
després, les comentaré conjuntament en una discussio general:

Experiment 1:

A partir dels valors de citometria de flux per aquesta linia cel-lular (valors obtinguts de diverses
proves realitzades anteriorment), en els intervals de temps 0,2,5,8,12,15,18 hores, es va fer una
linia de regressio per a extrapolar els valors en els intervals de 0,3,6,9,12 hores, que son els que
vam utilitzar per al comet test, i es va observar si es podia establir alguna primera relaciod entre
els valors de divisi6 cel-lular, concretament del percentatge de cél-lules en fase S i la quantitat de
comets; tot 1 ser pero, les mostres de la mateixa linia cel-lular, van ser de diferents estocs per
aquestes técniques. (En segiients experiments es repetira amb cel-lules del mateix estoc, i al
mateix moment per a la comprovaci6 de la prova un altre cop).
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Segons aquests resultats es pot obtenir la taula segiient:

Taula 3.1.1: Resultats de citometria de flux.

Interval (h.) % FaseS 1C
0 15.45 38.00
3 5.18 39.50
6 20.68 43.75
9 36.19 49.37
12 53.65 49.50

Exceptuant el valor en el temps 0, €s el control negatiu, on no puc explicar perque hi ha un valor
tan elevat de fase S en comparaci6 al temps 3 quan hauria de ser menor o igual, i que no
correspon amb un valor més elevat també d’IC en aquest interval que al de 3; tots els altres
temps es correspondria molt bé la quantitat de cel-lules en divisi6 1 el valor d’IC obtingut en la
técnica del cometa. Aixo ens podria indicar doncs, una influéncia de la divisié cel-lular en els
resultats del comet test. Perd no es pot assegurar del tot aquesta relacioé degut a la poca correlacio
en el temps 0, i a que son cel-lules de diferents estocs en el que s’ha dut a terme les diferents
técniques.

Per aixo0 es va realitzar un segon experiment:

Experiment 2:

On es va obtenir els valors segiients per a la citometria de flux:

Taula 3.1.2: Valors obtinguts per citometria de Taula 3.1.3: Comparaci6 resultats de
flux. de SCGE i1 Citometria de flux.
Mostra % G1 % S % G2 Interval IC % Fase S
Control + 91.80 1.90 6.25 0 27.50 11.60

0 85.95 11.60 2.40 3 3725 12.00

3 85.40 12.00 2.60 6 33.50 15.10

6 76.70 15.10 8.20 9 35.62 26.30

9 69.10 26.30 4.60 12 75137 3330

12 58.25 33.30 8.40

En la taula 3.1.2: Es pot observar uns valors de divisio cel-lular (interpretats en el percentatge de
fase S, 1 la disminucio de la fase G1) en augment des de les zero hores a les dotze, essent el
creixement més elevat en ’interval de les 6 a 9 hores. El control positiu no va estar sincronitzat,
de manera que hi pot haver cel-lules en tots els estats, i en aquest cas es veu poc creixement,
segurament perqué pot haver arribat al maxim de confluéncia i parar el creixement degut al
contacte entre les cel-lules.
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Taula 3.1.3: Si volem comparar els resultats de les dues técniques (els valors de la fase S
d’aquest segon experiment amb els valors de Comet obtinguts en el mateix experiment);
s’oberva que no hi ha una correlacié gaire bona, amb un coeficient de:

r=0.38; SD=10.12.

Al ser els principis de la realitzacié de la técnica, van problemes en la realitzacio del test
diverses vegades, com també n’hi podia haver per la falta d’experiéncia, llavors aquesta prova
del comet test no era massa fiable. Tot i aixi es va voler comparar els valors per al comet test
(IC) del primer experiment amb els resultats de la citometria de flux d’aquest segon experiment,
ja que tot i no ésser les mateixes plaques de cel-lules, si eren de la mateixa linia cel-lular i estoc.
Obtenint llavors una correlacié molt bona amb un coeficient de r= 0.93, SD=10.3. Com es pot
observar en la taula i figura seglients:

Fig.3.1.1. Valors representats en la taula 3.1.4. Taula 3.1.4.
Sincronitzacié ceél.lules FAO. Dosi 1% serum
(1%sérum) IC IC %S
Interval Exp.l1 Exp.2 Exp.2
60 0 38.00 27.50 11.60
g 23 | — 3 39.50 3725 12.00
e :7‘(_//.\ M ZE; 6 4375 3350 15.10
=q§’- 20 - m %S ' 9 4937 35.62 26.30
€ 0l 12 49.50 2537  33.30
0
0 3 6 9 12
Intervals

En aquesta taula podem comparar els valors del primer experiment (Exp.1) i el segon (Exp.2)
amb els percentatges de cel-lules en fase S obtinguts en aquest segon experiment.

Podem veure que els valors d’IC en els dos experiments no son massa similars. S’ha de
tenir en compte perod, que en el segon experiment es va tardar més dies abans de poder fer les
lectures al microscopi de fluorescéncia de les mostres per al comet test, tot i que no va ser mai
més d’una setmana, i les mostres no s’havien fet malbé, ni contaminat, la fluorescéncia es perd
una mica, i si les capes no surten del tot bé, queda un fons massa tenyit a vegades, i costa fer les
lectures, en alguns casos potser no es veuen les cues quan n’hi ha o no es veu la seva allargada
del tot bé. Eren els principis de fer la técnica i les capes no quedaven massa bé.

O sigui que no es pot tenir massa em compte aquest experiment, i no es pot concloure,
veient aquests resultats tant diferents, que hi hagi alguna relacio entre la divisid cel-lular i els
resultats del Comet Test.




Capitol 3: Avaluacio de la tecnica 114

Experiments 3 1 4:

Per aquests experiments es va suplementar el medi amb el 10% de sérum per fer més rapid el
creixement i les diferéncies entre els diversos intervals per intentar poder correlacionar millor,
fent més evident, més rapid el moment de maxima proliferacio, i relacionar 1’activitat de divisid
amb els valors d’ IC.

Es van variar els intervals d’extraccié de mostres, essent ara a les 0,2,5,7,9,12 per al
comet test.

Obtenint una nova taula de valors per citometria de flux en aquest experiment amb suplement de
10% de sérum:

Taula 3.1.5:
Mostra % G1 % S % G2
Contol + 65.80 24.90 9.35
0 78.65 18.60 2.75
2 91.05 495 4.00
5 87.85 7.95 4.25
7 70.55 24.65 14.35
9 37.70 57.60 4.75
12 40.60 52.05 7.35
15 49.00 24.80 26.20
18 74.50 14.55 11.00
21 75.15 16.00 8.80

Una vegada més torna a sortir un valor molt elevat en el temps zero per la fase S de sintesi.

Pero es pot veure que el creixement major es dona a I’interval entre les 7 i 9 hores i
s’estabilitza fins a les 12, comencant la davallada de la sintesis en les segiients hores. Igualment
com passava en els experiments anteriors on el creixement més acusat es donava entre les 51 8
hores i entre les 6 1 9 hores, tot i tenir una aportacié menor al medi de sérum que per aquests dos
ultims experiments, el creixement es donava en els mateixos intervals de temps, encara que no
tan marcadament. Perd cal veure per aixo que les linies cel-lulars tenen sempre una corba
especifica de creixement.
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Si es compara aquests valors de la fase S amb els valors de la mitja d’IC obtinguts en el tercer
experiment (Exp.3) i el quart (Exp.4) s’obtindria la segiient taula i grafic:

Fig.3.1.2. Taula 3.1.6.

Sincronitzacié cél.FAO. (10% sérum) Dosi 10%Serum
70 IC IC
60 | Interval Exp.3 Exp4 %S
8 50 e iC B3 0 3520 1200 18.60
£ e M. =10 Expa 2 1560 1200 495
= %S 5 1425 1275 795
i L\;/:\-:- 7 3200 1525 24.65
S 9 4287 13.00 57.60
0257 9121518 21 12 3800 1175 52.05

Interval

En aquest cas es correlaciona molt bé els valors d’IC amb el percentatge de fase S en
I’experiment 3 amb un coeficient de r = 0.872. On també es pot veure un valor més elevat d’IC
en I’interval zero com el cas del percentatge de fase S. Perod en canvi fallaria el valor del comet

de I’interval 2h., ja que es més gran que pel Sh., a diferéncia del que passa amb els valors de %
S.

Pero no es correlaciona IC (obtingut pel SCGE en el quart experiment; Exp.4) amb % de
cel-lules en fase S (de I’experiment 3; Exp.3), amb un coeficient de correlacié negatiu i molt petit
(r = - 0.0041). També podem dir que aquest quart experiment t& valors molt més baixos i
diferents que I’experiment 3, potser va tenir algun problema de creixement aquest cultiu en la
prova 4, si és que realment I’IC esta relacionat amb la divisid cel-lular. Perd també hi ha el
problema que en el cas de I’experiment 3 hi va haver poc nombre de cél-lules en els intervals 0,2,
van costar molt els comptatges, 1 aquests valors son extrapolats en % perque no arribaven a les
100 cel-lules comptades, llavors no es poden considerar del tot fiables o representatius, encara
que era un valor de 86 c¢l-lules comptades i seria ja suficient per a comparar, perd n’he volgut
fer el percentatge per a poder comparar.

Un altre punt a considerar va ser que el test del cometa realitzat en les cel-lules dels
experiments 3,1 4, aquestes no coincideixen amb les mateixes cel-lules en que es va fer la
citometria de flux, que en aquest cas es va realitzar en un dia diferent amb unes altres plaques,
perd com ja he dit, no pot variar massa aquest fet ja que tota linia cel-lular té una mateixa corba
de creixement, pero ja se sap que pot haver algun factor que faci créixer de manera diferent,
menor o malament el cultiu en un determinat moment i no sortir els resultats esperats. Aixi doncs
si s’hagués fet la citometria de flux per a les mateixes plaques de I’experiment 4, es podria dir al
comparar amb 1I’IC pel mateix experiment si aquests valors tan baixos d’IC, eren deguts a un
creixement reduit d’aquestes cel-lules.
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Per tant d’aqui tampoc es pot concloure de manera ferma si realment la divisio cel-lular
interfereix o influeix en els resultats del Comet Test. Un cop més semblaria que lleugerament,
pero realment no d’una manera molt accentuada ja que els resultats no han estat gaire clars, pot
ser per dificultats en els cultius o en la técnica, o perque realment sigui aixi.

Cal dir pero, que en tots quatre experiments es veu un creixement, un augment de nombre
de cel'lules en fase S, (de sintesi de DNA) entre les 5 1 9 hores que coincidiria en els diferents
experiments amb valors més elevats d’IC també. Aixi doncs, en una comparaci6 de totes les
proves alhora obtindrem els grafics segiients:

En el segilient grafic es comparen les corbes de creixement, segons la fase S d’aquesta
linia cel-lular feta per citometria de flux en aquests experiments. On (-m-) correspon als valors de
I’experiment 2, on hi havia el medi suplementat amb tan sols 1% de sérum, i on (- ¢-) indica els
primers valors utilitzats per a comparar en 1’experiment 1, perd que no han estat realitzats en el
mateix moment que el SCGE, ni amb les mateixes plaques siné un temps abans. I finalment el
cas que es va fer amb el medi enriquit amb un suplement del 10% de serum, ( ), valors
utilitzats per a comparar amb els de SCGE en els experiments 3 i 4. Aquest grafic ens indicara
que la corba de creixement en un tipus cel-lular, sol ésser similar en tots els casos, excepte si hi
hagués algun problema de creixement.

Fig.3.1.3.

Sincronitzacié cél.lules FAO.% Fase S. En
medial 1%i10% de sérum

——% S(1%)

——%S
(1%)Exp.2

%S(10%)

N R U

Interval

Aixi doncs es pot veure unes corbes i valors similars en els diferents intervals. Mentre que pels
IC obtinguts en el Comet Test en els quatre experiments (Fig.3.1.4) veiem una variacié més gran
de valors. S’ha de tenir amb compte pero, com ja he comentat anteriorment, que eren de les
primeres proves fetes amb la técnica i que no es pot confiar plenament amb els valors.
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Cal recordar també en ’observaci6 del grafic, que pels experiments 1 1 2 es va utilitzar
1% de sérum en el medi, mentre que en el 3 i 4, va ser el suplement de 10% de sérum, es pretenia
d’aquesta manera, un creixement més rapid i accentuat en un medi més enriquit amb sérum. De
fet, es pot observar la pendent una mica més suau en I’interval de major creixement (entre les 5 i
9 hores), per a les cel-lules amb 1% de sérum al medi, respecte les que creixen en medi enriquit
al 10%, cosa que reflexaria el creixement més pronunciat en aquest ultim cas.

Es interessant doncs, fixar-nos en I’interval de creixement de les 5 a les 9 hores per a
comparar amb els resultats del comet test. Aixi si observem el grafic segiient (Fig.3.1.4.) on
comparem els valors d’IC de tots els quatre experiments alhora, veurem un lleuger augment
d’aquest index en aquest interval, malgrat haver hagut problemes técnics, i que es va veure
problemes de creixement per I’experiment 4, amb valors molt baixos.

Fig.3.1.4.

Comet Testen sincronitzacio de
cel-lules FAO
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Discussio general:

En els quatre experiments s’ha pogut trobar una variacié considerable en els valors d’IC, no
seguint gaire els dels percentatges de cel-lules en fase S. No es pretenia obtenir uns resultats en
els que es pogués observar una correlacid perfecte entre els dos experiments, i en el que es
contemplés clarament que el valor d’IC anés augmentant a mesura que el % en fase S fos
superior, cosa que ens faria dir que realment el Comet test variaria segons la posicid del cicle
cel-lular ja que es veuria afectat per 1’estadi de sintesi, que es podria detectar com a possible
dany, i faria augmentar el valor basal de dany mesurat pel SCGE, mentre que en realitat seria un
fals positiu que donaria aquest augment afegit del valor d’IC.

Olive & Banath (1993); Salagovi¢ et al. (1997); Villani et al.(2000), van trobar valors de
Tail Moment superiors en les cel-lules en fase S, que en les altres fases (G; 1 G;), segurament
degut a la preséncia de llocs de replicacio, que es traduirien en SSB durant el tractament alcali, 1
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avaluarien les diferéncies sotmeses a diverses dosis d’un agent genotoxic, indicant que hi pot
haver una variaci6 en la detecci6 del dany al DNA depenent del cicle cel-lular a baixes dosis de
I’agent provat, mentre que en dosis més elevades s’obtindrien valors similars pels diferents
estadis del cicle. Malgrat que en aquests treballs van utilitzar un sistema d’analisi d’imatges amb
un programa determinat per al comptatge dels comets, nosaltres vam fer servir un sistema
diferent (sistema visual, by eye), varis autors, com ja he comentat anteriorment, van trobar una
correlacid bona entre els dos sistemes de mesura (Collins et al.1997b; Piperakis et al.1999 entre
d’altres), considerant doncs el sistema visual totalment valid. Encara que no presenti els
histogrames de freqiiéncies de grups de % de Tail Moment, com els autors anteriors, els quals
van trobar més nombre de les categories de valor més elevat de Tail Moment en les cél-lules
estimulades per a la divisio; el nostre valor d’IC, també hauria de presentar un augment en els
intervals de temps on hi ha més quantitat de cel-lules en fase S. Aquest augment existeix en els
intervals de 5 a 9 hores per a tots els experiments realitzats, pero és un petit augment (exceptuant
I’experiment 3 on és més evident), i es pot correspondre amb el moment que també hi ha valors
elevats de cel-lules en fase S. Pero la correlacid en general pels diferents intervals de temps, no
¢s gaire bona. Podria donar diverses explicacions per aixo, com el fet que els autors citats
anteriorment, utilitzen altres tipus cel-lulars, com CHO (cél-lules d’ovari de hamster xin¢s), V79
(fibroblasts de pulmé d’hamsters xinesos), TK6 (fibroblasts humans); Murine fibroblasts
C3H10T1/2; limfocits respectivament. En tots els casos en aquests treballs, hi ha duplicacio de
DNA, i forques de replicacio, llavors, en principi no hauria de variar per a diferents tipus
cel-lulars i s’hauria de detectar més o menys de la mateixa manera per a tots, encara que pugui
variar la corba de creixement per a diferents tipus cel-lulars. No ho es pot atribuir tampoc a la
diferent forma de mesura (pel sistema informatitzat d’analisi d’imatges, utilitzant el parametre
del TM, i el visual, amb I’index IC).

El primer 1 segon experiments van ser realitzats molt al principi de 1’s de la técnica del
SCGE, i els resultats poden ser no massa representatius, ja que la metodologia s’ha anat
perfeccionant paulativament.

Aquest tipus cel-lular, del mateix estoc, va ser utilitzat al mateix temps en altres
experiments, trobant també algun problema en les cél-lules que no responien com calia als
tractaments, aixi doncs, s’han de valorar adequadament els resultats, i seria bo incrementar el
numero de proves, que ens podrien indicar una mica més el que passa.

En quan al tipus cel-lular escollit, no es creu que sigui el problema, i pot ser valid com
altres tipus de cél-lula.

Una altra qiiestié a discutir és el fet de no dur a terme el Comet Test de seguida que es
treien les mostres, ja que encara que s hagués fet la prova de viabilitat, aixo no ens diu pas que
les cel-lules no puguin tenir una alteracié o que encara que en el medi en qué estan no hi hagi
factors de creixement, i siguin mantingudes en fred, cosa que faria en principi, que la seva
activitat s’aturés, durant el trasllat i la manipulacio. Perd podria ser que en aquest periode
d’espera, d’alguna manera, la seva activitat continués, i llavors no sé realment qué esta passant
amb la divisio cel-lular o I’estat de la cél-lula. Des del moment en qué s’observa que es tornen a
ajuntar les cel-lules després de la separacid per tripsinitzacid mentre estan en la soluci6 de PBS
fred a la nevera, no sé fins a quin punt pot ser cosa de la seva activitat, o no, o com pot variar el
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seu estat. Podrien haver entrat en un estadi d’apoptosi, tot i fer el test de viabilitat, podria ser que
no es detectés ja que en les primeres fases de 1’apoptosi la membrana no canvia la permeabilitat,
perod en canvi ja ha comengat la fragmentacié del DNA, aixo també podria fer-nos augmentar el
nombre de comets, tot i que llavors ens trobariem en la nova discussio de les formes de comet
que s’atribueix en aquests estadis. Sempre és millor processar les mostres de seguida i no
guardar-les. En cas que no es pugui com en aquest, s’ha de buscar els moments en que es pot
“aturar” el procediment sense que introdueixi alteracions als resultats, i en aquest cas, el millor
hagués estat segurament, posar les cel-lules en agarosa, i mantenir-les en la solucid de lisi a 4°C a
la foscor durant unes hores. Tal com ja s’ha comentat per varis autors es pot tenir fins a una nit
sense que hi hagi canvis (McKelvey-Martin et al.1993, entre d’altres), encara que trobo més
recomanable no tenir-lo més de tres hores,(Piperakis et al.1999, indica que fins a 3 hores no
altera I’expressio del dany al DNA de les cél-lules significativament), o 6 hores, tal com varem
poder comprovar en alguns experiments posteriors en que no es van trobar diferéncies en aquest
major temps en liquid en comparacio amb el temps utilitzat normalment (1 hora, o fins a 2
segons els casos).

Aixi, tot i que els resultats son una mica confusos o dificils d’interpretar en el nostre cas,
no el podem considerar un tema menys important, seria interessant continuar amb aquest tipus
d’estudis, 1 tenir en compte aquesta influéncia de la divisio cel-lular, que malgrat tot, es pot veure
d’alguna manera en aquestes proves. En aquest cas, les explicacions de la variacio en els
diversos experiments i dels resultats pocs clars poden ser més deguts a la falta d’experiéncia, i
errors en el procediment, que no pas degut al diferent tipus cel-lular utilitzat i diferent tipus de
mesura utilitzat per al comet test respecte als autors citats.

Es continua fent servir tot tipus cel-lular pels experiments amb el comet test, aixo també
ens podria indicar que la interferéncia no seria tan gran, si considerem, pero, els resultats dels
autors anteriorment citats, (Olive & Banath,1993; galagovié et al.,1997; Villani et al.,2000 entre
d’altres), que indiquen la possible interferéncia de la divisio cel-lular en els resultats del comet
test a baixes dosis, i, com ja havia comentat abans, Olive et al.(1991); Olive & Banéth(1993) i
Olive (1999); Villani et al.(2000), indiquen la influéncia de 1’estat del cicle cel-lular en la
reparacio durant I’exposicié a una determinada dosi d’un agent genotoxic, es veu la importancia
d’aquest punt, i s’hauria de tenir en compte. Més recentment encara, Choucroun et al.(2001),
indiquen que en estudis realitzats han vist que la fase del cicle cel-lular influeix en els parametres
de comet tail, perd no prou per distorsionar la interpretacié dels resultats.

3.1.1.d.Conclusions:

1. Malgrat tots els problemes de les diferents proves, i al que es podria considerar com una
petita manca de consisténcia dels resultats, es pot observar que en un moment donat
(temps entre 5-9 hores) on hi ha un augment de la sintesis de DNA degut a la divisid
cel-lular, (mesurat mitjangant la citometria de flux) es pot relacionar amb un valor una
mica més alt d’IC per al Comet Test en el mateix interval de temps. Aix0 ens podria
indicar doncs, d’alguna manera, la influéncia d’aquesta al SCGE.
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3.1.2.Divisio cel-lular: Intesti Prim- Intesti Gruixut

3.1.2.a.Introduccio:

Es conegut que I’activitat de I’intesti prim i la del budell gruixut sén una mica diferents; si ho
considerem a nivell de divisi6 cel-lular, tenim que en els dos casos hi ha una renovaci6 cel-lular
important de I’epiteli. Degut a aquesta activitat i al fet que hi ha aquesta possibilitat de la
influéncia de la divisio cel-lular sobre els resultats del comet test, es va voler fer una prova
comparant els dos tipus d’intesti, ja que, en 1’epiteli de la mucosa del jeju es dona el ritme més
rapid de renovacid cel-lular de tots els teixits del cos (Fawcett, 1995). Trobariem aixi, una taxa
de divisio cel-lular més elevada en les mostres de la mucosa de ’intesti prim que a les del colon.

D’aquesta manera, es va dur a terme el SCGE a partir de mostres de 1’epiteli de I’intesti
prim, (del jeju), i del colon, esperant trobar una quantitat més elevada de comets en el primer
relacionada amb aquesta activitat més elevada de renovacid cel-lular. Cal tenir en compte pero,
que en els dos casos podia sortir un nombre alt d’imatges de cometa degut a I’elevada activitat de
divisio, si és que aquesta hi influia d’alguna manera clara.

Al mateix temps es va realitzar un comptatge de mitosis en els dos intestins a partir de
mostres histologiques d’aquests, per a comprovar que en la part de I’intesti prim recollida es
donaven un recanvi cel-lular major que al colon, i llavors hi veuriem més mitosi.

3.1.2.b.Material i Métodes:

Es va utilitzar 10 rates joves, control, ja que pertanyien a un experiment en el que es mirava
I’efecte de les dietes amb o sense colesterol, i ’efecte de les vitamines (com a protectors del
dany oxidatiu, antioxidants; Anderson et al.1994; Hartmann et al.1995; Konopacka et al. 1998;
entre molts d’altres) en el dany al DNA a diferents teixits, i es va aprofitar per fer paral-lelament
aquesta prova, utilitzant pero, com ja he anomenat, els control per no tenir cap alteracio dels
resultats degut a altres factors que podrien influir en els resultats.

Es va extreure una mostra d’intesti prim, i de colon. Una part de les mostres es van
preparar per a la histologia, amb les altres es va realitzar el comet test, amb algunes variacions
respecte al comentat en els capitols anteriors, degut a la necessitat de la preparacié d’una
suspensio cel-lular a partir d’un teixit, i altres variacions més en el procediment del SCGE, degut
a que es va realitzar I’experiment en un altre laboratori; com ja havia comentat diverses vegades,
el protocol per al SCGE no esta estandarditzat encara, i varia entre els diferents laboratoris.
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Protocol per al procediment histologic:

. De cada rata es va agafar també una part del colon i una part de I’inici de I’intesti prim que es
fixaren en formalin al 10%, pel posterior tractament per a la histologia:

. Inclusi6 en parafina:

Es deixaren les mostres en aigua de ’aixeta, una hora amb 1’aigua corrent. Cinc canvis en
etanol de 96° cada mitja hora, o una hora, i es deixaren tota una nit en [’altim canvi. Dos banys
d’acetona de 30 minuts. Tres rentats amb xilol de 2h cada un. Primer bany de parafina a 56°C
durant 2 hores. Segon bany de parafina, tota la nit. Un tercer bany de parafina, i es passaren a fer
els blocs.

Es tallaren els blocs amb el microtom, talls de Spm.

. Tinci6: Hematoxilina-Eosina:

- XAlol i 10 minuts
- Alcohol de 96°...........oeeeeenn. 5 minuts
- Alcohol-Formol*................... 10 minuts
- Hematoxilina de Mayer........... 6 minuts
- Aiguabasica (pH:9).............. 10 minuts
- EoSINa....eueeiiiiiiiiiiiiiiie, 5 minuts
- Alcohol absolut 1.................... 1 minut
- Alcohol absolut 2..................... 5 minuts
- Alcohol absolut 3.................. 10 minuts
- Eucaliptol ......ccccvvvrerrnne. 10 minuts
- Muntatge en DPX.

(*Alcohol-Formol: alcohol de 70°, 9 parts — formol comercial, 1 part).

. Es comptaren les mitosi existents en tres camps d’observacié a 400x per a cada mostra, es va
fer la mitjana pels valors de mitosi en colon i en intesti prim per als 10 individus .

Comet Test per a mostres d’intesti:

Preparacié de mostres de colon i intesti prim(rata):

- Treure un tros d’intesti (colon i budell prim en aquest cas) aproximadament d’un
centimetre de llarg, posar-lo en PBS (1%) i guardar-lo en gel a 4°C.

- Tallar ’intesti longitudinalment.

- Fer un raspat amb una espatula per treure les cél-lules de la mucosa.

- Posar les cel-lules en un tub amb 2 ml de tripsina.

- Incubaci6 a 37°C durant 10 minuts (al bany).

- Barrejar bé amb la pipeta, per ajudar a la tripsina a separar les cél-lules.
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Posar 3ml de PBS + sérum (90% de PBS a 1’1% + 10% sérum). Es barreja bé i es deixa
en gel uns entre uns 5 1 10 minuts perqué precipitin els trossos grossos.

Treure el sobrenedant i posar-lo en un tub de centrifuga . El sediment es llenga.

Es centrifuga el sobrenedant a 1000rpm. durant uns 5 minuts.

Es treu el sobrenedant i es llenga.

Es posa el sediment en un tub amb 0,5ml de PBS + sérum (90% de PBS a I’'1% + 10%
sérum) i es barreja bé.

D’aqui se’n treuen 35ul, que es posen en un tub Eppendorf, on s’afegeixen 85ul
d’agarosa LMP per fer la 2 capa d’agarosa

Procediment del comet test:

En portaobjectes normals (no rugosos) amb una banda esmerilada, préviament preparats de la
segiient manera: bullits amb H,O, , deixar-los refredar i assecar, se’ls fa una capa d’agarosa que
es deixa assecar a l’estufa, i aixi poder fer de base d’adheréncia per a les segilients capes
(protocol explicat a I’apartat 1.2.b del capitol 1):

Es fa una primera capa de 85ul d’agarosa de punt de fusié normal a 1’1%. Es posa un
cobreobjectes de 20x20mm i es deixa refredar en una placa amb gel durant 5 minuts. Es
treuen els cobreobjectes.

Segona capa amb 85ul de la barreja de 85ul d’agarosa LMP a 1’1% amb els 35ul de la
suspensio cel-lular. Es posa el cobreobjectes per estendre i deixar la capa plana i
homogenia. Deixar solidificar durant cinc minuts en una placa metal-lica sobre gel.
Treure els cobreobjectes.

Es posen els portaobjectes amb les mostres en una cubeta de tincid que conté la solucid
de lisi freda (NaCl 2.5M; EDTA 0.1M, Tris 10mM, NaOH fins a aconseguir el pH=10; 1
Jjust abans el seu Us afegir 1% de Triton X-100 ) durant una hora a la nevera, a les fosques
a4°C.

Passar els portaobjectes al tanc d’electroforesi on hi ha la solucié d’electroforesi freda
(NaOH 0.3M, EDTA 1M) i preparada tan sols unes hores abans del seu Us. Es deixen a la
nevera a 4°C , a les fosques durant 40 minuts perqué es doni el desenrotllament de les
cadenes.

Electroforesi durant 30 minuts a 25 V 1 300 mA.

Tres rentats de 5 minuts amb tampd Tris (0.4M) de neutralitzaci6, fred. (Es posen en
cubetes de tinci6 a la nevera a les fosques per a fer els rentats).

Tincié amb 20ul de bromur d’etidi, 1 es guarden a la nevera en una caixa amb un paper
humit amb aigua destil-lada, 1 a les fosques.

Comptatge amb el micorscopi de fluoresceéncia connectat al programa especific I’analisi
d’imatges del sistema Komet 3 .Kinetic Imaging Liverpool.

Es comptaven 25 cél-lules per porta. Dos portaobjectes per a mostra.

Discussio6 de la técnica del comet test:

En aquest cas, aquests experiments es van realitzar en un altre laboratori.(Dr.R.Stétina). Com ja
havia comentat anteriorment, cada laboratori fa servir el seu propi protocol ja que encara no esta
establert un model exacte i estandard de protocol, encara que tots els passos son els mateixos per
a tots els diferents autors, varien els temps de lisi, desenrotllament, electroforesi, les condicions
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de I’electroforesi, i composicid dels reactius, el colorant utilitzat, i altres petits detalls en el
procediment, son pero, de moment, valids tots els sistemes. Mentre algunes de les variacions soén
conduides o adaptades al que es vulgui detectar, moltes d’altres no, aixo fa que hi hagi uns
intervals dels valors de temps d’alguns passos de la técnica, per exemple, o altres tipus de canvis
que no farien variar o no afectarien massa els resultats, de tota manera, cal sempre anomenar-los
per a poder comparar entre els diferents autors. Un recull de diverses de les variacions estan en
els reviews de McKelvey-Martin et al. 1993, Fairbairn et al.(1995), Rojas et al.(1999); Piperakis
et al.(1999); Tice et al.(2000).

Es pot comprovar que el procediment de la técnica del SCGE en aquest cas, té unes petites

variacions tan sols respecte el procediment presentat en els capitols anteriors:

- Com la concentraci6o de 1’agarosa LMP, en aquest cas de 1’1% (cal indicar que era una
altra marca d’agarosa , en aquest cas Sigma).

- La quantitat d’agarosa en cada capa, en aquest cas és de 85ul per a la primera i segona
capes, en comptes de 110 i 80 pl respectivament ,com havia fet anteriorment en el capitol
1.

- La quantitat de suspensio cel-lular en aquest cas és de 35ul , en comptes de 10 o 20pl.

- La utilitzaci6 de cobreobjectes més petits, de 20x20mm.

- L’us alternatiu de porteobjectes normals, no rugosos, preparats préviament per a poder fer
de base de les capes d’agarosa. Essent més comode, no sols pel preu més economic, sind
perque es veuen millor les imatges, més netes, sense tan soroll de fons, son reciclables ,
etc..

- En el cas del liquid de lisi, la seva preparacid és igual excepte que no posen DMSO. Hi
ha diversos protocols ara en que ja no I'utilitzen. Es més comode manejar i preparar
aquesta solucio sense el DMSO, ja que és toxic, tot 1 que esta en concentracio baixa, seria
més recomanable no usar-lo. S’ha pogut veure que els resultats no varien tan si es posa
com si no en la solucié de lisi. I com ja s’havia comentat anteriorment, segons Tice et
al.(2000), el fet de posar DMSO era per prevenir el dany al DNA per la inducci6 de
radicals, associat al ferro que s’allibera durant la lisi dels eritrocits presents en les mostres
de sang o de teixits. D’aquesta manera no seria necessari en molts casos.

- El temps de desenrotllament és en aquest cas de 40 minuts, i no de 20 (tot i que segons
Tice et al.2000, els 20 minuts son suficients pel desenrotllament), i es déna lloc a la
nevera en comptes de posar el tanc sobre una safata amb gel.

- El temps d’electroforesi és de 30 minuts i no de 20, a la nevera a 4°C també.

En quan a la variacio entre els temps de desenrotllament i de durada de 1’electroforesi: No
totes les classes de danys al DNA alkalino-labils son susceptibles a 1’escissio dins els 20
minuts d’exposicio a I’alcalinitat, i per tant un augment de duracié en el temps del
tractament alcali pot augmentar 1’expressi6 de les lesions alcalino-labils. La longitud de
la migracié del DNA és directament dependent de la duraci6 de I’electroforesi. Aixi si
incrementem la duracié dels dos passos, ha de facilitar la detecci6 d’un augment del
nivell de dany a baixes dosis d’irradiacié per exemple tal com proposa Vijayalaxmi et
al.(1992). D’aquesta manera hi ha variacions entre els diferents laboratoris, en els que van
de temps de durada pel desenrotllament entre un minim de 20 minuts fins a 60°, i per
I’electroforesi d’entre 5 i 40 minuts depenent del tipus de cél-lula i el proposit de
I’experiment (Tice et al.2000). Aixi doncs, son valids tots els temps i segons els diferents
experiments o el que es vol aconseguir, poden variar, llavors, com ja s’ha comentat
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anteriorment, €s necessari explicar la metodologia emprada amb detall per a la
comparacié dels resultats en els treballs dels diferents laboratoris (Speit & Hartmann,

1999).

- La tinci6 és amb bromur d’etidi, i no amb DAPI, es poden utilitzar varis tipus de
colorants per a la tinci6 del DNA, més o menys igualment eficients, com també seria el

Hoetch, iodur de propidi, YOYO-1, SYBR Green, etc.(Tice et al.2000).

- Sistema de comptatge amb un programa d’analisi d’imatges especific per al comet
test.(Komet 3.0). Objectiu de 20x. Filtre G2A del microscopi de fluorescéncia. Es
comptaven 25 cel-lules per porta i es feien dos portaobjectes per mostra. Els dos sistemes
de comptatge, visual i d’analisi d’imatges son valids, com ja s’ha comentat en diverses

ocasions.

3.1.2.c.Resultats:

Taula 3.1.7.Parametres en forma de mitjana dels valors:

Head Tail Tail Tail Comet Comet
Cell Arra DNA DNA L/H Moment Lengh Mode Mean

Comet
std.Dev.

[Prim 1314.048 56.77 4322 327 41.68 58.84 80.750  86.22
Colon  2129.635 60.43 39.56 295 39.84 56.20 89.019  94.48

Aquests parametres els dona aquest programa informatic especific per al comet test, en aquest

cas ens interessava fixar-nos en la quantitat de DNA a la cua (7ail DNA).

Taula 3.1.8.Comparacio del Tail DNA sobre les mostres d’intesti prim i colon:

Mitjanes Tail DNA  SD
Budell Prim 43.22 9.8
Colon 39.55 12.9

No és estadisticament significativa la diferéncia, test de la t-student: t=0.7109; SD=0.48.

Els valors aproximats de mitosis obtinguts en el comptatge de les mostres histologiques,
ens indiquen un major nombre d’aquestes en intesti prim que en colon, de I’ordre del doble.

(Mitjana de mitosis per a [.Prim=18.8; mitjana per al colon=8.5).

3.1.2.d.Discussio:

Per a la comparacid, es poden fer servir diversos valors dels que quantifica el sistema d’analisi.
De fet, és encara avui dia que hi ha discussio6 entre quins dels valors és el més adequat per a fer
les comparacions; per alguns autors és millor utilitzar el Tail Moment, i per altres, el % DNA a la
cua. Cada cop s’intenta aconseguir un parametre més bo per a ’analisi de les dades, i se’n treuen
de nous, com Olive Moment, etc... En aquest cas es va utilitzar el percentatge de DNA a la cua
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(Tail DNA); és un dels parametres més utilitzats ultimament i es va creure en aquest moment que
era el més adequat. En aquest cas, es pot observar pero, que els valors d’aquests dos parametres
(Tail Moment i Tail DNA) no son gaire diferents.

Es pot veure una lleugera diferéncia de valors de 7ail DNA, més elevats en el cas de
I’intesti prim, perd no és estadisticament significativa la diferéncia (amb uns valors de 43.2139.5
per al budell prim i el colon respectivament). Cal tenir en compte, pero, que en el comet test
sovint ens movem amb valors petits de diferéncies, perd bé, voliem veure si es podia observar
més nombre de comets en les mostres on hi ha més divisio cel-lular, i aqui es pot intuir malgrat
que les diferéncies son petites. Tan sols amb aquests resultats no ho podem confirmar. Si
observem els valors pel Tail Moment(TM) s6n més petits encara i la diferéncia és gairebé nul-la
(41.6 per al budell prim 1 39.8 per al colon), es podrien considerar que no son diferents. Pero si
tenim en compte els experiments d’altres autors, (tot i que utilitzen altres tipus cel-lulars 1 altres
maneres de mesura), per exemple, Villani et al.(1999)que indiquen que els resultats obtinguts pel
comet test en seu cas, mostren una freqiiencia basal similar de trencaments de cadena i ALS tant
en cel-lules en fase exponencial de creixement com en la fase d’estabilitzacié. Mentre que Olive
& Banath (1993) indicaven que en les cel-lules que utilitzen per la prova, en les que no s’havien
sotmes a radiacid, trobaven diferéncies cicle-dependents., en el que el Tail Moment (TM)
resultava entre 1 1 2 unitats superiors en les cél-lules en fase S respecte les G; o Gy, on podriem
veure que aquestes diferéncies tampoc son gaire grans. En el nostre experiment no mesuravem
directament els valors de TM en les diferents fases, sin6é que ho féiem de manera global, en dues
poblacions cel-lulars que tindrien barrejades cél-lules en tot tipus d’estat, d’un teixit on el recanvi
cel-lular és molt gran, i en el que trobariem moltes mitosis, i també cél-lules en exfoliacio, pero
on la majoria serien cel-lules en repos. Tot 1 aixo, hi hauria un nivell elevat de divisions, per tant
de sintesis de DNA, 1 esperariem trobar valors elevats d’aquests parametres en relacié a aquesta
activitat; potser hauriem d’haver comparat altres tipus cel-lulars més diferents en quan a taxa de
divisié. Taxa que tampoc coneixem en aquest cas exactament al no haver realitzat la mesura amb
una altra técnica especifica per avaluar la quantitat de cél-lules en divisi6 i en una fase o una
altra. A partir de la histologia, en valors aproximats de comptatges en els talls, podem tenir la
idea de que en un cas hi hauria una quantitat més elevada de mitosis (intesti prim) que en [’altre
(colon). Malgrat que la tinci6 utilitzada (Hematoxilian-Eosina) no ens permet veure totes les
fases de la mitosi, com la profase, que és la de més durada, i podriem estar subestimant el
nombre de mitosis que hi ha al fer els comptatges; pero al fer-los de la mateixa manera pels dos
tipus d’intestins, és comparable la mesura pels dos alhora, i ens indicaria la diferéncia que hi ha
entre els dos, mentre que la relacid amb el comet test, seria ja diferent, no podent establir valors
comparables, sind més aviat només ens serviria (la histologia) com a un indicador de la major
divisid, i llavors poder intentar establir o no, una relacié amb els resultats del test del cometa, que
en aquest cas es mostren una mica superiors en intesti prim que en colon, com ja he comentat, i
que es podria, d’alguna manera, relacionar amb aquesta major activitat de divisid en aquesta part
de Iintesti prim. Queda, pero lluny d’una afirmacio clara, caldria abans fer diverses proves més.

Amb les observacions directes de les imatges del comet test al microscopi, es van veure
moltes imatges de cometa, perd semblaven molt similars els dos tipus de mostres d’intesti, sense
poder apreciar cap diferéncia a primer cop d’ull de la quantitat major en un cas que en ’altre de
figures amb cua.
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Potser el tipus cel-lular no va ser el més adequat per demostrar aixo, ni la comparacio6
entre els dos intestins va ser prou encertada per trobar diferéncies suficientment evidents, potser
realment no es veuen diferéncies gaire accentuades en els dos casos perqué no hi soén. De tota
manera continua essent un tema una mica confs, ja no sols pels nostres resultats sin6 pels dels
altres autors també.

S’hauria pogut establir un sistema de mesura amb el SCGE per saber en quin estat del
cicle cellular estaven les cel-lules, com el que utilitzen Olive & Banath (1993) i Villani et
al.(1999), en el que mesurant el contingut de DNA (en forma d’intensitat de fluorescéncia total
en unitats arbitraries), van establir uns valors per separar les diferents fases: on si la mitja del
contingut de DNA era <5 era G1; si era >9 seria la poblacié en G2; i per les cél-lules en fase S
son valors entre 6 1 8, trobant que es corresponia amb el que trobaven per citometria de flux; i
llavors els comparaven amb els valors de Tail Moment, per avaluar les diferéncies en la
sensibilitat de dany al DNA 1 la capacitat de reparacio en les cel-lules en diferents estadis de
proliferaci6 i del cicle cel-lular. Tot i que és una mica confis, (com ja havia comentat
anteriorment, Villani et al.1999 indiquen que els resultats obtinguts per al comet mostra una
freqiiencia basal similar de trencaments de cadena i ALS tant en cél-lules en fase exponencial de
creixement com en la fase d’estabilitzacid, pero troben variables respostes al tractament amb un
genotoxic. Olive & Banath,1993 i Salagovié et al.1997, troben diferéncies cicle-dependents en el
Tail Moment, 1 diferéncies en la induccid o reparacié dels SSB deguts a radiacid segons la
posicio del cicle, parlant de baixes dosis) , sembla que la relaci6 seria prou bona, aixi que es
podia haver fet aquest tipus de prova, i comparar-ho amb la citometria de flux.

De tota manera, 1’avaluacid en aquest teixit, que hauriem utilitzat per a mesurar la
possible interferéncia en els resultats per al comet test, presentaria alguns problemes: per una
part, el que pot ser degut a I’obtencio de les cel-lules, ja que es fa un raspat de ’epiteli intestinal,
d’on es recull les cél-lules de la mucosa. Tot i fer un raspat de diverses passades, les cél-lules en
mitosi es concentren a la base de les criptes de Lieberkiihn, son les cél-lules regeneratives que
tenen una activitat de divisi6 elevada i que es van desplagant cap a la part més externa de la
cripta a mesura que es van diferenciant en els diferents tipus cel-lulars de la mucosa. Potser el
raspat no arribaria prou a la base, prou a prop de la submucosa que €s a on dona la major
concentracié d’aquestes cel-lules en divisio, i potser per aixo, no podriem trobar un nombre
elevat de cellules en mitosi en les mostres per al SCGE. De tota manera, aqui no hem pogut
avaluar (mitjancant una metodologia especifica pel comptatge de mitosi) la quantitat que n’hi
hauria en la mostra de la mucosa utilitzada per aquesta técnica. En els dos intestins hi hauria una
gran activitat de divisid, i1 potser hauria estat millor comparar el valor basal per al SCGE de
I’intesti prim amb un altre tipus cel-lular de menor activitat de renovacid, pero tampoc el
podriem atribuir, en cas que fos més elevat el valor basal per al SCGE, a aquesta major
proliferaci6 d’una manera ferma. Un altre punt a tenir en compte pero, és el fet que en els
intestins, aquesta elevada divisio és degut al recanvi tant rapid, per tant, hi ha una descamaci6
important de cél-lules, una renovacid elevada, i aixo fa que potser moltes de les cél-lules que
podem trobar en la mucosa, siguin en estat moribund, i podriem trobar moltes figures en
apoptosi, o un dany major que en altres teixits, i que potser ens faria també augmentar els valors
de mesura de dany per al comet test. De tota manera, aixo no voldria indicar que el comet test no
es pogués dur a terme en aquest tipus de teixit degut a aquests factors que farien augmentar el
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background; en molts casos han estat utilitzats mostres de cel-lules procedents dels intestins, per
a valorar els efectes de determinats genotoxics (per alguns exemples, review Rojas et al.1999).

Aixi doncs, aquesta petita diferéncia de valors obtinguts pel SCGE en els dos tipus de
mostra, que es podrien considerar deguts a la divisi6 cel-lular, i causarien una interferéncia en els
resultats del comet test, no son valors prou clars per a afirmar que la divisio cel-lular afecti els
resultats del SCGE, i si fos aixi, no afectaria massa. No és la prova més adequada per avaluar el
que ens proposavem, si es repetissin els experiments, seria millor en altres tipus de teixits, ja que
potser la diferéncia en quan a divisio cel-lular entre els dos intestins no és prou gran com perque
pugui reflectir-se d’'una manera més clara la seva influéncia en el comet test. Hagués calgut
utilitzar paral-lelament altres técniques per a mesurar ’estat de divisié de les cél-lules, i la
quantitat.

3.1.2.e.Conclusions:

1. A partir de la histologia s’ha pogut veure un major nombre de mitosis en el budell prim
que en el colon, com ja esperavem.

2. Amb els resultats obtinguts per al SCGE, trobem que no hi ha diferéncies significatives
estadisticament entre I’intesti prim el colon, pero els valors son una mica diferents, essent
més elevats en el cas del I’intesti prim. Cosa que ens podria indicar, o ho podriem
interpretar, com: malgrat que aquesta diferéncia sigui de valor petit, concordaria amb la
hipotesi de que trobariem més elevada la deteccid6 de dany al DNA, mesurat amb el
Comet Test, en I’epiteli de la mucosa de I’intesti prim que en el del colon degut al major
ritme de recanvi cel-lular que es dona al primer respecte al segon (comprovat amb la
histologia), que es traduiria erroniament en un dany addicional de DNA, i ens faria
incrementar el dany basal cel-lular del que partim, no essent un veritable dany. No es pot
afirmar, pero, a partir d’aquest petit experiment, que potser no és el més adequat per a
veure el nostre proposit, que la divisio cel-lular interfereix en els resultats del SCGE.

3. De tota manera les diferéncies trobades son petites corresponent amb les d’altres autors,
com ja s’ha comentat anteriorment, els quals consideren que tan sols poden interferir en
mostres tractades a petites dosis de 1’agent genotoxic. Estic pero, d’acord amb Salagovi¢
et al.(1997), quan diu que els resultats de comets en c¢l-lules que no estan sincronitzades,
s’han d’interpretar amb cura.
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3.1.3.Divisio cel-lular: Fibroblasts

3.1.3.a.Introduccio:

Un cop més per intentar veure la relaci6 divisi6 cel-lular amb la quantitat de comets es va voler
sincronitzar un tipus cel-lular, en aquest cas HEL Fibroblasts (Human Embryo Lung
Fibroblasts). Igualment com les cel-lules FAO, aquestes també creixen en monocapa adherides a
la placa, pero en diferéncia, aquestes no provenen d’una linia tumoral, aixi doncs el dany basal
que es pot trobar seria més baix.

Cada tipus cel-lular té una corba concreta de creixement, amb uns maxims de divisié en
diferents hores segons el tipus cel-lular, i també depenent de la quantitat de factors de creixement
afegits al medi.

En aquest cas, per comparar la divisid, es van sembrar plaques a diferents intervals de
temps; en unes plaques es va dur a terme 1’electroforesi i es va fer tot el procés del SCGE,
mentre que en paral-lel, altres plaques dels mateixos intervals de temps, es mantindrien en tampo
de neutralitzacio després de la lisi sense fer 1’electroforesi, per poder comparar les intensitats
d’unes, i altres mostres, i relacionar-ho amb les imatges del comet test. Es va pensar en la
possibilitat que es pogués detectar més intensitat si hi havia més quantitat de DNA al nucli en les
imatges on no hauria corregut I’electroforesi, estarien en estat de replicacio, de sintesi de DNA, i
la intensitat seria més elevada. A partir d’aqui es volia comparar amb els resultats obtinguts amb
les altres mostres en les que es va fer el comet test, on s’esperaria trobar valors més elevats de
comets en relacid a les intensitats més elevades en determinats intervals de temps, indicant-nos
d’alguna manera la relaci6 entre la divisio cel-lular 1 el major valor de comets.

Es van dur a terme dos experiments, en el segon dels quals es va augmentar el nombre
d’intervals de temps en que s’extreien les mostres :

- 3.1.3.1. Primer Experiment.
- 3.1.3.2. Segon Experiment.

3.1.3.1.Primer Experiment

3.1.3.1.a. Introduccio:

Es va fer una prova en HEL fibroblast en unes determinades condicions per a sincronitzar-les,
per intentar veure un cop més la relacié de I’estat de divisi6 de les cel-lules amb els valors del
SCGE. Es va pensar en que es podria relacionar les intensitats de la tinci6 de les cel-lules (en
estat de nucleoid després de la lisi, pero sense fer electroforesi) en cada interval de temps, amb la
quantitat de DNA al nucli, i comparar amb els parametres del comet test, per intentar trobar si hi
ha una relaci6 entre els valors més elevats d’aquests en els intervals que es consideren que hauria
d’haver més creixement cel-lular i les intensitats més elevades, en el cas que es donés aquesta
possibilitat.
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3.1.3.1.b.Material i Métodes:

Es van fer créixer els cultius per sembrar diverses plaques.

Es manteniren els cultius en medi pobre amb sérum a 1’1%durant tres dies, per permetre
que totes les cel-lules poguessin estar més o menys en el mateix estat de creixement i
llavors canviar a un medi (MEM) enriquit amb un 10% de sérum perqué comencessin el
creixement. Es van treure a les diferents hores: Oh (control); 17124 h.

Es va dur a terme el comet test seguint el mateix protocol que esta explicat en 1’apartat
anterior (3.1.2.b) pel que fa al procediment de la técnica, no a la preparacié de les
mostres, ja que aqui al ser un cultiu cel-lular podem disposar molt facilment de la
suspensio cel-lular i no cal fer tots els passos indicats per al teixit. Molt breument:
realitzacid de dues capes d’agarosa sobre portaobjectes préviament preparats amb una
capa d’agarosa assecada a I’estufa que en facilita I’adhesio. La suspensio cel-lular, s’obté
per tripsinitzacid, i suspensié en 100ul de PBS i sérum en cada placa per aconseguir la
diluci6é adequada pel comet test; de la que es treu una mostra de 35ul per a barrejar amb
I’agarosa LMP i fer la segona capa.

A partir d’aqui, tot el procés €s el mateix que en ’apartat anterior d’aquest capitol (pel
que fa a les plaques on es realitza el comet test complet, ja que en les altres plaques es
mantenen les mostres en tampo6 de neutralitzaci6 fins a les lectures, després d’estar una
hora en liquid de lisi), exceptuant el sistema d’analisi d’imatges que es va utilitzar un
sistema més nou aquest cop, el Programa: Damage Analysis Lucia 4.51 Modul Comet
Assay. Laboratory Imaging, Prague.

Es van comptar 25 c¢l-lules per porta.

3.1.3.1.c.Resultats:

Taula 3.1.9. Son els valors de les mitjanes obtingudes per el SCGE en cél-lules HEL:

0
17

Integral Tail Tail Olive
Temps en medi ric (h.) % Head % Tail Intensity Length  Moment Moment
81.47 18.52 208.08 121.40  46.80 29.12
90.84 9.16 261.27 81.02 11.31 542
81.11 18.88 356.36 91.72  27.04 16.62

24

Taula 3.1.10. Comparacid dels parametres escollits per a I’avaluacié de 1’experiment, resultat
del SCGE amb electroforesi (comptatge amb analisi d’imatges 1 visual), i resultats del SCGE
sense electroforesi.

Tail MomentIntensitat (Si Intensitat (No
Temps en medi ric IC % Tail electroforesi) electroforesi)
0 18.12 18.52 48.80 208.08 152.55
17 11.32 9.16 21.51 261.27 117.18
24 15.75 18.88 44.62 356.36 269.00

IC.: Comet Index, comptatge visual;




Capitol 3: Avaluacio de la tecnica 130

Parametres comptatge per analisi d’imatges: % Tail: percentatge de DNA a la cua; Tail Moment
(TM: producte de la longitud de la cua (tail length), 1 1a quantitat de DNA a la cua); Intensitats
obtingudes per al comet realitzat amb i sense electroforesi.

La interpretacié d’aquesta taula és una mica complicada, segurament els intervals
escollits van ser massa espaiats, i potser ens haguera interessat més els intervals entre les 01 17
hores, on realment es déu donar el creixement i haguéssim pogut trobar diferéncies. Ja que és
possible que en els intervals de 17 i 24 hores hi hagi I’estabilitzacié de la poblacio cel-lular i a les
24 hagi comengat a haver morts cel-lulars en més quantitat, aixo ultim podria explicar els valors
d’ IC, %Tail 1 TM més elevats que a les 17 hores, perd llavors no s’explicaria amb els valors per
a les intensitats, que també augmenten a les 24h. respecte a les 17h., i no indicaria segons la
nostra suposicié que hi ha mort cel-lular, sin6 que hi ha més quantitat de DNA. Es podria
explicar per una banda en que si hi ha el creixement, 1 detectem amb les intensitats (sense
electrof.) més quantitat de DNA, que faria també augmentar els valors dels parametres per al
SCGE, o hi ha mort cel-lular, perd no té res a veure la intensitat amb la quantitat de DNA de la
manera que haviem pensat (en les mostres sense electroforesi). Si mirem les intensitats (sense
elecroforesi) del control, respecte les altres hores, és dificil explicar-ho segons el que haviem
suposat, i és dificil relacionar-ho amb els parametres de mesura del Comet test. Tot plegat resulta
una mica confus i potser no va ser el millor sistema per avaluar el que preteniem.

Si es compara amb una recta de regressio lineal la lectura visual i la lectura feta amb el
sistema d’analisi d’imatges (Lucia 4.51), s’obtenen les correlacions pels dos valors de
comparaci6é més utilitzats, com son la quantitat de DNA a la cua (%7ail) i el Tail Moment, de:

Correlaci6 IC/ %Tail: r=0.927; SD=2.19; p=0.244
Correlaci6 IC / Tail Moment: r=0.96; SD=5.3;p=0.17

En els dos casos la correlacio és molt bona. (Cal indicar, pero, que el comptatge visual es
va fer a partir de les imatges obtingudes per 1’ordinador al mateix temps que aquest en feia les
mesures dels parametres, i no a partir de les imatges visualitzades directament del microscopi en
una repeticio en paral-lel de les mesures de les mostres. I que els comptatges es van realitzar amb
I’objectiu de 20x , a diferéncia del que utilitzo normalment al meu laboratori, el de 40x, que
resulta millor pel comptatge visual). Perd tot i1 aixi, la comparacidé és molt bona. Com s’ha
comentat diverses vegades, en treballs realitzats per altres autors com Collins et al.(1997b), van
mirar la correlacid entre els dos sistemes de comptatge , veient que la correlacid €és molt bona
també.

3.1.3.1.d.Discussio:

Aquest va ser un primer experiment prova, no es pot tenir del tot en compte, primer perque va ser
tan sols un primer assaig i també perque hagués calgut fer més intervals de temps i tenir una
mesura de la divisio cel-lular per alguna altra mesura ben coneguda i establerta per a aquest tipus
d’analisi (com la citometria de flux), per poder comparar amb els resultats del comet test d’una
manera més adequada, encertada, i treure’n conclusions més fiables. Es va creure a més que hi
va haver un problema amb les plaques controls (temps 0), es va observar una mortalitat elevada i
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aixo explicaria que els valors de mesura de dany al DNA com el %DNA a la cua, TM 1 IC tenen
valors alts perque possiblement hi ha moltes cel-lules en estat moribund, hagués calgut potser,
canviar el medi un dia abans; és habitual també¢, trobar algun problema en alguna placa, possibles
contaminacions, etc...

Aquest fet, perd, pot tenir dos tipus d’interpretacions; els valors de comet son més elevats
en els dos tipus de comptatges, visual (IC) i per analisi d’imatges informatitzat (els parametres de
%Tail 1 Tail Moment) en el temps zero que a les 17 i 24 hores. Representaria que els valors
haurien de ser majors en aquests ultims intervals si és que hi ha més cel-lules en estat de divisio
segons la nostra hipotesi, o en altre cas, si hi ha hagut ja més mortalitat cel-lular que es pogués
detectar com a fragments de DNA pel comet test. O per altra banda és també possible que
vertaderament hi hagués més divisio cel-lular en el temps zero que en els altres dos intervals
degut a que el creixement ja hauria arribat al seu maxim i en aquests periodes podria estar en
regressio essent el valor inferior al temps zero, valor basal, on es podria veure llavors clarament
que hagués calgut fer més intervals intermedis entre aquests, per aix0 es va voler repetir
I’experiment en una segona prova. Tot i que segurament, totes les possibilitats comentades
actuen alhora. Realment va haver un problema amb els controls (es va poder confirmar amb els
resultats del segon experiment on els valors eren inferiors per aquests), com tamb¢ es va veure
que els intervals de 17 1 24 hores serien intervals de temps massa llunyans per observar el pic del
creixement de les cel-lules, el pic de creixement estaria en intervals inferiors a aquestes hores,
cap a les 12 h. i no tant tard, a partir d’aqui hauria comengat 1’estabilitzacid i la davallada, i
augmentaria la mortalitat de les cel-lules , que també podria interferir d’alguna manera en els
valors obtinguts per 1’assaig del cometa. Podria ser que els valors de les 17 hores fossin menors
al de les Oh, perque hi ha hagut estabilitzacio de la poblacio, i a les 24 hores més elevat degut, no
a la major quantitat de divisions cel-lulars sind a la mortalitat cel-lular, que com ja s’ha explicat
en la introduccid del capitol 3, podria també, d’alguna manera, influenciar en els resultats del
Comet test.

Si comparem els valors obtinguts pel Comet Test i les intensitats dels nuclis on no s’ha
dut a terme l’electroforesi, es podria veure una correlacid (taula 3.1.10). Segons la nostra
suposicid, encara que les intensitats puguin variar de mostra a mostra degut a la tincid i a la
preparaci6 d’aquesta, i ser per tant les lectures de les intensitats diferents, aqui parlem del valor
mig entre 50 cel-lules per interval; hi hauria d’haver una intensitat més elevada en els intervals
on hi hagués més divisi6 cel-lular perque hi hauria més DNA 1 per tant augmentaria la intensitat.
Obtenim uns valors superiors al control que a les 17 hores, igualment com pels resultats del
comet, ens indicaria un augment de la quantitat de DNA al nucli, hi hauria llavors, més divisio
cel-lular en el control que a les 17 hores; els valors d’aquests dos intervals son d’intensitat
inferior al de les 24 hores, i ens indicaria en aquest cas, que hi hauria la major divisi6 a les 24
hores, cosa que no es correlacionaria amb els valors obtinguts per al Comet test, on €s inferior
per a les 24 h que per a les Oh (pels parametres d’IC, i TM, perd no amb % Tail; tot i que es
poden considerar els valors a les zero hores i a les 24 molt similars). Aixo ens indicaria doncs no
una correlacio perfecte amb la divisid cel-lular, i un cop més ens confirmaria els problemes
d’una possible mortalitat en els valors control (Oh.). Pero cal dir que tot aixo son especulacions,
el valor d’intensitat no es considera un valor de mesura fiable per a I’avaluacié de la divisio
cel-lular, i depén molt de la mesura feta pel sistema informatic, la tinci6 i preparacid de la
mostra, caldria comparar-ho amb valors obtinguts per una altra técnica més fiable.
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Com ja s’ha comentat anteriorment, hi ha la possibitlitat que el comet pugui detectar o
visualitzar d’alguna manera les imatges necrotiques o apoptotiques. Aquesta podria ser una
explicacid pel valor tan elevat d’aquests parametres per al SCGE. Pero en canvi, no tindrien
gaire relacié amb la intensitat mesurada en les cél-lules sense electroforesi. No es correspondria
dir que si hi ha més mort cel-lular al haver aquests valors més elevats del SCGE quan la
intensitat, (que haviem considerat que ens donaria la quantitat de DNA), també té valors alts,
aixo ¢€s contradictori. I, en cas que fos cert el que hem suposat que ens mostraria la intensitat,
hauriem de dir que els valors alts de SCGE serien deguts, més probablement, a la divisio cel-lular
que no a la mort cel-lular, cosa que no queda gens clara. S’hauria d’haver comprovat amb una
altra técnica que mesurés la divisio cel-lular, i no intentar utilitzar aquests parametres. De tota
manera, es va voler repetir I’experiment.

3.1.3.1.e.Conclusions:
1. Aquest experiment no ha estat valid per a I’observacié d’una possible correlaci6
entre la divisi6 cel-lular i la quantitat de formes de cometa. Caldria repetir-lo i
comparar amb altres técniques com la citometria de flux, que avaluaria aquests
estadis.
2. La correlacid entre els comptatges mitjangant un sistema visual i arbitrari, i un

sistema informatitzat d’analisi d’imatges és molt bona.

3.1.3.2. Segon Experiment:

3.1.3.2.a.Introduccio:

Es va voler repetir I’experiment amb la utilitzacid del mateix tipus cel-lular, perd aquest cop es
treurien les mostres d’un major nombre d’intervals per a la millor comparacié amb la corba de
creixement d’aquest tipus cel-lular. Es pretenia observar si hi havia alguna diferéncia entre els
valors del comet durant els diferents intervals de temps, que es poguessin relacionar amb
I’augment o disminuci6 de divisié cel-lular.

3.1.3.2.b.Material i Métodes:

En aquest experiment també es fan dues plaques per interval, i se’n treuen quatre portaobjectes,
en dos es fara tot el protocol del comet amb I’electroforesi i en els altres dos no es fara
I’electroforesi i es mantindran, a diferéncia del primer experiment, en liquid de lisi i no en tamp6
de neutralitzacid fins a les lectures, que es van realitzar poques hores més tard. Es comparen
també les intensitats.

El procés ¢és el mateix de I’experiment anterior. Perd es van fer més intervals: a les
0,3,6,9,12,15,18,21,24 hores.

I aquest cop es compten també 25 cél-lules per portaobjectes, es fan dos portaobjectes per placa i
dues plaques per interval.
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3.1.3.2.c.Resultats:

Taula 3.1.11. Valors de les mitjanes dels parametres de mesura per al SCGE en HEL:

Intervals % Head % Tail LIntensity Tail Lengh Tail Moment Olive Moment

0 97.19 2.80  199.19 15.14 4.74 3.25
3 98.77 122 229.72 11.38 0.44 0.38
6 99.23 0.76  197.31 9.85 0.62 0.29
9 90.47 9.52 176.22 33.60 18.48 13.57
12 93.96 6.04  203.25 29.51 10.19 7.01
15 92.10 7.89  189.47 28.39 11.92 8.79
18 86.91 13.09  165.51 40.05 19.93 13.85
21 88.25 11.75  183.05 45.64 17.68 11.77
24 91.53 8.46 182.92 31.70 13.31 9.37

Taula 3.1.12. Mitjana dels valors d’intensitat de les mostres sense electroforesi, dels resultats
del comptatge visual de les mostres del SCGE i d’alguns parametres del comptatge pel sitema
d’analisi d’imatges. Comparacio:

Tail Intensitat (No

Intervals  IC % Tail Moment  electroforesi)
0 5.75 2.80 4.74 351.42
3 3.25 1.22 0.44 336.24
6 3.00 0.76 0.62 340.57
9 13.00 9.52 18.48 156.13
12 11.25 6.04 10.19 253.90
15 12.00 7.89 11.92 335.48
18 20.00 13.09 19.93 325.02
21 21.00 11.75 17.68 294.83
24 12.75 8.46 13.31 348.84

Es pot observar un augment dels valors de %7ail, Tail Moment (TM) 1 IC de les 9 hores fins a les
21. En quan a les intensitats es una mica confus, i sembla no ser gaire bona mesura pel que vam
considerar que ens mostraria, la quantitat de DNA al nucli, en el cas del SCGE sense
electroforesi.

Comparacio valors de lectures amb el sistema visual (IC) i alguns dels parametres de mesura del
sistema de comptatge informatic:
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Si es fa una recta de regressid lineal entre els valors d’IC (comptatge visual) 1 el
percentatge de DNA a la cua (% Tail), s’obté un coeficient de correlacio ( 1)=0.95; SD=0.98; 1
una p<0.0001.

I al comparar IC amb el Tail Moment : (r) = 0.88; SD=2.74, p<0.0002.

Fig.3.1.5. Comparaci6 dels comptatges:Visual (en IC) i per analisi d’imatges (en TM 1 %DNA
Tail):

Comet

——IC
—— % Tail
™

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Interval

Un cop més aconseguim una correlacio bastant bona, perd com he comentat abans, no es van fer
les mesures visual i amb ordinador en diferents ocasions, sind que es va fer al mateix moment i
de les mateixes imatges de les cél-lules vistes per la pantalla de I’ordinador i no directament pel
microscopi, que €s com s haguessin hagut de fer els comptatges visualment (by eye), en una
repeticio d’aquests a 400x.

3.1.3.2.d.Discussio:

Per a les mostres en que no s’ha dut a terme I’electroforesi, aquestes s’han sotmés a una lisi
alcalina (com en les mostres on si s’ha fet 1’electroforesi, préviament a aquesta), en la que degut
als detergents 1 I’alt contingut de sals es trenquen les membranes i la majoria de proteines
cel-lulars, quedant una estructura de nucleoids, on el DNA esta en forma de /oops molt fortament
super-enrotllats dins el nucli residual, (Mckelvey-Martin et al.1993; Dusinska & Collins 1996;
Olive, 1999; Collins 2000), pero no hi ha una migracié del DNA. Es va pensar doncs que el valor
d’intensitat mesurat en aquestes cel-lules ens indicaria quan hi ha més DNA al nucli perque
augmentaria amb la sintesis de DNA durant en la divisié cel-lular. Pero, aquesta mesura no ha
quedat gaire clara en aquests dos experiments i també pot variar segons la tincid,(si ha quedat
més o menys tenyida la mostra perque hagin quedat millor o pitjor les capes, o estiguin més netes
0 no, etc... comptant també les variacions que hi pugui haver en el comptatge pel sistema
informatic degut a tot aix0). Llavors fa que aquesta possibilitat d’establir una corba de
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creixement a partir d’aquestes intensitats dels nuclis que no han sofert electroforesis no sigui
gaire valida, ni massa fiable en aquests dos experiments, tal i com demostren també la variacio
de resultats i el fet de no trobar-hi alguna correlacid, ni semblanga tampoc entre els dos
experiments, tot i que al principi es va pensar que si que aniria bé, com a indicatiu de la quantitat
de DNA indirectament, que es relacionaria amb la divisi6 cel-lular, en alternativa a la mesura per
citometria de flux, que no es va poder dur a terme tal com s’havia planejat, i amb la que es volia
poder establir relacions amb els resultats del comet test.

Tant si observem els valors d’IC, com de % Tail DNA, o el TM (taula 3.1.11, 3.1.12 i
Fig.3.1.5), es pot veure valors similars, 1 baixos, en les hores 0,3,6, i un augment en les 9 hores
que va més o menys incrementant fins a estabilitzar-se cap a les 21 hores, llavors comenga la
baixada. Es necessitaria fer una comparacié amb la corba de creixement d’aquest tipus cel-lular
feta per exemple per citometria de flux per correlacionar aquesta possible variacio dels valors del
comet (que en principi semblaria que segueixen 1’evolucié normal d’una corba de creixement)
amb D’estat de divisi6 de les cél-lules. Ja que per les intensitats de les mostres que no han passat
una electroforesi no es pot veure d’una manera clara 1’estat de divisio cel-lular en aquest cas;
segons el que haviem pensat, aquesta intensitat ens podria indicar la quantitat de DNA a la zona
del cap del cometa, essent major en més quantitat de DNA que seria degut a la divisid; en aquest
cas, per0, ens mostraria una mica el contrari al que esperariem de 1’evolucié d’un creixement
cel'lular (un augment elevat de la divisio cellular en un determinat interval de temps, una
estabilitzacid i petita una disminucio), aqui veiem que es va mantenint un valor més o menys
similar i elevat fins a les 6 hores, llavors disminueix a les 9 hores i torna a augmentar fins a les
15 1 mantenir-se més o menys, amb una petita disminucio a les 21 hores, més que una variacié en
el temps, semblaria un valor més o menys constant en que ha tingut algun problema en els
intervals de les 9 1 15 hores que fa baixar la intensitat, d’aquesta manera podriem pensar que no
serveix aquest sistema de mesura per mostrar 1’estat cel-lular, o que realment no es correlaciona,
no afecta als resultats per al comet. Aixi doncs no considero que sigui un bon sistema
d’avaluacidé dels estats de creixement, la intensitat en les cél-lules on no s’ha dut a terme
I’electroforesi, 1 per tant no podem establir-ne una corba de creixement a partir d’ella. Hauria
calgut un altre sistema per a mesurar I’estadi del cicle cel-lular, com ja he comentat abans,
hagués anat molt b¢, la citometria de flux.

Aixi, com ja he comentat també, pels resultats del comet test, es podria intuir aquesta
corba de creixement, tot i que caldria comprovar-ho (pels valors del comet, es pot veure, si és
que esta afectat, tant per la divisi6 cel-lular com per la mortalitat, que el cicle cel-lular es podria
interpretar com: un creixement entre les 6 1 9 hores, una estabilitzacié entre les 12 1 18 hores 1 a
partir de les 18 hores un augment d’estadis de mortalitat cel-lular que es notaria amb un altre
augment del comet, interpretat aquest cop com a possible mortalitat i no com a divisi6 cel-lular
per la corba normal de creixement de les cel-lules (on en aquest punt, un cop arribat estabilitzat
el creixement, hi hauria una disminucid), amb una nova disminucio entre les 21 i 24 hores degut
a una mortalitat cel-lular, que ja no es detectaria amb el comet test degut a la gran fragmentacio
dels nuclis que faria que els petits fragments es perdessin en I’electroforesi i no es veiessin. Tot
aixo pot ser una especulacio sobre els resultats obtinguts, que es podrien interpretar com la corba
de creixement cel-lular.
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3.1.3.2.e. Conclusions:

1. Un cop més no es pot establir una correlacio entre els valors de les intensitats de
fluorescéncia de les cél-lules sense dur a terme 1’electroforesi 1 els valors dels
comets.

2. No es considera un bon sistema de mesura per als estadis cel-lulars la mesura de la
intensitat.

3. Hauria calgut un sistema d’avaluacié de 1’estat de la fase cel-lular, per una técnica
adequada, d’aquesta manera poder comparar amb el comet test 1 intentar establir
alguna relacid, si és que hi és.

4. Hi ha correlacié entre els comptatges del comet test pel sistema visual i1 el
d’analisi d’imatges.

3.1.3.b Discussio dels dos experiments:

En la comparacié dels dos experiments, pels resultats de les intensitats i dels parametres que
mesuren els comets. Si descartem el valor zero del primer experiment, podem veure pels altres
dos intervals que es correspondrien aproximadament amb els resultats dels intervals del segon
experiment (taules 3.1.9, 3.1.10, 3.1.11, 3.1.12). Cal tenir en compte pero, que hi va haver algun
problema en els cultius del primer experiment.

En els dos experiments es pot veure la bona correlaci6 entre els valors dels diferents tipus
de comptatge (visual i mitjangant uns sistema informatitzat d’analisi d’imatges). Com tambg, en
els dos casos semblaria que el valor de les intensitats de les cél-lules on no s’ha realitzat
I’electroforesi no servirien per perfilar una corba de creixement o una relacié amb la major
quantitat de DNA degut a la divisi6 cel-lular. De tal manera tampoc s’ha trobat una correlacié
entre aquests valors i els obtinguts per el comet test. Pero en els dos experiments, tenint en
compte que en el primer va haver un problema amb els controls, semblaria com si seguissin una
mena de possible corba de creixement que caldria comprovar si coincideix realment els valors
més elevats amb Iaugment de divisio cel-lular obtinguts per una altra técnica de mesura de
I’estat de divisié com podria ser la citometria de flux.

En aquest cas haguera sigut interessant fer els histogrames per a les intensitats de les
cel-lules per poder establir categories i amb un altre sistema de mesura comptar la quantitat de
cel-lules en cada fase, i comparar realment si ens indicaria I’estat cel-lular. Una altra possibilitat
haguera estat establir una relaci6 similar al que van fer Olive & Banath (1993) amb les mesures
que donava el comet test, (a partir del TM per exemple), i I’estadi cel-lular. Ja que, pels resultats
d’aquests experiments, no es va considerar un sistema adequat ni bo de mesura de la quantitat de
DNA a partir de les intensitats de les mostres en que no s’ha dut a terme 1’electroforesi.
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3.1.3.c.Conclusions:

1. Amb aquestes proves no es pot concloure que la comparacié amb la intensitat (en mostres
que no s’ha dut a terme 1’electroforesi) sigui valida per veure la possible correlaci6 de la
divisio cel-lular amb els valors de mesura del comet, ja que la mesura d’aquest parametre
d’intensitat no esta molt clara en aquests experiments, i podria dependre en part, de
factors no relacionats amb la quantitat de DNA sind del sistema de lectura i la preparacio
de les mostres. Llavors sembla que no és el parametre adequat per mesurar la quantitat de
DNA al nucli (“cap” del cometa) en relaciéo amb 1’augment de divisio cel-lular.

2. Pero, es pot observar amb els parametres de mesura del comet test, en aquest cas amb
I’observaci6 concreta del %DNA a la cua, Tail Moment 1 index de dany (IC), en els
diferents intervals, el que es podria assimilar a una corba de creixement cel-lular, caldria
perd una comparacié amb una corba de creixement ben establerta pels metodes més
correntment utilitzats, i adequats, per a veure els diferents estats de creixement d’una
linia cel-lular.

3. Aixi pot semblar doncs, que d’alguna manera hi ha influéncia de 1’estadi cel-lular amb els
resultats del comet test, perod, no €s una conclusid suficientment solida a partir d’aquests
experiments.

4. Es pot veure una bona correlacié entre els dos sistemes de comptatge del Comet test, el
visual, i I’utilitzat amb el sistema d’analisi d’imatges.

3.1.4.Divisio cel-lular: Lumbricids

3.1.4.a.Introduccio:

Durant la realitzaci6 de proves amb cucs, per a la valoracio de I’efecte de la possible
contaminaci6 del medi ambient en aquests organismes, (capitols 1 i 2), es va detectar que 1’estat
del cuc podia influir en els resultats del comet. Concretament en el cas en que hi hagués un
creixement rapid d’aquests. Es va associar doncs, amb la possible interferéncia que causaria el
fet d’una intensa activitat de proliferacié cel-lular, ja comentada en els apartats anteriors com
també per altres autors.

Seguint la linia d’aquest capitol, es pretenia investigar una mica més, el fet que la divisio
cel-lular pugui influir en els resultats del comet test, fent-los variar una mica, o havent de tenir
cura en la seva interpretacio.

Si continuem amb la série d’experiments anteriors, en que s’han realitzat diversos assajos
en cultius cel-lulars, i algun a partir de mostres de teixit, es volia fer una altra prova in vivo sobre
aquesta possible interferéncia.
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Els lumbricids son capacos de sofrir un créixement molt rapid en poc temps, si es troben
en condicions favorables (una quantitat de materia organica, humitat i temperatura adequades,
entre d’altres parametres). En el cas dels lumbricids que tenia al laboratori, alimentats un cop per
setmana amb farines de cereals per a infants (Eyambe, 1991), passaven a tenir un creixement
rapid si venien d’un sol més pobre, aixi com si se’ls posava en una mostra de terra molt
favorable, més rica en nutrients del que provenien. En un futur, es podria aprofitar aquest
moment de creixement més intens per a fer la prova del SCGE i veure si els valors de comet
basals, eren més elevats que en els cas de cucs en creixement més estable, no tan accentuat. En
aquest cas, pero, es va voler aprofitar la capacitat de regeneracidé d’Allolobophora caligionosa
(capacitat que es va fer evident quan va haver algun accident i es van partir o ferir, o quan degut
a un estres, si se’ls tocava deixaven anar la part posterior, es partien, i llavors eren capagos de
tornar-la a regenerar), per a la comprovaci6 de si la taxa de creixement cel-lular més elevada
(s’ha vist una activitat mitotica en els amebocits durant la regeneracié d’un teixit i durant la
defensa de I’organisme, Parry 1976), podia augmentar els valors de comet. Diverses especies de
cucs de terra tenen la capacitat de regenerar-se (és coneguda la capacitat partenogeneética i
regeneradora d’algunes espécies de cucs de terra; Edwards & Bohlem,1996), capacitat que varia
segons les diferents especies. Son capagos de regenerar les parts anteriors i les posteriors, fins a
cert punt, i la velocitat en qué ho fan pot variar segons les condicions de 1’animal, I’edat, les
especies i la temperatura, (Edwards & Bohlem,1996).

Per dur a terme aquest experiment es van escollir 10 exemplars aproximadament de la
mateixa mida, que no haguessin entrat en época de reproduccid, i en bones condicions (es reflexa
en el seu aspecte). Encara que el sistema pot semblar molt agressiu, i de fet ho és, es va aplicar
una amputacié de la quarta part final del cos, 1 les dues parts es van guardar per a esperar la seva
regeneracio; la part més petita, tot i la seva mida, és a vegades capag¢ de regenerar el cuc sencer,
segons els casos 1 situacions. La regeneracié implicaria una taxa de divisio cel-lular elevada, i
aquest moment ¢€s el que ens interessaria. La regeneracié comengaria al cap d’uns dies i es va
pensar en esperar també un cert temps per evitar detectar 1’estrés causat pel tall.

Es van dur a terme dos experiments, que es diferencien segons el temps transcorregut després de
I’amputacio:

- 3.1.4.1. Primer Experiment.

- 3.1.4.2. Segon Experiment.

3.1.4.1.Primer Experiment:

3.1.4.1.a. Introduccio:

Consisteix en una primera prova per realitzar el SCGE en el moment que es creu que hi
pugui haver una regeneraci6 activa sense influéncies d’un possible estrés causat per la lesio.
Comparar els resultats dels cucs tallats, mesurats amb 1’index IC, amb els controls, esperant
que fos major en el cas dels cucs amputats degut a la taxa de divisié elevada d’aquests
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respecte els controls, que ens podria fer pensar en la influéncia de la divisi6 en els resultats
del test del cometa.

3.1.4.1.b.Material i Métodes:

- Es van posar durant quinze dies 10 Allolobophora caliginosa (sense haver entrat en fase

reproductora) en un preparat de terra estandard 1 (STDl1:barreja de terra argilosa amb
escor¢a de pi fermentada, relacié 3:2 respectivament) per habituar-se a aquest tipus de
terra. (Eyambe 1991, els tenia 2 setmanes en aclimatacio, mentre que altres autors com
Diogene et al.1997 els tenen durant un mes).
(No es van utilitzar cucs que en anteriors experiments s’havien autotomitzat, es partien
ells mateixos tan sols en un petit contacte quan se’ls volia fer el massatge per a expulsar
el contingut del tub digestiu. Perque haguera pogut introduir un altre parametre d’estres o
de mala salut dels individus. Aixi que es van escollir cucs sencers amb bon aspecte i que
no haguessin estat partits anteriorment, tant per als controls com per a els que
amputariem).

- Es va tallar una quarta part final del cos de I’animal, i es van mantenir durant un mes en
la terra estandard preparada. Es va dur a terme el comet test per a veure la possibilitat
d’una divisio accentuada degut a la regeneracié de les parts tallades.

- Per a la realitzaci6é del Comet test, es va fer servir el mateix protocol que I’explicat en
I’apartat 1.2.b del capitol 1).

- Pel sistema de comptatge, es va fer servir el sistema visual, igualment com esta explicat
en els capitols 1 i 2, avaluant un nombre de 100 cel-lules per individu i calculant I’IC,
fent una mitjana per tots els individus de cada mostra (els amputats 1 els que no).

3.1.4.1.c.Resultats:

Taula 3.1.13: Comet test: valors d’IC de la mitjana de tots els individus de cada mostra:

A.caliginosa IC+SD n
Tallats 1 mes 47.20+7.20 8
Sencers 32.94 + 8.03 9

n: n° individus
IC: Comet Index.
SD:desviaci6 estandard

Es pot veure un augment del valor del comet (IC) en els cucs tallats, que podria interpretar-se
com una elevada activitat de divisi6 deguda a la regeneracio.

Al fer una comparacié amb el test de la t-student s’obté que la diferéncia és molt
significativa. Amb un valor de P =0.0016.
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3.1.4.1.d.Discussio:

Amb I’observacio de I’aspecte dels lumbricids es podia veure que: Amb tan sols dos dies
ja no es veia quasi la lesi6 en els cucs, suposo que perque va ser una amputacié d’una part
molt petita, i la posterior, que sol ser menys traumatica i no tan costosa de regenerar. Al cap
d’un mes ja no es veia gens la lesio, i les parts tallades (els petits trossos posteriors) havien
comencat la regeneracio. Potser vaig esperar massa temps a fer el comet test en els cucs. Tot
1 aixi es pot veure un valor més elevat d’IC (index de comet) en els que vam tallar. El sistema
de quantificaci6 de la técnica del SCGE, I’IC, que seria o es podria interpretar com un index
de dany, en aquest cas no es trobaria del tot correcte anomenar-lo aixi si és que
vertaderament esta detectant la divisi6 i no el dany.

Malgrat que en 1’observaci6 visual es veia un aspecte ja regenerat dels cucs, es va fer la
prova també de les parts que encara estaven aparentment en regeneracio, les parts més
petites, les parts posteriors amputades, que triguen més a regenerar ja que han de refer tot el
cuc sencer,(cosa que a vegades és possible segons 1’espécie i segons la quantitat que s hagi
tallat, si queda teixit nervids, etc...), s’han sumat els valors d’aquests amb els dels cucs ja
sencers després del tall i sense aspecte de regeneracio, i se n’ha fet la mitjana que ¢€s la que
surt a la taula 3.1.13. Si és correcte que una taxa elevada de divisio cel-lular fa augmentar el
valor (IC)del comet, aix0 podria explicar aquest IC més elevat trobat en les mostres de cucs
tallats respecte els cucs sencers mai tallats (controls). Es pot dir que en la comparaci6é dels
valors per individu, es va observar valors més elevats de comet en les mostres on es va posar
les parts posteriors de cuc regenerant-se que els que es va posar el cuc sencer que havia
regenerat la part posterior que se li havia tallat (valors no mostrats a la taula 3.1.13), 1 aix0 es
podria interpretar com que aquestes parts posteriors s’estaven regenerant (o de manera més
activa) 1 donarien valors més elevats, que ajudarien a augmentar la mitjana d’IC respecte els
sencers (control). Tot i que també podria ser que indiquessin un valor de dany per un estat
critic de I’individu (al ser una part tallada).

Aixi caldria fer una prova per veure realment si estan en una més elevada taxa de divisio
els cucs que han estat amputats respecte els cucs controls, que serien els cucs sencers. No
sols per saber si després d’un mes encara hi ha elevada activitat de divisio, sind també per
saber, si en cas que no fos aixi, si podriem descartar altres factors, com I’estrés o el trauma
provocat per tal accid, i les cel-lules estiguessin danyades.

Per ser una primera prova els resultats semblaven prou interessants per a fer una altra
prova amb intervals de temps intermedis.
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3.1.4.1.e.Conclusions:

1. S’ha vist una diferéncia significativa entre els valors de comet dels cucs tallats i els
sencers (controls), essent més elevat en els primers. Es pot interpretar com que
aquests sofreixen una regeneracio i per tant tenen una taxa més elevada de divisio
cel-lular, segons la nostra hipotesi, i aquesta influiria en els valors de mesura del
comet test.

Tot 1 aixi caldria fer més proves per assegurar-se realment d’aquesta relacid o
interferéncia per part de la divisio cel-lular en els resultats del SCGE.

2. Seria necessari realitzar més proves per veure si realment aquests cucs tallats estan en
regeneracié activa i tenen una taxa de divisié més alta que els controls.

3.1.4.2. Segon Experiment:

3.1.4.2.a. Introduccio:

Degut a I’observaci6 visual de la lesio en el primer experiment, on semblava que al cap
d’un mes molts dels cucs no estiguessin en regeneracié ja que aquesta no era evident
visualment, tot i que caldria comprovar-ho d’una manera que no sigui per la sola observacio
sind6 amb técniques per mesurar si hi ha una elevada divisio cel-lular, es va voler repetir
I’experiment en un interval més curt de temps, com seria de 5 1 10 dies, per aconseguir que
comencessin ja el procés de divisid activament.

Quan hi ha regeneraci6 de la part amputada, es pot observar visualment com evoluciona
la lesi6. Van augmentant els anells del cuc, fins aconseguir els mateixos que tenia (quan
I’amputacié no és exagerada, com en aquest cas), perd la part nova té un gruix i color
diferents, més prim i clar, i poc a poc recupera la mida i el color normals, fins a no ser
reconeguda la part nova. (Edwards & Bohlem,1996).

3.1.4.2.b.Material i Métodes:

- Es va repetir I’experiment, en Allolobophora caliginosa, de la mateixa mida i amb
aspecte bo i saludable, tant per als controls com per als que tallariem.

- Es van deixar els mateixos dies per a I’habituacio en la terra estandard preparada que en
I’experiment anterior. Pero, en aquest cas no es va utilitzar la mateixa terra estandard del
primer experiment, la barreja va consistir en terra argilosa i escorga de suro fermentada,
en substituci6 i, en la mateixa proporcié que 1’escor¢a de pi que es va utilitzar en el
primer experiment, (relacié 3:2, terra argilosa: escor¢a de suro; es va anomenar terra
STD2; terra estandard 2).

- Esvatallar la quarta part posterior del cos de I’animal en 9 cucs.

- Comet test en aquests cucs tallats al cap de 5 1 10 dies; i en cucs control, seguint el mateix
protocol, sistema de mesura i comptatge que en l’experiment anterior, explicats en
I’apartat (3.1.4.1.b).
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3.1.4.2.c.Resultats 1 Discussio:

Taula 3.1.14: Resultat del Comet Assay: Valors de la mitjana d’ IC :

A.caliginosa IC+SD n
Tallats 5-10d. 53.83+11.21 9
Sencers STD2 4131+ 9.00 8

IC: Comet Index; SD: desviacio estandard; n: n° d’individus.

Tot 1 els valors molt alts d’aquest control (comparats amb els obtinguts en el primer
experiment), es pot veure més elevat el valor dels cucs tallats, essent també estadisticament
significatiu amb un valor de t-student de 2.516 1 una P=0.0234.

Es pot observar, pero, una tendéncia diferent de valors si separem les mostres de cucs que
se’ls ha realitzat el comet test tan sols cinc dies després de I’amputacid, dels que se’ls ha
realitzat als 10 dies d’haver-los tallat, essent més elevat en els primers que als segons,
resultats que es mostren en la taula segiient:

Taula 3.1.15: Resultats del SCGE en cucs regenerats durant 5 i 10 dies:

Mostra IC Mitjana IC + SD Temps Regeneracio
Al 62.75 '
A2 64.00 63.19 + 1.12
A3 65.00
A4 46.25
AS 44.50
A6 48.25 48.79 + 10.44 10 dies
A7 33.50
A8 56.25
A9* 64.00

(*son les parts posteriors de varis individus).

El que anomeno com a temps de regeneracio a la taula, correspondria al temps
en que s’ha dut a terme el comet test després de tallar els cucs, seria millor
expressar-ho d’aquesta manera, ja que no es pot assegurar que comenci de
seguida aquesta activitat regenerativa.

Es pot veure uns valors significativament més elevats (considerats estadisticament
significatius amb el test de la t-student, t=2.41; P=0.046) en els que suposadament haurien
comengat una regeneracido més activa, als cinc dies de I’amputacio de la quarta part posterior
del cos, respecte els que han estat 10 dies en regeneracio6 activa, segurament perque tot i que
la divisi6 cel-lular ha de ser alta, es deuria frenar ja una mica ja que es regeneren relativament
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rapid al haver amputat tan sols una part tan petita del cos, o es podria pensar en una aturada,
potser momentania de 1’elevada activitat de divisio. Cal posar atencio en el valor de la mostra
A9 en la que son dues parts posteriors de dos cucs tallats , a la que per diferenciar en el grafic
dels valors dels cucs tallats en que els falta només la quarta part posterior hi ha el simbol (*).
Aquest valor és elevat i similar als de les mostres Al, A2, A3 (corresponents als 5 dies
després del tall), per tant es podria interpretar com que als 10 dies, aquestes parts posteriors
tenen una regeneracié molt activa (segurament a 1’esfor¢ que comporta 1’haver de regenerar
tot I’individu a partir d’un tall tant petit), d’aqui aquests valors tan similars i alts respecte els
altres. De tota manera pot haver altres factors també que influeixin en aquests resultats, i pot
haver un dany cel-lular causat per la lesio i que ens podria fer augmentar aquests valors, sense
ser degut a la divisio cel-lular.

Pero, aixi com els valors d’aquests de cinc dies son també superiors als dels controls
(cucs sencers), amb IC de 63.19 1 41.31 respectivament, i és estadisticament significativa la
diferéncia; pels valors dels tallats als 10 dies no surt una diferéncia significativa amb els
sencers, tot i que es pot veure un valor de mitjana diferent ( 48.79; controls=41.31).

Malgrat no seria del tot correcte comparar els dos experiments, ja que haurien d’haver
estats fets utilitzant la mateixa terra preparada STD1 i no utilitzar diferents tipus de terra,
cosa que podria portar alguna variacio o influir d’alguna manera els resultats, €s interessant
presentar la comparacio en les taules segiients:

Taula 3.1.16: Comparaci6 dels resultats de I’experiment 1 1 2:

Experiment IC = SD n
Tallats 5d. 6391 + 1.12 3

2 Tallats 10d. 48.79 £10.44 6
Sencers STD2 41.31 £ 9.00 8

Tallats 30d. 4720 £+ 7.20 8

1 Sencers STDI1 32.94 + 8.04 9

IC: Comet Index
SD: desviacid estandard
n: n° d’individus
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Taula 3.1.17: Test de comparacio per als resultats de I’experiment 1 i 2:

Test de Comparacié Multiple de Tukey-Kramer

Comparacions Significaci6 [Valor P
Tallats 5d. vs Tallats 10d. ns P>0.05
Tallats 5d. vs Tallats 30d. * P<0.05
Tallats Sd. vs Sencers STD1 ook P<0.001
Tallats 5d. vs Sencers STD2 *k P<0.01
Tallats 10d. vs Tallats 30d. ns P>0.05
Tallats 10d. vs Sencers STD1 *ok P<0.01
Tallats 10d. vs Sencers STD2 ns P>0.05
Tallats 30d. vs Sencers STD1 * P<0.05
Tallats 30d. vs Sencers STD2 ns P>0.05
Sencers STD1 vs  Sencers STD2 ns P>0.05

Si mirem els nimeros de les mitjanes (Taula 3.1.16), i no tinguéssim amb compte que els
dos experiments s’han dut a terme en terres diferents, i que aixo pot fer que variin els
resultats entre un experiment i I’altre i no siguin del tot comparables, si descartéssim el
control en terra STD2 (cucs sencers) tot i que no mostra diferéncies significatives amb el
control en STDI, i de fet, malgrat ser tan elevat té un valor inferior als cucs tallats per als dos
experiments encara que estadisticament no mostra diferéncies significatives entre els tallats al
cap del0 i1 30 dies (taula 3.1.17); podriem observar que els valors de cucs que estarien en
regeneracié durant cinc dies son majors que els de 10, i ambdds tenen un valor superior als
de 30 dies, i tots tres superiors als cucs sencers en STD1. Que podria justament correspondre
als valors de major divisi6 cel-lular als cinc dies, i va minvant a mesura que avanca el temps,
a mesura que es va regenerant. Llavors aixo seria interpretable com una possible relacid, i per
tant també interferéncia, de la divisio cel-lular amb els resultats del comet, considerant que
realment aquests cucs estiguessin en regeneracio i per tant, en una taxa de divisid activa i
superior a la dels cucs sencers (controls). Tot i que si mirem la correlacio, trobariem que
estadisticament no hi ha diferéncies significatives entre els cucs tallats als 5-10 i 10-30 dies,
pero si entre els de 5 1 30 dies.

El nombre d’individus utilitzat, potser és petit, sobretot pel cas de les mostres dels cinc
dies després del tall, pero tot i aixi, aquest experiment &s Util per a tenir una idea de com ha
anat i obrir possibilitats a segilients experiments o comprovacions.

3.1.4.2.d.Discussi6 general i comentaris:

En el primer experiment hi ha molta diferéncia en quan al valor de cucs tallats al cap de 30
dies i els control de cucs sencers (47.20-32.94=14.26). Al segon experiment hi ha una
diferéncia respecte als cucs tallats al cap de 10 dies i el control de cucs sencers en STD2
(48.79-41.31= 7.48). La diferéncia ¢€s significativa en el primer experiment pero no al segon,
entre els cucs tallats i els controls per a cada prova. Semblaria, perd , que hauria de ser més
elevada la diferéncia entre controls i els de 10 dies del tall que als 30, si es tracta de
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regeneracid, es podria pensar que al cap d’un mes els valors de divisio cel-lular deguts a la
regeneracié s haurien d’assemblar més als dels cucs sencers que no pas als deu dies perque
als 10 dies haurien comengat una regeneracido més activa segurament, mentre que al cap d’un
mes s’hauria pogut aturar, o disminuir; (en 1’observacido a simple vista, externament no
mostra cap tipus de marca que indiqués que el tros regenerava encara al cap d’un mes). Pero,
pels resultats obtinguts, podriem pensar que als 10 dies pot no haver comencat una
regeneracio molt activa encara, o que facin pauses de regeneracid depenent de 1’época o les
condicions del cuc, o que tingui una divisio retardada en el cas dels deu dies, i que encara que
visualment no es detecti, pugui encara als 30 dies continuar 1’activitat de divisi6 cel-lular; o
simplement que els controls en el segon experiment tinguessin una activitat de creixement
elevada, 1 superior a la del primer experiment. De tota manera no podem comparar perque
estan en terres diferents i segurament 1’activitat dels cucs pot estar influenciada pel diferent
tipus de terra, en el sentit que pot haver més creixement, o divisio per regeneracié depenent
també de si els agrada més una terra que 1’altra. Tanmateix, tots els valors d’IC dels cucs
tallats son superiors als dels controls per a les dues terres, i son més elevats els dels tallats als
5 dies que als de 10 i aquests que als de 30. On podriem indicar doncs que al principi
comenga la regeneracié més activament i es va aturant, pero que al cap dels 30 dies, continua
els valors elevats de la divisio respecte als controls, encara que exteriorment 1’aspecte del cuc
sigui com si ja hagi acabat la regeneracid. Pero tot aixo especulant un cop més sobre la
possibilitat que el comet test detecti aquests augments de divisid, i que realment coincideixin
amb els resultats del comet, i que aquests no siguin deguts al dany cel-lular que es pugui
haver donat a causa de la lesid. Amb tots els experiments duts a terme fins ara en aquest
capitol, tot i que s’insinua una possible interferéncia de la divisio cel-lular en les mesures del
comet test, s’hauria de poder comprovar d’una manera més clara, caldrien altres técniques
que ens mesurin els valors de la divisi6 cel-lular en les mostres utilitzades per poder comparar
amb els resultats del comet test.

De tota manera ¢és dificil de dir exactament quan hi ha la regeneraci6 activa i quan triga
sense un estudi de seguiment d’aquesta que no sigui el visual, sin6 del comptatge o avaluacio
de l’activitat de mitosis de les cél-lules en I’individu. Com havia comentat anteriorment, tot i
que visualment veiem un creixement de la part posterior, en diferent amplada i color, aixo pot
trigar més o menys segons la temperatura, 1’edat i estat de 1’individu, quan més jove 1 més
temperatura, més rapid regenera, encara que també depen de 1’espécie, de la part amputada i
la quantitat o longitud del segment perdut (sempre és millor la regeneracid de la part
posterior que ’anterior, i si perd molta part del cos, potser no es pot regenerar, o no pot
regenerar tots el anells), igualment com la qualitat d’aquesta regeneracid, depeén també de la
part que es regenera i la quantitat (Edwards & Bohlem,1996). En el mateix llibre es comenta
que es perd la diferéncia de potencial que normalment hi ha entre la part anterior i posterior
de I’individu al tenir un tall, i fins que no es recupera al cap d’unes tres setmanes, aquesta
perdua inhibeix el creixement. (Aix0 perd, no ho interpretaria com que inhibeixi I’activitat de
divisid cel-lular, ja que podria dur-se a terme una regeneracio, o si que passaria, pero el temps
d’inhibici6 podria ser diferent per a diverses especies i casos). També hi pot haver
contaminants al sol que impedeixin la regeneracié o que sigui correcta. Es doncs, un tema
complex, en el que intervenen molts factors per a definir un temps de regeneracié per a
aquesta especie en aquestes condicions i en aquest tipus i quantitat de lesid, que fa encara
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més evident la necessitat 1 la falta d’un altre estudi per a comprovar la taxa de divisio i
regeneracié i1 aixi comparar amb els resultats obtinguts pel Comet test.

La utilitzaci6 de la terra estandard la STD2, preparada amb escor¢a de suro enlloc
d’escorga de pi (com en el primer experiment), potser no va ser molt apropiada ja que un cop
vistos els resultats tan elevats en el grup control en aquesta terra es va pensar en algun tipus
de problema. L’escor¢a de suro fermentada pot contenir algun tipus de substancia que pot ser
toxica, producte de restes d’algun tractament que hagi rebut, o pot ser toxic degut a algunes
substancies que pugui contenir, tanins, etc.., aixo ens podria afectar en els resultats. O, aquest
alt IC als controls, podia ser degut a les diferents caracteristiques de la terra que podien
perjudicar, o no ser tan favorables pels cucs, o al contrari, i causessin un creixement més
rapid als cucs; nosaltres en tots aquests casos podriem detectar-ho com a major dany al DNA
mesurat amb el comet test, si acceptem també que la divisid cel-lular interfereixi en els
resultats d’aquesta técnica.

Llavors, si és aixi el segon experiment realitzat amb els cucs en terra STD2, tant els
sencers com tallats s’haurien de descartar o interpretar amb cura, si tenim en compte que
aquesta terra pot tenir algun efecte toxic o genotoxic sobre els animals, ja que podria fer més
confus els resultats, podent detectar el dany genotoxic, quan el que ens interessa €s poder
veure si hi ha relacid entre la divisi6 cel-lular i els valors més elevats del comet test.

Un altre fet que ens podria indicar que hi ha algun problema en 1’Gs d’aquesta terra és que
es va fer dos experiments amb la utilitzacié d’aquesta terra estandard STD2, en que es van
exposar els cucs durant 2 dies en un cas, donant un valor molt elevat, d’IC = 52 +10.37, (més
elevat, inclas, que els cucs tallats als 10 dies, pero si menor que els tallats als 5 dies), 1 més
elevat que el valor utilitzat com a control en aquest segon experiment en que es van exposar
els cucs quinze dies a la terra STD2 (41.31 £ 9). Aixo ens podria indicar que pot haver hagut
algun factor en aquesta terra que sigui toxic o que influeixi d’alguna manera als cucs en el
sentit que fa que augmenti el valor de 1‘index de dany en I’exposicié de dos dies tan sols i
disminueixi en una exposicié de 15 dies, sigui perque els cucs hagin processat les possibles
substancies toxiques, s’hagin recuperat o sigui perque els costa més aclimatar-se a aquesta
terra, 1 sofreixen un estres els primers dies que queda superat als quinze dies o , un altre cas
molt diferent seria que potser troben molta matéria organica que els fa créixer al principi en
aquests dos dies i1 és el que detectem, un augment del comet per 1’augment de la divisio
cel-lular, 1 al cap dels quinze dies disminueix . O una altra possibilitat seria que, en els casos
de cucs tallats a 5 1 10 dies, ens indicaria o que els cucs no estan en regeneracio, i per tant en
divisié cel-lular elevada degut a la regeneracid, o que aquesta no afecta els resultats del
comet, sind que son altres factors com I’estrés o el dany degut a la lesio , o altres, que
afectarien en aquest cas els resultats del comet i no la divisié cel-lular. Per altra banda
podriem descartar les diferéncies degudes als diferents estats o situacions dels cucs en les
diferents €poques o moments en que es realitzen els dos experiments, ja que es van realitzar
les dues proves en ¢époques molt properes, i cap dels individus testats estava en época de
reproduccio.
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Aixi doncs els controls en el segon experiment, per alguna rad tenen valors elevats de
comet, comparat amb el primer experiment, sigui per divisidé o dany, potser estan en estres en
la terra o hi ha algun factor que els afecta, com la composicié de la terra, pero si fos aquest
ultim, també¢ estarien influenciats per aixo d’alguna manera els cucs amputats ja que han estat
en el mateix tipus de terra, en temps similars. De tota manera, la utilitzacié d’aquesta terra
STD2, no explicaria la diferéncia que hi ha entre els valors dels tallats i els sencers, i ho
podriem interpretar doncs, degut a I’efecte de la regeneracid, major divisio cel-lular. Malgrat
tot el comentat sobre els possibles problemes en els controls, I’IC d’aquests, tant del primer
com del segon experiment €s inferior que en cucs tallats.

Cal comentar pero, que, per veure el factor d’influeéncia del tipus de terra utilitzada, es va
fer una altra prova més tard amb cucs sencers, un altre control, de repeticid, amb mostres de
preparat de la terra STD1, on es va mantenir els cucs tan sols dos dies en la terra preparada.
En aquest cas, pero, procedent 1’escor¢a de pi d’un altre sac, encara que de la mateixa marca,
i Pexperiment es va realitzar a diferents époques que el cas anterior. Es va obtenir uns valors
també¢ diferents, un valor de 42.72 + 5.57, valor també molt elevat, i superior al control del
primer experiment al que referim en aquest capitol (32.94 + 8.04; taula 3.1.13), i inclis més
elevat i tot que el valor de STD2 amb quinze dies d’exposicid en aquesta terra. Per tant,
segurament influeix molt el fet que portin poc temps en una terra, cal una habituacio al nou
sol, per les diferéncies en composicid, caracteristiques, entre d’altres. Com també pel fet que
pot haver un estrés al canviar de terra i causar un dany, o haver un creixement degut a la
matéria organica “nova” que pugui contenir, o al contingut bacteria, etc....Per tant considero
important el fet d’habituar els cucs a la terra durant un temps abans de 1’experiment. Encara
que si el que ens interessa, tal com en els capitols 1 1 2, sigui detectar el dany genotoxic
causat per alguna substancia toxica present al sol, que €s el que intentariem detectar, hi hauria
el problema del fet que, si es mantenen els cucs en aquesta terra poc temps, potser no
s’habituarien prou, i que mostrin valors elevats d’IC podrien ser simptomes d’estres, i no
degut a algun possible toxic. De tota manera si hi ha algun (geno)toxic, segons les
concentracions o la biodisponibilitat, pot ser que 1’afecti de seguida, es mori, o sigui en dosis
sub-letals i sobrevisqui, pero si no li agrada la terra pot estar un temps sense processar-la;
poden assimilar o no, i processar o no les possibles substancies toxiques i no detectar cap
efecte a llarg termini , o si, depenent de la substancia, de 1’especie, les condicions, i poden
recuperar-se de 1’efecte de la substancia nociva. Aixi si els tenim en més dies d’exposicio
també correm aquest risc de no detectar potser ja els efectes del toxic. Llavors si es vol fer
I’experiment amb poc temps d’exposicio, com 48 hores utilitzat per varis autors (Hooghe et
al. 1996; Salagovi¢ et al. 1996, tot i que aquest Gltim els exposa en unes terres contaminades
en les que ha fet una dilucié amb la terra en la que els havia aclimatat anteriorment els cucs
durant dues setmanes), i jo mateixa en el capitol de Dofiana, s’ha de tenir amb compte aquest
factor d’estres i d’habituacid. O sigui que la interpretaci6 pot ser complicada.
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En resum d’aquest apartat, es pot veure alguna diferéncia o intuir una certa influéncia per
part del que se suposa valors majors d’IC degut a la divisio cel-lular, i encetaria un cami per a
posteriors comprovacions. Pero amb la realitzacid d’aquests dos experiments nomeés, no es
pot dir clarament (tot i que continua intuint-se) que hi hagi una relacid entre la divisid
cel'lular i el major nombre de comets. Hauria estat convenient realitzar més proves amb la
utilitzacié de técniques per avaluar D’estat cel-lular de divisio (i fer un seguiment dels
periodes de regeneracid, per saber quan és actiu, quan hi ha una pausa, quan acaba, quan
comenga, etc..) per a una correcta comparacio amb els valors del comet test, per intentar
veure aquesta possible interferéncia de la divisi6 cel-lular amb els resultats del SCGE.

Algunes consideracions o comentaris:

- S’ha volgut fer un altre intent de comparacid, aquest cop ja no estadisticament sin6 sols
mirant els valors de les mitjanes entre aquests valors d’IC de la taula 3.1.16 d’aquest
capitol, i els valors de la taula 1.2.1 del capitol 1 (Cucs en terres de I’abocador) per veure
si son molt allunyats, o no, tot i que son diferents terres i aixo fa que la comparaci6é no
sigui correcte, ja que el tipus de sol 1 condicions poden influir molt en la situacid i estat
del cuc i per tant afectar el resultat del comet. Aixi doncs, si es poguessin comparar els
experiments sense tenir en compte que han estat exposats a diferents tipus de terres amb
diferents continguts de matéria organica i en diferents condicions, en diferents ¢poques, i
on hi ha la possibilitat d’estar exposats a toxics en el cas de I’abocador. Llavors tindriem
que:

En les zones considerades més contaminades de ’abocador els valors de la
mitjana d’IC son de 55,57.49 1 59, equivalents a un valor mig de 55 entre els quatre,
valors elevats respecte la zona control de Garraf i respecte els cucs exposats en terra
estandard STD1 (amb valors de 36). Aqui tindriem que els valors podrien ser una mica
inferiors en els cucs tallats als 10 i 30 dies (amb valors de 48 i 47 respectivament, taula
3.1.16) que en les mostres de les zones afectades per I’abocador. Mentre que el valor per
a cucs tallats als cinc dies donaria molt més alt que les zones contaminades inclus. Cal
pero dir dues coses al respecte: primer, que I’IC de la terra estandard STD2 on estaven en
el segon experiment, els tallats a 5 1 10 dies i controls de STD2, va donar ja un valor
major que els controls de Garraf i els de STD1, partim doncs de la base alta de nivell
basal d’IC, a més de tenir en compte que el nombre d’individus és molt petit. Tanmateix
hem de tenir en compte el que he comentat abans, hi ha diferents condicions, époques,
terres, etc..., que ens poden fer variar justament aquests valors i fa que no siguin massa
comparables. Pero realment tampoc tenim clar que la divisié cel-lular pugui influenciar
tant en els resultats del comet, pels resultats i comentaris d’altres autors (Olive & Banath,
1993; Salagovié et al. 1997; Villani et al.2000), encara que en aquest apartat i els
anteriors semblaria que hi ha influéncia, perd tampoc molt clara o evident, ni molt
marcada, caldria fer més proves i repeticions, de tota manera sembla ser que si fa
augmentar el valor basal d’IC, aixi doncs, caldria tenir-ho en compte en la interpretacio
dels resultats.
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Encara que sigui un test molt sensible, no sabem fins a quin punt detecta en
I’ambient la quantitat de (geno)toxic, ni en la concentracid, semblaria que al mirar la
contaminacié en el medi ambient causada per un abocador, no pot ser massa elevada
segons com, degut a factors de dilucio, pero si fins al punt de ser detectada com sembla
amb els resultats obtinguts en el capitol 1, pero llavors, aquest valor pot superar a la
possible interferéncia per la divisio cel-lular?. Depén de la concentracid, de com afecti, i
de la divisi6 cel-lular a quin nivell interfereixi també. Perd tot aixd son només
especulacions del que podria ser. Caldria estudis més profunds del tema, és molt
complex, 1 hi ha molts factors que hi influeixen i intervenen. Només he volgut fer una
hipotética comparacid per veure el que pot influenciar o no en les mostres avaluades per
aquesta teécnica.

3.1.4.2.e. Conclusions:

1. En el segon experiment obtenim majors valors de comet per als cucs tallats al cap de cinc
i deu dies que per als controls.

2. Si comparem amb els resultats del primer experiment, malgrat estar en diferents mostres
de sol, podem observar que els valors del comet test van de major a menor en: tallats al
cap de Sdies >10 dies >30 dies > control en STD2> control en STD1. Podriem doncs
atribuir aquests valors a la divisi6 cel-lular durant la regeneracid, aixi el comet test podria
detectar superiors valors basals d’IC que caldria tenir en compte en la interpretacio dels
resultats.

3. Haguera estat necessari o interessant, utilitzar alguna técnica de mesura de ’estat de
divisio cel-lular en aquests individus en que suposavem que estaven en regeneracio, per a
poder comparar amb els resultats del comet test.

3.1.4.b. Conclusions generals per als dos experiments:

Aquests petits experiments, podrien, com els anteriors realitzats, indicar-nos d’alguna manera la

possibilitat de que la divisié cel-lular influeixi en els resultats del comet test, donant un valor
afegit basal, que es podria interpretar com a fals positiu de dany al DNA, fent d’aquesta manera
que s’hagi de tenir en compte a I’hora d’interpretar els resultats quan s’utilitza aquesta técnica en
tipus cel-lulars que no siguin quiescents.
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3.1.B. Conclusions generals de tot I’apartat de divisio cel-lular.

l.

En els diversos experiments i proves realitzats en aquest capitol, tan in vivo com in vitro,
malgrat els problemes que hi ha hagut en les proves, i ser només petits experiments en els
que en molts casos hauria estat d’interés reforcar-los amb altres técniques per a
I’avaluacio de ’estat cel-lular, es pot intuir d’alguna manera una possible interferéncia de
la divisio cel-lular en els resultats del comet test. Continua, perd, essent un tema no aclarit
del tot avui dia, i faltaria encara dedicar-hi alguns estudis.

Aixi doncs, malgrat tota aquesta possible influéncia, es continua utilitzant el Comet test
en diferents tipus cel-lulars, per diferents tipus d’avaluacions del dany al DNA causat per
diverses substancies, en estudis de reparacid, etc...indicant que no afectaria d’una manera
molt acusada i que llavors, tan sols cal tenir-la en compte en la interpretacié dels
resultats, 1 ens segons quins casos.
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e 3.2. Apoptosi- Necrosi- Comet Test

Estudi de la possible interferéncia en la mesura pel comet test, de les formes de cel-lules en
apoptosi, i/0 necrosi. | avaluaci6 de les possibles imatges que podrien donar aquestes fases
en el procés del SCGE.

3.2.A. Introduccio:

Durant el procés de mort cel-lular, sigui per apoptosi o necrosi, es dona una fragmentacio del
DNA en algun moment. Pel que es coneix del mecanisme del Comet test, es podria relacionar un
augment de la migracid del DNA causat per la formacid6 de DSB (double strand breaks,
trencaments de cadena doble) durant la degradacié del DNA per algun d’aquests dos tipus de
mort cel-lular.(Tice et al.,2000).

Actualment encara €és un tema en discussio les possibles imatges que poden donar les
formes apoptotiques en la realitzacido del Comet test, ja que si es detecten aquestes formes per
aquest metode, aixo podria portar a una interpretaci6 diferent dels resultats. Aquesta citotoxicitat,
podria ser un factor d’ interferéncia en estudis realitzats per aquesta técnica per a determinar la
genotoxicitat d’algunes substancies. Aixi mateix pero, també podria ser utilitzada per altres tipus
d’analisi en el que s’utilitzés 1’apoptosi com a centre de 1’estudi, pel seguiment del tractament
d’un tumor per exemple.

En la discussio de les formes considerades com a resultat de 1’apoptosi o necrosi: mentre
que per alguns autors no compten les imatges que s’anomenen com a nuvol (clouds; Pitarque et
al. 1999b, DaSilva 2000) on només és observable la cua, no el cap, tot el DNA esta ala cuaies
veu una imatge com a pols, o les imatge d’eri¢d (hedgehogs com comenten altres, Tice, et
al.,2000; o ghosts cells com en diu Choucroun et al.2001, entre d’altres), imatges amb un cap
molt petit 1 una cua ampla i difuminada, separada del cap, considerant aquestes formes com a
cel-lules en apoptosi, o considerant totes aquestes imatges com a cel-lules no viables, i no
comptant-les ( hi ha una comparacio feta per Bock et al.1999, on fa servir un sistema d’avaluacié
de la viabilitat cel-lular amb bromur d’etidi, on el percentatge de cél-lules no viables es
corresponia amb el percentatge d’aquestes imatges, que ell anomena balloon shaped tail,
donades per al comet test, en una versido una mica modificada). Aquestes imatges podrien ser
interpretades com a una interferéncia en els resultats dels estudis de valoracié de genotoxicitat
causada per alguna substancia, altres autors pero, si les compten, considerant-les com a imatges
d’apoptosi (Olive et al. 1993, Tebbs et al.1999). Aixi com per a la necrosi indicarien unes
imatges de comets amb cues estretes de diverses longituds, dificils de diferenciar de les imatges
de comet causades per una substancia conegudament causant de dany genotoxic (Tice et al.,
2000), tot i que no queda massa clara aquesta caracteritzacid de les imatges, continua la discussio
per varis autors. Tice et al.(2000) comenten que aquestes imatges tipiques d’eri¢d es troben
també després d’elevades dosis de radiacié gamma, on 1’apoptosi no és possible, i les mostres
eren processades immediatament després de la irradiacid. Alguns autors consideren que les




Capitol 3: Avaluacio de la tecnica 152

imatges de cel-lules apoptotiques (en estadis avangats sobretot) i necrotiques, no es veurien
perque migraria el DNA fora del gel del portaobjectes, es perdrien en forma de petits fragments
de baix pes molecular durant I’electroforesi i no es veurien, (Collins, comunicacié personal,
Tebbs et al.1999; Tice et al.2000) segons Marsteinstredet (1997), aixo podria fer baixar el
nombre de comets que es detectarien, i per tant no seria el SCGE un assaig apropiat per a
quantificar de manera acurada apoptosis (Tebbs, et al.1999).Mentre que Olive et al.(1993), (on
utilitzen el comet per mesurar apoptosis), indiquen que aix0 passaria als ultims estadis de
I’apoptosi, on, degut a la gran fragmentacié del DNA, els comets apoptotics serien dificils de
diferenciar del background de petits fragments de DNA. Aixi, com ja s’ha dit, alguns cientifics
fan servir el comet com a mesura de les apoptosi causades per substancies inductores d’aquesta
(Krown K.A. et al.,1996; Nelms et al.1997, Olive et al.1993 entre d’altres), acceptant aquestes
imatges que podem descriure com de cap petit i cua ampla amb pols intensament tenyida (o amb
un cap remanent en forma d’agulla desconnectat de la cua inflada com anomena Krown et
al.1996, en que considera atribuible aquesta forma, a trencaments de doble cadena tipics en
I’apoptosi, diferenciable de les formes de comet causades per necrosi o per un agent genotoxic,
que induirien trencaments de cadena senzilla i s’observaria imatges de cues petites, amb la
majoria de DNA no fragmentat que quedaria al nucli) com a les formes apoptotiques. Si bé que,
cal tenir en compte que hi ha varis estadis d’apoptosi, i €s possible que es detectessin els primers
estadis 1 no els ultims, perque la gran fragmentacio faria perdre aquestes imatges al passar
I’electroforesi. Perd mai utilitzen aquest metode sol de mesura de I’apoptosi, ja que com a tot
procés biologic, és complicat, i cal fer mesures de diverses técniques, mai €s suficient, o prou
indicada, una de sola.

Un altre tema discutible, €s el parametre del comet per a mesurar aquestes possibles
formes; ja he comentat durant tot el transcurs de la tesi, que hi ha discussions encara sobre quin
seria el millor parametre de mesura per aquesta técnica, i sembla ser que podria variar segons els
cas, essent millor un que altre. D’entre els autors que utilitzen el SCGE per valorar el dany al
DNA causat per substancies que indueixin apoptosi, (Marsteinstredel et al.1997; Gopalakrisma
& Khar,1995) observen la longitud de la cua i el 7ail Moment, que els mostraria una disminucio
del nombre de comets per la perdua de les imatges de cua al augmentar la fragmentaci6é del DNA
deguda a les formes apoptotiques. Alguns utilitzen el Tail Length(longitud de la cua) sol,
(Delaney et al.,1997), ja que és un sistema senzill on la quantitat de DNA que migra depen del
nombre de trencaments i de la mida d’aquests. Tot i que com comenten Fairbairn &
O’Neill,1995; Fairbairn et al.1996, Nelms et al.(1997) i Krown et al.(1996) , encara que el Tail
Length sol podria ser un indicador suficient del dany al DNA, no és el millor factor ja que arriba
un moment en que no augmenta més la longitud, mentre pot haver encara un moviment del DNA
en la cua, per aixo proposen millor utilitzar la mesura del Tail Moment que combina dos valors,
(seria el producte del Tail Length, longitud de la cua, per la quantitat de DNA a la cua mesurat
per la intensitat de fluorescéncia), mentre altres autors consideren insuficient la mesura del 7ail
Moment sol, 1 recomanen acompanyar-la de la longitud de la cua i la quantitat de DNA migrat
(Tice et al.2000). Tots aquests autors fan servir altres técniques per a mesurar les apoptosis i
comparar-les amb els resultats del comet test. En alguns casos pero, n’hi ha que utilitzen aquest
meétode per quantificar apoptosi directament, utilitzant el Tail Moment per identificar aquestes
formes i diferenciar-les de les necrosis (Krown et al.,1996, que utilitza una versié modificada del
Comet Test, Fairbairn et al.1996) mentre altres utilitzen la longitud de la cua (7ail lengh,
Fairbairn.& O’Neill 1995, perd no és facil discriminar entre cel-lules en apoptosi i en necrosi
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(Fairbairn & O’Neill,1995;Sgonc & Gruber,1998), i les conformacions del DNA afectarien la
seva migracid, cosa que complicaria I’analisi; per la mesura de la longitud de la cua, troben que
pot ser confos, i es prefereix el TM, que pot caracteritzar millor les diferents cel-lules (Fairbairn
& O’Neill, 1995; Fairbairn et al.1996). Varis dels que utilitzen doncs, el TM per aquest proposit,
estableixen intervals de dany per aquest, en relacid a altres sistemes de mesura per a identificar
les formes apoptotiques, i les altres imatges de cometes. Per altra banda, aixi com alguns
d’aquests autors la consideren bona técnica per aquesta mesura per a la deteccid en primers
estadis d’apoptosi els quals no son detectats per diverses téncniques com la citofluorometria de
flux, altres creuen que hi ha molts altres tipus de metodologies més adequades, 1 especifiques per
a la detecci6 de les formes apoptotiques i necrotiques, en que a més, no cal ser sistemes d’analisi
quantitatius com el SCGE que comporta un sistema d’analisi d’imatges i es requereix molt
temps.

Seguint amb la discussio, Speit & Hartmann(1999), indiquen que el comet test no ha estat
encara suficientment validat i pot ser sensible a la mort cel-lular no genotoxica. Comenten que
les dades suggereixen que les cél-lules apoptotiques o les necrotiques poden tenir una certa
imatge al microscopi, com per exemple, la ja comentada, en la que no hi ha caps i tot el DNA
esta a la cua. I aixi, diuen que per I’avaluacié dels efectes genotoxics, €s recomanable tenir en
compte aquestes cel-lules perdo excloure-les de 1’avaluacié sota el principi que representen
cel-lules mortes. En un estudi més recent Hartmann et al. (2001b), anomena a aquestes formes
NDCN (non-detectable cell nuclei) 1 les utilitza per a tenir informacid de la citotoxicitat,(ja que
ha considerat que pel comet test es pot detectar les cél-lules mortes o que s’estan morint per
aquesta morfologia, comptant-les no pel sistema informatic d’analisi d’imatges pel SCGE que no
¢s prou sensible, sind de manera visual, igualment com fa Turner et al.,(2001), seria la forma de
DNA fragmentat sense nucli, i les descarta pels comptatges en quan a I’avaluacié de la
genotoxicitat dels productes testats), pero indica que no s’ha d’utilitzar sols aquesta mesura de
NDCN, ja que la fragmentacié de la cromatina pot ser deguda a mort cel-lular o a una accid
genotoxica. I en el seu estudi considera que el SCGE no és propens a falsos positius (donats per
la citotoxicitat) en les condicions i tipus cel-lular que ha utilitzat, (V79 hamster xines i leucocits
humans, on la fragmentacié del DNA induida per citotoxicitat no porta a un valor elevat de DNA
migrat mesurat pel SCGE, perd també indica que el comportament d’altres tipus cel-lulars pot ser
diferent, com el cas de 7K6 human lymphoblastoid cells 1 limfocits de ratolins, en que una
substancia no genotoxica a concentracions citotoxiques poden induir una migracié del DNA).
Mentre que altres autors troben important la identificacié d’aquestes formes apoptotiques pel
comet test, 1 la rapidesa de realitzacio de la técnica, que podria ajudar en estudis de seguiment
del tractament de tumors (Olive et al.,1993), ja que la induccié d’apoptosi, €s essencial en la
terapia de varies cancers i altres malalties. Moller et al.(2000), pero, parla que és discutible que
les cel-lules apoptotiques puguin ser distingides per un tipus d’imatge especial per al comet test
(com la que comenten d’un cap petit i una llarga cua, normalment de valor de DNA a la cua de >
del 90%). Roser et al. (2001), en canvi, indiquen que pel seu experiment, 1’apoptosi no necessita
estar correlacionada o coincidir amb el dany al DNA induit per substancies genotoxiques en el
SCGE. Segons Choucroun et al. (2001), no troba relaci6 de les imatges de ghost (cap petit i cua
ampla, cel-lules altament danyades), amb les cel-lules mortes ni en apoptosi, a diferéncia d’altres
treballs, perd si que troba relacié de I’increment de 1’apoptosi amb un augment de TM, Tail
lenght, 1 Tail DNA, en les mostres on exclou les formes ghost, (formes que considera més en
estat de cel-lula morta), aixi doncs, segons ells, en estat d’apoptosi es pot trobar cel-lules amb la
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forma que correspon a dany moderat de DNA, (en el nostre cas en diriem, b,c,d,e), llavors no es
pot distingir les formes causades per apoptosi de les causades per genotoxicitat, i aquest test no
seria interpretat com un test de genotoxicitat. Mentre que Marsteinstredet et al.(1997); Hartmann
et al.(2001b), Roser et al.(2001), consideren que les cel-lules en apoptosi no sén necessariament
un factor de confusioé pels assajos de genotoxicitat d’aquesta técnica. D’aquesta manera podem
veure com encara hi ha una discussi6 entre els diferents autors , en saber realment si aquestes
imatges amb cap petit i cua ampla, i les que no tenen cap, corresponen a imatges apoptotiques i/0
a cel-lules mortes, respectivament, o justament aquestes imatges en apopotosi no s’arribarien a
veure amb aquesta técnica.

S’han realitzat estudis sobre la possible distinci6 entre les dues formes de mort cel-lular
(apoptosi-necrosi) induides per substancies quimiques o per canvis de temperatura als cultius
cel-lulars, 1 coneixent en cada cas quin tipus de mort es donava, mesurada per altres
metodologies 1 comparant amb les formes obtingudes per al Comet Test, Fairbairn D.W. et al.
(1995,1996), i utilitzant els parametres de la longitud de la cua i el Tail Moment, per a mesurar
les diferéncies. Considerant també la forma que ja he comentat anteriorment com a apoptotica
mentre que per a la necrosi mostraria una forma de cap amb cua normal i més dificil de
diferenciar d’un estadi de dany causat en una cé¢l-lula viva i no en estat de necrosi. Una altra
discussio per tant seria les formes necrotiques, 1’altra tipus de mort cel-lular, quin tipus de forma
tindria les imatges del comet?. I també hauriem de tenir amb compte que els estadis d’apoptosis
poden acabar secundariament en necrosi (Olive & Banath,1995). Cal pero, recordar que el procés
d’apoptosi és un procés complex [4] , en el que gran part €s desconegut, i pot variar segons sigui
induit de manera natural o per xenobiotics quimicament o també fisicament (i pels diferents tipus
de substancies que induirien de manera diversa aquest tipus de mort cel-lular).

Aixi doncs, com ja he comentat, encara avui dia hi ha discussions sobre el tema, en
treballs més recents, com Choucroun et al.(2001), i Roser et al.(2001), entre d’altres, no
coincideixen a dir si realment la apoptosi seria un terme d’interferéncia en I’estudi de 1’avaluacio
de la genotoxicitat de determinades substancies a partir del comet test, i si es pot utilitzar doncs
per aquests tipus d’experiments o no.

La mort cel-lular és una part important del cicle cel-lular, quan la c¢l-lula ja no pot
continuar mantenint una activitat després de tot un cicle, mor. Es pot distingir pero,
morfologicament, bioquimicament i molecularment una série de fets que permeten discernir dos
tipus basics de mort cel-lular: Necrosi i apoptosi. Mentre els mecanismes del primer son coneguts
des de fa temps, la complexitat dels mecanismes de 1’apoptosi , fa que encara sigui tema d’estudi
actualment.

L’apoptosi es podria dir que és un tipus de “mort cel-lular programada”, ja que sembla ser
que la cel-lula té una mena de programa geneétic intern que serviria per a destruir-la quan calgués;
es podria considerar 1’apoptosi com un antagonista de la divisio cel-lular, mantenint un nombre
constant de cél-lules en teixits i organs, i ajudant a eliminar cél-lules danyades o supérflues
(Roser et al., 2001); aixi I’apoptosi, es donaria també durant la divisio cel-lular quan el DNA que
es va a replicar presenta aberracions, com unions incorrectes entre bases, o estructures anomales
induides per agents quimics que s’han intercalat entre les cadenes, o trencaments,
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etc..(Muoz,1997); es dona també de manera normal durant I’embriogenesi, el desenvolupament
1 maduracid del sistema immune, i com ja he comentat, en el manteniment homeostatic dels
organs i teixits (Fairbairn et al.1996). Encara que 1’s d’aquest terme de “mort programada” no
seria del tot adequat, ja que hi ha moltes substancies que poden induir aquest tipus de mort (com
determinats xenobiotics, que inclouria des de substancies quimiques, com drogues, a factors
fisics, dels que n’hi hauria que serien beneficiosos mentre altres serien perjudicials per
I’organisme. (Rudolf et al.2000a). Una desregulacio de 1’apoptosi, pot provocar la seva
contribucié a serioses enfermetats, (neurodegeneratives, sindromes autoimmunes, cancers),
Florent el al.(1999).

Mentre que la necrosi es podria considerar que és una mort més directa, més rapida
després de dany cel-lular i1 sever causat per un toxic, I’apoptosi es consideraria més indirecta, més
lenta en el temps, les cel-lules moren al cap d’hores o dies després de la iniciacid del dany.
Segons les concentracions d’algunes substancies donarien un tipus de mort o 1’altre, en dosis
elevades i més severes causarien les necrosis. (Cervinka & Piza,1995).

Cal conéixer una mica les diferéncies morfologiques que es donen en els dos casos de
mort cel-lular, per apoptosi o necrosi:

En el cas de I’apoptosi es pot observar un canvi en la forma de la cél-lula, s’arrodoneix, hi
ha una disminucié de I’adheréncia cel-lular i1 dels contactes intercel-lulars, sofreix canvis en la
superficie cel-lular, les membranes formen circumvolucions, disminueix la mida de la cél-lula
(reduccid del volum cel-lular), hi ha una condensacié del citoplasma (on, en ocasions, es dona un
augment de vacuoles), es produeix una condensacié de la cromatina que queda en forma de
taques uniformes i compactes situades als marges de la membrana nuclear. Fragmentaci6 del
nucli i del DNA en fragments nucleosomals multiples de 180 a 200bp (Olive & banath,1995;
Kaeck et al.,1993; Krishna et al.1995; Nelms el al.1997; Marecova et al.2000; Singh 2000),degut
a I’accio de proteases i nucleases, (tot i que hi ha casos en que no es donen els tipics passos per a
I’apoptosi, i per exemple no es dona aquesta fragmentacié del DNA o en el cas que es dona
apoptosi en cel-lules anucleades, Marekova et al.,2000). Aparici6 de protuberancies a la
membrana, que a vegades acaben separant-se i formant els cossos apoptotics al voltant de la
cél-lula, que in vivo serien fagocitats de seguida per les cél-lules adjacents en el cas de teixits, i
per macrofags, (Tomei & Cope, 1991; Sgonc & Gruber ,1998; Eizirik & Hoorens ,1999; Rudolf
et al.,2000a; Marekova et al., 2000; Nagata, 2000). Hi ha una gran preservacié de molts organuls
fins a les fases finals (Mufioz,1997).

Necrosi: es dona un arrodoniment de la cél-lula, una inflamacié dels organuls
(mitocondries). Tot i que pot haver una condensacié de cromatina, la densitat de les masses no
son tan uniformes com en el cas de 1’apoptosi, son unes agrupacions de masses mal definides i
grans. Hi ha una formacio de protuberancies enormes que acaben en un trencament de la
membrana i la desintegracié de la cel-lula (Cervinka & Puiza, 1995; Tomei &Cope 1991, Eizirik
& Hoorens,1999), amb la sortida de tot el material citoplasmatic, causant, in vivo, una resposta
inflamatoria (Fairbairn et al.,1996). En el cas de la necrosi primer hi ha una alteraciéo de la
permeabilitat de la membrana i després la degradacié del DNA, a diferéncia de 1’apoptosi on es
déna primer la degradacio del DNA (Olive et al.1993, Fairbairn el al.1996) 1 aixo fa que
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s’obtinguin imatges diferents a les apoptotiques quan es fa servir un tipus de teécnica de tincid
(com el bromur d’etidi i taronja d’acridina o #rypan blue o altres tipus de colorants), o en altres
técniques que es poden utilitzar per la mesura de les formes apoptotiques, com la citometria de
flux, etc...

Una de les diferéncies majors in vivo, €s que les cél-lules en apoptosi son fagocitades de
seguida evitant cap dany a les cél-lules del voltant, (no hi ha expulsié del material citoplasmatic a
I’exterior), evitant la reacci6 inflamatoria del teixit mentre que en la necrosi hi ha una lisi
cel-lular, on hi ha enzims proteolitics i1 altres productes que surten i danyen les cél-lules del
voltant (Granchi et al. 1998, Nagata 2000), i on €s evident la resposta inflamatoria.

En aquest capitol es pretén fer I’estudi seglient:

Exposar les cel-lules Hep2 (linia cel-lular establerta a partir de: Human epidermoid
carcinoma of the larynx) a una substancia que induis apoptosi i no fos genotoxica per poder
relacionar amb els valors obtinguts per 1’assaig del cometa. Es volia veure si realment pot haver
una relacio o deteccidé de les formes apoptotiques amb els valors més elevats de nombre de
comets (amb els parametres de mesura del dany al DNA, com I’index IC, i el % Tail DNA),
intentant que fos una substancia no genotoxica per evitar la interferéncia dels valors del dany al
DNA degut a les mutacions causades pel genotoxic. Es va escollir I’etanol a una concentracio de
3% per a la inducci6 d’apoptosi (Marekova et al.,2000). Aixi com també es pretenia obtenir
imatges que ens poguessin indicar si hi havia algun valor o tipus d’imatge que es pogués atribuir
a les formes d’apoptosi per a treure la possible interferéncia que suposaria 1’efecte de 1’apoptosi
a I’hora de detectar la genotoxicitat d’una substancia. El mateix es va voler fer per una
substancia que induis necrosi, i també veure si es podia establir alguna forma o parametre que
pogués diferenciar 1’estat de la necrosi de la d’apoptosi, i de la tipica de trencament de DNA
causat per una mutacié donada per I’exposicié d’una substancia genotoxica. Es va escollir doncs
el Tween 20 (polyoxyethylenesorbitan monolaurate, sovint utilitzat en laboratoris bioquimics
com a detergent no ionic, o essent usat normalment com un estandard de toxicitat en estudis de
valoracid de citotoxicitat), es comporta com a inductor de necrosis a concentracions superiors a
0.64mg/ml, segons Cervinka M.& Puza V. (1995). Al mateix temps es va voler repetir
I’experiment amb una substancia (etoposide) conegudament genotoxica que indueix apoptosis,
per comparar les formes 1 parametres amb els obtinguts per les proves amb I’etanol (inductor
d’apoptosi no genotoxic a determinades concentracions).
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3.2.B. Material i Métodes:

Es van realitzar les proves segiients:

¢3.2.1. Les cel-lules Hep2 ( Human laryngeal cell line), venen també d’una linia
tumoral, aixi es va establir una primera prova de la mesura de dany basal. Es va
comprovar que era baix, no interferiria en els resultats ni caldria afegir un factor de
correccio, es podia utilitzar doncs, les Hep?2 cells en aquests tipus d’estudi.

A partir d’aqui es va realitzar un seguit de proves amb les cel-lules exposades a diferents
concentracions en varis intervals, de diverses substancies:

Les cel-lules Hep 2, del passatge 230, es sembraven en plaques de petri amb una
suspensi6 de 1.3ml de cél-lules i 3.7ml de medi DMEM suplementat amb el 10% de sérum (BS).
Es mantenia el cultiu durant unes 24h a 37°C i 5%CO, per a permetre el creixement de les
cel-lules i llavors es canviava el medi, es rentaven lleugerament les cel-lules amb medi nou, per a
poder treure les cel-lules que estarien mortes, haurien quedat flotant a la superficie del medi.
S’afegia medi nou amb la diluci6 de la substancia a la que es volia exposar les cél-lules, Sml per
placa, i es mantenien a la incubadora a 37°C durant els intervals de temps establerts per a cada
experiment.

43.2.2. Per a veure la concentracié que es podia utilitzar per induir apoptosi amb etanol,
es va fer un seguiment a diferents intervals de temps. Es van fer dilucions
d’etanol 96% amb el medi de cultiu DMEM amb 10% de BS (sérum bovi), fins
a obtenir les concentracions de 1,3,6,9,12,15,18,i 21%, i es van fer les
observacions als intervals de 2, 5,7,11,13 hores.

El manteniment del cultiu i la preparacié es va realitzar de la mateixa manera
per a tots els experiments realitzats.

43.2.3. A partir de la prova anterior, es va realitzar un experiment a la concentracié del
3% d’etanol 96%, en els intervals de 0,3,6,9 hores i un control a les Oh. Es va
dur a terme una observacio visual de la morfologia, i la realitzacié del comet
test, per a poder fer una primera comparacio.

Obtenciod de les cel-lules Hep2 per al Comet Test: després de recuperar les cel-lules amb
un raspat en la placa amb una espatula i resuspendre les cel-lules en medi, centrifugar 5 minuts a
1000 rpm, i fer un rentat amb 1ml de PBS (1%) amb Ca*" i Mg®" , centrifugar 5 minuts a 1000
rpm i resuspendre en 1 ml de PBS, mantenint-lo en gel durant uns minuts fins a la realitzaci6 de
les capes d’agarosa.
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43.2.4. Aquest experiment va constar de quatres parts:

3.2.4.a. Realitzacié d’una comparaci6 entre el meétode morfologic per a reconcixer
I’estat de les cel-lules durant el procés (ja que és possible distingir tipus
caracteristics de mort cel-lular in vitro per criteris morfologics ,Cervinka M.,
Piza V,1995; encara que no ¢€s suficient un sol metode per a identificar la
mort cel-lular per apoptosi, Marekova et al.2000).

3.2.4.b. La gravacio en video del procés durant 24 hores (aquest meétode anomenat
time-lapse cimenatographic recording, consisteix en un microscopi invertit
Olympus IMT-2, equipat amb un condensador de llarga distancia de
d’enfocament, un objectiu de contrast de fases de 20x, el microscopi esta
connectat a un aparell de video Mitsubishi HS-S5600, i al mateix temps hi
ha instal-lat al microscopi una camera fotografica Mitsubishi CCD-100E,
podent recollir microfotografies 1 imatges en video simultaniament. El
microscopi esta situat en una cambra mantinguda en calor, el microscopi
disposa d’una cambra de cultiu incorporada per a mantenir la incubacio a
37°C. La gravacio es duu a terme en modus 480, amb un factor d’alentiment
de 160. El temps d’exposicid per a la gravacio €s en intervals d’un segon
cada dos minuts; (Cervinka M., Puza V,1995; Rudolf et al.2000a,b).

Per aquesta prova es va sembrar en una placa cel-lules exposades a la
diluci6 del 3% d’etanol amb serum que es van col-locar uns 20 minuts a la
incubadora per permetre que s’adherissin les cél-lules a la placa, i llavors es
van posar a la cambra del microscopi a 37°C per a continuar la incubacio,
que es seguia de manera continuada per 1’observacié amb el microscopi i la
gravacié en video a intervals de temps curts, 1 es treien fotografies de 1’estat
de les cél-lules a diferents hores.

3.2.4.c. El comet test en les cel-lules Hep2 exposades a 3% d’etanol per als
diferents intervals de 3,6,9,15,24 hores.

3.2.4.d. El comptatge de figures apoptotiques i necrotiques amb la técnica de la
tincio de taronja d’acridina-bromur d’etidi (Schwartz LM & Osborne
BA,1995). En el mateix tipus cel-lular Hep2, exposat a 3% d’etanol en els
intervals de 3,6,9,15,24 1 un control hores. L’etanol a aquesta concentracio
produiria majoritariament formes apoptotiques, essent no genotoxica a
aquesta concentracid, aix0 ens permetria veure la quantitat de cel-lules en
aquest estat i correlacionar-ho amb els resultats obtinguts per al comet test.
Veure si son detectables aquestes formes, i si €s aixi, quina imatge
adoptarien les cel-lules en aquest estat visualitzades amb el comet test, per a
poder diferenciar de les formes de dany al DNA causades per una substancia
genotoxica 1 establir, si es pot, algun tipus de caracteristica que les
discerneixi, per a no interpretar erroniament els resultats donats pel SCGE
quan s’exposen les cel-lules a genotoxics, o per poder utilitzar-la com a
técnica per a deteccié d’aquest estadi de mort cel-lular.
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43.2.5. Aixi doncs, seguint I’experiment anterior, aquest cop per establir una relacid
entre els resultats de técniques que mesuren necrosis amb el comet test, es volia
investigar si realment el SCGE detectaria aquests tipus d’estadi, i si és aixi,
intentar esbrinar la imatge que donarien, si es pot diferenciar d’alguna manera
amb les formes que s’obtindrien possiblement per apoptosi, i les formes que
s’obtenen quan hi ha dany al DNA del tipus mutacio clastogena causada per una
substancia genotoxica. Per a I’observacido de les figures necrotiques es va
exposar a les cél-lules a una concentracié de Tween 20 de 1.28mg/ml coneguda
de causar formes de mort cel-lular per necrosi (Cervinka M., Ptiza V. 1995), en
els intervals de 3,6,9,15,24 hores i1 un control.

3.2.5.a.Es va fer una observacio visual.
3.2.5.b.Comptatge per a la tincié de bromur d’etidi-taronja d’acridina.

3.2.5.c.Comet test. Per a poder correlacionar els resultats del comet test amb el
nombre de cél-lules en necrosi, si és que realment hi ha una deteccid
d’aquest estadi pel test. E1 Tween 20 (a partir d’una solucio de 3.2g/50ml en
PBS amb ions) es diluia amb medi DMEM (amb 10% de BS) fins
aconseguir la concentraci6 final de 1.28mg/ml.

43.2.6. Seguint els tipus d’experiments anteriors, es volia realitzar el mateix tipus de
prova en cel-lules Hep 2, per a una substancia conegudament genotoxica i
causant d’apoptosi a determinades concentracions, com seria el cas de
I’etoposide (que bloqueja la topoisomerasa II). Es van realitzar proves a
concentracions de 2.5,5,10,20,40,80ug/ml, i es van extreure les cel-lules per al
seu procesament a 1’interval de 3h després del tractament.

L’Etoposide en solucio estoc de 20mg/ml es va diluir amb medi DMEM amb el
10% de BS (sérum bovi), fins aconseguir les concentracions d’experimentacio.
Es va dur a terme el Comet test tal com esta explicat pels apartats anteriors.

Aquests experiments es van realitzar en col-laboracié6 amb el departament de Biologia de la
facultat de medecina de Hradec Kralové (Dr.E.Rudolf), i amb el laboratori del departament de
Toxicologia de 1’Académia Meédica Militar Purkinje de Hradec Kralové (Dr.R.Stétina).
Republica Txeca. Actualment s’estan continuant aquests experiments .
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eProtocol Comet assay:

- En portaobjectes normals, préviament preparats amb una capa d’agarosa assecada a
I’estufa per a fer de base d’adherencia de les segiients capes d’agarosa (per a substituir
I’Gs de portaobjectes rugosos):

- Es fa una primera capa de 85ul d’agarosa de punt de fusié normal a 1’1%.

- Es fa una segona capa de 85ul de la barreja d’agarosa LMP mantinguda a 37°C amb els
35ul de la suspensio cel-lular (d’entre 5x10°cél./ml -10 ¢ cél-lules /ml)

- Lisi de les membranes cel-lulars, durant un periode d’entre 1 1 3-4 hores. Liquid de lisi

(sense DMSO,[*]). Aquest cop es va haver de guardar algunes mostres en aquesta solucio
una mica més d’una hora (que era el temps normal de sempre), per a poder esperar varis
intervals de temps de les cel-lules i processar per al comet test diverses mostres alhora, i
no fer una electroforesi per a cada interval de temps. Mai van estar més de sis hores, tot i
que en alguns dels articles diuen poden estar fins a dotze hores, encara que alguns ho
tenen fins a dues setmanes (Silva et al.2000), com ja havia comentat anteriorment.
[*]: En les variacions de la técnica que he comentat en capitols anteriors, hi afegiré, (a
més del temps de lisi, que en aquest cas €s superior a les anteriors vegades), la preparacio
de la solucié de lisi: mentre alguns autors fan servir N-lauroylsarcosine en la solucié de
lisi, altres no, (com en el nostre cas), i McKelvey-Martin et al.(1993) comentaven que no
era necessari. Hi ha diverses variacions segons els autors. Amb el DMSO, passa el mateix
que pel cas comentat, mentre alguns autors el fan servir, altres no. El DMSO seria, tal
com indica Tice et al.(2000), per prevenir la induccié de radicals al DNA degut a
I’alliberacié de ferro dels eritrocits presents en mostres de sang i d’altres teixits durant la
lisi, actuaria doncs com a radical scavenger (evitant dany oxidatiu), i llavors no seria
necessari segons les mostres, molts autors ja no el fan servir, i en aquest cas, no s’ha
utilitzat.

- Desenrotllament en solucio per a electroforesi durant 40 minuts en fred.

- Electroforesi durant 30 minuts a 25 Vi 0.3 A. en fred.

- Tres rentats de cinc minuts en tamp6 Tris.

- Quan I’observaci6é al microscopi de fluoresceéncia es realitzava al moment, es feia la
tincid6 amb 20ul bromur d’etidi per a ser seguidament observat al microscopi. Per a les
mostres que no es va poder fer els comptatges al moment, es van guardar, a diferéncia de
les vegades anteriors que es guardaven els portaobjectes en caixes horitzontals humides i
tapades per evitar que entrés la llum a la nevera un cop tenyits; en aquest cas es fa:
després dels tres rentats amb el tampo de neutralitzacid Tris, un rentat amb aigua
destil-lada durant cinc minuts, i es deixen assecar els portaobjectes a temperatura
ambient, es poden guardar mesos aixi en caixes normals per a guardar portaobjectes. El
dia del seu s, per a I’observacié de les mostres al microscopi de fluorescéncia , es posen
els portaobjectes durant uns deu minuts en aigua destil-lada per rehidratar les mostres i es
passen a tenyir amb els 20ul de bromur d’etidi.

Aquest sistema per a guardar les mostres €s millor que els anteriors utilitzats (com
guardar en una caixa humida a la nevera), ja que es poden conservar millor les mostres 1
més comodament. El sistema anterior feia que no poguessin estar més d’una setmana a la
nevera, perdien fluorescencia, hi havia contaminacions, tot i que les caixes horitzontals
permetien que es conservessin bé durant més temps, perod les neveres podien quedar
plenes d’aquestes caixes. Aquest altre sistema permet guardar-les durant més temps i




Capitol 3: Avaluacio de la tecnica 161

ocupant menys espai, ja que es poden tenir en caixes normals per a portaobjectes
guardades en armaris a temperatura ambient. Hi ha autors com Hartmann et al.(2001b),
que després del rentat amb aigua destil-lada, fan una deshidratacio amb etanol absolut
durant dos minuts abans de deixar-los assecar a temperatura ambient. Hi ha altres
variacions també, segons els autors, pero la que hem utilitzat ens ha anat molt bé.

- Es va comptar 50 c¢l-lules per portaobjectes.

- Comptatge amb el sistema d’analisi d’imatges Damage Analysis Lucia 4.51 modul comet
assay. Laboratory imaging. Prague connectat al microscopi de fluorescéncia amb el filtre
adequat per al bromur d’etidi.

eProtocol per a la tincidé amb Taronja d’acridina-Bromur d’etidi:

Extret de: Methods in cell biology. Schwartz LM & Osborne BA (Eds.).(1995).Vol.46,capitol 9:
The end of the cell line: Methods for the study of apoptosis in vitro. Anne J. McGahon et al.
(pp.172-173).

- Preparaci6 dels colorants:

Barrejar 100ul de taronja d’acridina amb 100ul de bromur d’etidi (els dos preparats en
PBS).

- Es necessari una concentraci6 cel-lular d’entre 5x10%a 10° cél./ml. (La mateixa necessaria
per al comet test). I es realitzara un comptatge de 200 cel-lules com a minim.

- Un cop obtingudes les cél-lules per un raspat amb espatula en la placa, i després del rentat
amb medi i amb PBS, per dues centrifugacions a 1000rpm a 4°C durant 5 minuts. Es
mantenen les cél-lules en PBS i d’aqui es treu 500ul de la suspensié cel-lular als que
s’afegeix 10ul de la soluci6 colorant, i es barreja suaument amb una agitacié manual.
D’aqui es treu 20ul per a portaobjectes, es cobreix amb el cobreobjectes i es passa a fer la
observacio a 40x pel microscopi de fluorescéncia (Nikon Eclipse E400) amb una
combinaci¢ de filtre per fluoresceina (Aex:450-490; A 520nm; Rudolf et al.2000a).

- Sobre les 200 cel-lules comptades es divideixen segons les imatges en diferents grups,
tenint en compte que aquests colorants poden diferenciar les cél-lules vives de les que
no, 1 els diferents estadis d’apoptosi, basant-se en la integritat de la membrana. El taronja
d’acridina s’intercala al DNA, donant un color verd. S’uneix al RNA, perd no s’hi
intercala de manera que dona un color taronja-vermellos. Aixi doncs, en les cel-lules
viables queda el nucli tenyit de verd i el citoplasma de vermell. El bromur d’etidi pot
penetrar només en les cel-lules no viables, s’intercala també al DNA, donant una
aparenga taronja, i s’uneix débilment al RNA, de manera que queda lleugerament
vermell. Aixi doncs una cel-lula morta tindria un nucli taronja (es sobreposa el bromur
d’etidi a I’acridina) i si hi ha material remanent al citoplasma, apareix vermell. Els nuclis
normals 1 apoptotics en cél-lules vives es tenyeixen de verd. En contrast, els nuclis
normals o apoptotics en cél-lules mortes son taronges.
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Per aquesta tincio, es pot diferenciar entre les fases d’apoptosi inicials (EA: early
apoptotic) 1 les més avangades, tardanes (LA: late apoptotic):

Mentre que les cél-lules amb membranes intactes tenen un color verd uniforme al nucli,
les EA, que conserven encara les membranes intactes perd comencen la fragmentacié del
DNA, tindran un nucli verd encara, ja que el bromur d’etidi no pot penetrar encara, perd
es veura la condensaci6 de la cromatina com a taques verdes al nucli. Quan progressa
I’estat d’apoptosi en la cel-lula, la membrana comenga a fer protuberancies (blebbing), el
bromur d’etidi pot penetrar i tenyeix de taronja, aixi doncs les cél-lules en el segiient
estadi d’apoptosi (LA), tindran les taques taronges de la cromatina condensada al nucli,
que les diferenciaran de les formes necrotiques que tenen un color taronja uniforme. Aixi
doncs s’estableixen els segiients grups:

1. Céel‘lules vives, amb nucli normal (cromatina tenyida verd, i estructura organitzada).
(veure Fig.3.2.5).
2. Early apoptotic (EA; cromatina verda, altament condensada o fragmentada). (veure

Fig.3.2.3).

3. Late apoptotic (LA; cromatina taronja altament condensada o fragmentada). (veure
Fig.3.2.4)

4. Cel'lules necrotiques (N; cromatina taronja amb estructura organitzada, veure
Fig.3.2.5).

(tot 1 que per les observacions efectuades, es pot veure que a vegades poden ser
també, en forma de cél-lula tota verda amb ombres degut a I’explosié de la membrana
1 la sortida del material citoplasmatic).

A partir d’aqui es calculara els percentatges per les formes apoptotiques i necrotiques
sobre les 200 cel-lules comptades.

3.2.C. Resultats i Discussio:

43.2.1. En aquesta prova, com ja he comentat anteriorment, es pretenia veure el dany basal
d’aquest tipus cel-lular, per avaluar si podia ser utilitzat per aquests experiments en el
cas que no presentés un nivell alt d’aquest. Es va veure que aquest valor basal era baix,
i es va poder seguir amb els experiments.

43.2.2. Experiment per a determinar la concentracié d’etanol 96% que es podia utilitzar per
induir apoptosis. Es van provar les concentracions 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 1 21%, als
intervals de 2, 5, 7, 11, 13 hores. On es va veure que a concentracions elevades (a partir
de 9%), les cel-lules canviaven de forma quasi immediatament després de I’exposicio,
adoptaven formes arrodonides, la majoria desenganxades de la placa i quedaven flotant
en el medi. A les concentracions més elevades (a partir de 12%) la majoria de cel-lules
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quedaven parcialment fixades, detectables per un citoesquelet col-lapsat i la preservacid
de I’estructura interna. A les concentracions de 6 1 3% provocava en les cel-lules el
tipus de canvis morfologics de les cél-lules en apoptosi, com un aclariment del nucléol,
una vacuolitzacid i contraccid cel-lular (reduccié de la mida cel-lular); Rudolf et
al.(2000a). Es va poder observar que després de les onze hores de tractament en
aquestes concentracions de 3 1 6 %, el 70% i el 99% de les cél-lules respectivament,
estaven en forma arrodonida i amb la de cél-lules amb protuberancies (aspecte de
blebbing cells). Sembla doncs que aquestes dues concentracions estimularien les
cel-lules Hep2 a una mort cel-lular que a primera vista semblaria apoptosi, cal recordar
pero, que I’apoptosi presenta una serie de fases molt complexes i que cal més proves
per a poder dir que realment es tracta d’aquest procés. La concentracidé més
recomanable doncs per aquest tipus d’experiment seria al 3% per a aconseguir formes
en apoptosi en aquest tipus cel-lular (altres autors fan servir per estudis d’apoptosi, en
una altres linies cel-lulars, aquesta concentracio del 3% d’etanol com a inductor
d’aquest tipus de mort cel-lular, Baisch et al.1999; Marekova et al.,2000).

43.2.3. Hep2 — Exposades a 3% Etanol — Induccié d’apoptosi
En la prova on es van tractar les cel-lules Hep2 amb un 3% d’etanol que induiria
apoptosi, (essent una substancia no genotoxica a aquesta concentracid), i en que es van
recollir les mostres als intervals de 0,3,6,9-10 hores, es va realitzar el Comet test per a
veure una possible relaciéo amb I’observacio visual de 1’estat de les cel-lules.

Es van obtenir els seglients resultats:

Taula 3.2.1. Observacio visual al microscopi sobre les plaques de cultiu:

Interval (en hores) | Observacions a partir de la morfologia
del tractament
Oh La forma de les cel-lules era normal, sense canvis morfologics.

3h el 10% de les cel-lules estaven arrodonides, mostraven protuberancies
(aquestes protuberancies es mostren quan es comencen a desenganxar de
la placa, i fan una série de moviments) i desenvolupament de vacuoles.
(Aquest percentatge havien iniciat els estadis d’apoptosi).

6h el 30% de les cel-lules eren rodones i1 mostraven les protuberancies
(blebbing).
9-10h quasi el 50% de les cel-lules eren rodones i mostraven les

protuberancies, algunes d’elles semblaven mortes.
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Taula 3.2.2. Resultats obtinguts per al comet test. Utilitzant el sistema de comptatge visual
(mesurant I’index de dany IC), i I’informatic, a través del sistema d’analisi
d’imatges (mesurat pels parametres de % DNA Tail, i Tail Moment i Tail lenght :

Intervals IC %DNA Tail Tail Length  Tail Moment
Control 5.66 5.18 18.06 6.73

Oh 2.66 1.91 9.40 1.49

3h 15.91 24.49 46.86 29.15

6h 24.16 37.66 65.69 43.55

%h 28.58 55.25 83.95 70.30

En quan als valors (dels parametres del comet test) dels control i a la hora zero s’haurien de
considerar similars, ja que al temps zero es van exposar les cel-lules uns segons tan sols a
I’etanol. Potser dona més elevat en el control perque es van treure les mostres per a fer el comet,
al cap d’unes hores d’haver posat en medi nou, i no al mateix temps que les de 1’hora 0, hi hauria
la possibilitat d’haver alguna cél-lula moribunda que s’hagi produit durant aquest temps, que
podria fer augmentar el valor de comets als controls, o potser hauria pogut donar un valor major
de comets en aquests degut a una possible activitat de divisio cel-lular durant aquestes hores en
medi nou, o hi pot haver influit algun altre factor.

Si comparem 1’obervaci6 visual de I’estat de les cél-lules (taula 3.2.1) amb els resultats
del comet (taula 3.2.2), es pot veure una relacid, ja que el valor d’IC ,de %DNA Tail (el
percentatge de DNA a la cua), la longitud de la cua (7ail Length), i el Tail Moment (producte del
percentatge de DNA a la cua, mesurat com a fluorescéncia, per la longitud de la cua), augmenten
amb el temps d’exposicid al mateix temps que augmentava el nombre de cél-lules amb signes
morfologics que suggereixen 1’apoptosi.

A partir del percentatge de DNA a la cua, (o també a partir de I’IC o de la resta de
parametres), es pot fer una grafica on s’estableix una serie de categories de percentatge de DNA
a la cua en aquest cas, i a on es mira la freqiiéncia del nombre de cél-lules en cada categoria.
Representat a la Figura 3.2.1 a partir del %7ail DNA, per a I’interval de les 10 hores, es pot
observar que hi ha dos pics, corresponents a cél-lules amb poc trencament, poc DNA a la cua, i a
cel-lules amb molt contingut a la cua, aix0 ens indica que hi ha alguna cosa que afecta a les
cel-lules en aquest moment de forma rapida, que fa que coexisteixin els dos tipus cel-lulars amb
molt de dany i1 amb gens, sense quasi estadis intermedis de dany. Es podria interpretar que
d’alguna manera el comet test detectaria 1’estat apoptotic de les cél-lules, possiblement degut a
que hi ha fragmentacié del DNA, que podria ser visualitzat pel comet en els inicis d’aquest estadi
quan la fragmentacié no fos molt gran encara, i donaria aquests valors d’elevat contingut de
DNA (el segon pic al grafic) a les 10 hores, coincidint amb el major nombre de cél-lules en
apoptosis trobades en aquest interval pel sistema utilitzat per a comptabilitzar aquestes formes.
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Si es compara aquest grafic a les 10 hores després del tractament, amb els dels intervals
inferiors (Fig. 3.2.1), on la forma de la linia marca un sol pic, de cél-lules on no hi ha DNA a la
cua, les imatges son només de caps que contindrien tot el DNA, i serien c¢l-lules no danyades.
Comenga sols el pic de dany a ser major en els intervals finals. Aquesta situacid, on es trobaria
en la mateixa poblacid cel-lular un elevat nombre de formes vives i sense quasi dany (que
indicaria el primer pic amb poc contingut de DNA a la cua), i un nombre elevat de cél-lules amb
una cua ampla, intensa i poc cap, (forma que s’atribuiria a imatges apoptotiques, Fairbairn et al.
1996; Krown et al.,1996, entre d’altres) ja va ser comentada per Fairbairn et al.(1996), quan
utilitzava com a inductor d’apoptosi una exposicié d’hipertérmia lleugera en diferents tipus de
cultius cel-lulars, on podia diferenciar aquests dos tipus cel-lulars pel Tail Moment de manera que
podia discernir les cél-lules sense dany de les danyades; mentre que aquesta diferéncia era dificil
d’establir en les poblacions cel-lulars sotmeses a una induccid de necrosi per una severa
hipertérmia (on la mort era més rapida a una exposicié determinada, al contrari de I’apoptosi on
es donava de forma més lenta i variava amb el temps d’exposicio). Que trobi que la necrosi €s un
tipus de mort cel-lular més rapida, en comparaciéo amb I’apoptosi, no tindria perqué traduir-se de
la mateixa manera en quan a la fragmentacié del DNA. Amb aix0 vull dir que, al trobar dos pics
marcats en la grafica de cel-lules que se’ls ha induit apoptosi, ens indicaria que hi ha una
fragmentacio rapida del DNA, es dona de seguida, mentre que es troben estadis intermedis de
DNA danyat en les cel-lules mortes per necrosi,- com ja es veura més endavant -, on la
fragmentacido del DNA s’hauria potser produit més lentament que per a les formes que morien
per induccid d’apoptosi, donant tots aquests estadis intermedis entre els dos pics; aixi, tot i ser
una mort més rapida per necrosi, la manera en que es dona tindria primer altres alteracions abans
que la fragmentaci6 del DNA, al contrari de 1’apoptosi. Calia pero, tenir en compte, segons
aquest autor (Fairbairn et al.1996), la gran variabilitat de dany que es dona entre cel-lules a nivell
individual, cosa que dificultava més aquesta diferenciacid entre les cél-lules necrotiques,
considerant com a formes de necrosi les que havien establert comparant amb altres metodes per a
mesurar la quantitat de necrosi i treient la relacié amb un determinat valor de 7ail Moment i de
forma. Olive et al.(1993), anteriorment ja havien comparat els histogrames de TM, trobant també
dos pics que separarien les cel-lules apoptotiques de les que no ho soén, com també comenta
Nelms et al.(1997), els quals van establir com a valor d’apoptosi, els de TM major de 110.
Mentre que Olive et al.(1993) indicaven valors superiors de 30 (equivalents a uns 15.000
SSB/cel.) 1 sovint majors a 60, per a les formes apoptotiques, i menors de 2 per a les formes no
apototiques, 1 Piperakis et al.(1999), o Krown et al.(1996) marcaven valors entre 8-30 per al TM
de les imatges que consideraven en estat d’apoptosi. Cal dir que van fer servir diferents tipus
cel-lulars 1 diferents agents inductors d’apoptosi i1 per tant, no es poden comparar del tot els
valors obtinguts pels diferents casos i condicions. Olive et al (1993) consideraven que si en teoria
en estat d’apoptosi pot haver trencaments de cadena de DNA en una quantitat elevada (entre
2x10*1107) - i el comet test és capag de detectar fins a 100 trencaments de cadena senzilla per
cel-lula - van pensar en que aquest test hauria de poder ser un bon sistema de mesura per a
I’apoptosi, i el van comparar amb mesures d’apoptosi fetes per citometria de flux i per altres
métodes. D’aquesta comparacid van observar que es podien correlacionar bé, els valors
d’apoptosi obtinguts pel comet test i els obtinguts pels altres métodes que van utilitzar per
mesurar ce¢l-lules en aquest estat. I com ja he comentat, al comparar valors de TM (no per les
mitjanes de grup, sin6 en forma de freqiiéncies per a veure la distribucio del dany) es pot veure
dos pics també, dues menes de poblacions de cel-lules, una amb TM molt baixos i una altra amb
TM molt elevats, tal com nosaltres hem pogut observar. Les imatges que van considerar
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apoptotiques son les ja descrites anteriorment, i comenten que arriba un moment que els sistema
d’analisi d’imatges no pot comptar valors molt petits de DNA al cap del cometa, i aix0 fa perdre
informaci6 sobre el nombre d’apoptosis en estat tan avancat, on hi ha una fragmentacié tan
elevada del DNA que fa perdre els petits fragments durant 1’electroforesi, i que aleshores també
es poden fer mesures visuals directes (by eye, sense utilitzar el sistema d’analisi d’imatges),
podent aixi detectar més quantitat de cel-lules, que representarien estar molt danyades (tal com
també recomanen Krown et al. 1996; Tebbs et al.1999; Tice et al.2000; Choucroun et al.2001;
Hartmann et al.2001; Turner et al.2001) establint categories visuals per a una millor deteccid
d’aquestes fases, pero arriba un punt que no son detectables. Al mateix temps, Olive et al.(1993);
Olive & Banath, (1995); Krown et al (1996); Nelms et al.(1997), van comparar també els
resultats obtinguts pel Comet Test en versio alcalina (el tractament alcali facilita la relaxacio i
desnaturalitzacié del DNA permetent aixi una deteccié més sensible de dany de cadena senzilla,
Nelms et al.1997) i neutre (no indueix la desnaturalitzacio, no hi ha una separacié de les cadenes,
permetent aixi la deteccid dels trencaments de cadena doble només, Nelms et al.,1997) on van
poder observar doncs valors molt similars en els dos casos, dels que van deduir que la
fragmentacié del DNA que es dona per trencaments eren de cadena doble, coincidint amb el que
es dona en les apoptosis. Aixi doncs tots aquests autors comentats consideren que el comet test
¢s un sistema sensible de mesura de les apoptosis, aixi com per a la valoracié del dany causat per
una substancia, i de la reparacid6 d’aquest. En els experiments d’Olive & Banath (1995),
intentaven establir la quantitat i la mida dels fragments de cadena doble i simple — utilitzant una
calibraci6 a partir de la corba de trencaments coneguts per a una dosi de radiacié determinada i
relacionant-la amb el TM obtingut pel comet - per a distingir les cél-lules en apoptosi, en necrosi
1 les danyades per determinats agents, on segons els agents inductors i els tipus cel-lulars,
variaven els parametres obtinguts. Tenint en compte que es tracta d’un tema complex, i en el cas
de la necrosi, (segons varis d’aquests autors) son més dificils de diferenciar les formes d’aquesta
amb les de dany al DNA provocat per alguna substancia genotoxica; Olive & Banath,(1995);
Fairbairn & O’Neill, (1995); Fairbairn et al.(1996) van trobar en la poblacié cel-lular en necrosi
un patrdé de fragmentaci6 del DNA més heterogeni que per 1’apoptosi. Segons Fairbairn et
al.(1995), costa diferenciar sobretot els estadis avangats d’apoptosi 1 necrosi, tenint en compte
també que la necrosi es pot donar de manera secundaria a 1’apoptosi. Segons Olive et al.(1999),
¢s possible distingir les cél-lules apoptotiques dels estadis inicials de la necrosi, perd generalment
no es poden diferenciar amb els ultims estadis de la necrosi. Tot aixd pot ser discutible, segons es
pugui o no detectar aquestes formes, o si es perdrien els fragments i ja no es veurien, etc..

Com ja havia comentat anteriorment, hi ha encara actualment una discussio sobre aquest
tema entre els diferents autors, sobre les imatges que donen aquests estadis, 1 si podria ser un
artefacte per a la mesura de la genotoxicitat mitjangant aquesta técnica. Segurament, hi ha
millors sistemes i més adequats per a mesurar apoptosis que no aquest assaig, encara conflis en
aquest tema, 1 aquesta aplicacio no resulta valida per a altres investigadors; a més del fet que
seria necessari més d’un test per a mesurar les apoptosis, perqué com ja he dit, és un procés
complex. D’alguna manera, pero semblaria que el SCGE, n’¢és sensible o influenciable.

Tice et al (2000) proposa una assaig de difusid6 de baix pes molecular per a detectar
cel-lules en apoptosi /necrosi, a partir de les mostres preparades per al Comet Test, amb una
variacié de la técnica, sense electroforesi, en el que la difusi6 de DNA es donaria per la
degradacié del DNA (degut als DSB) en fragments de molt baix pes molecular, i diu que ajudaria
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a diferenciar en experiments de dosis molt elevades d’una substancia o per a la interpretacio de
respostes positives amb el Comet Test. Singh et al.(2000), descriu en aquest article (review), la
tecnica del DNA Diffusion Assay, un sistema similar al SCGE sense electroforesi, per a
visualitzar apoptosis i necrosis de forma diferencial.

Per observar els dos pics de % de DNA a la cua que es donen sobretot en els intervals més
avangats trobats en el nostre experiment, es mostren en I’histograma segiient:

Fig.3.2.1. Histograma de les c¢l-lules Hep2, exposades al 3% d’etanol en els diferents intervals
de temps, 0,3,6,10hores:

160
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Cal tenir em compte, pero, que hi ha varis estadis d’apoptosi, i que potser el comet detectaria sols
algunes fases, les més inicials on comenca la fragmentacidé del DNA 1 encara no és molt acusada.
Olive (1999), comentava que un extens nombre de trencaments resultarien en la pérdua de DNA,
fragments més petits de 50kb es poden perdre durant la lisi 1 1’electroforesi o poden no quedar
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ben tenyits. Mentre que segons altres autors, les apoptosis no es detectarien en absolut, degut a la
gran fragmentacié del DNA, que en I’electroforesi faria que es perdessin els fragments tant petits
i no es podrien veure (Collins, comunicaci6 personal, entre d’altres).

Es veurien pocs estadis intermedis, faria pensar en que les c¢l-lules sotmeses a la induccio
d’una mort programada, un cop comencen I’apoptosi, aquesta procedeix molt rapidament, (hi
hauria un procediment de fragmentacié nucleosomal molt rapid), ja que durant el temps de
seguiment de la induccié hi ha pocs estadis intermedis de dany al DNA (Olive et al.1993;
Godard et al.1999) detectat pel SCGE, a diferéncia de les morts per necrosi, on es veuria un
ampli rang de formes de comet (Olive & Banath,1995). De tota manera, aqui ho podem
relacionar amb el fet, que per a I’observacio visual, semblava que a les 10 hores hi havia el 50%
de cel-lules en apoptosi, 1 I’altre 50% no (serien cél-lules viables), aqui hi hauria els dos pics, un
amb poc %DNA a la cua, que ens indicaria cel-lules vives, 1 un pic, menor, amb %DNA a la cua
elevat, que ens podria indica cel-lules molt danyades, en aquest cas, es podria relacionar amb el
percentatge de cel-lules en apoptosi que serien detectades pel comet test degut a la fragmentacio
del material nuclear que es dona en aquesta fase. En els intervals anteriors el nombre d’apoptosi
seria menor, i aqui podriem veure el segon pic, també menor. Aixi doncs, ens podria separar els
dos tipus de cel-lules tal com Olive et al.1993, havia comentat. Cal pero, tenir en compte que en
aquest cas, el sistema de mesura de les apoptosis per a comparar amb el comet test, era una
simple observacié pel microscopi sense cap mena de tincid, ni cap sistema especific de
comptatge per aquestes fases.

Fig.3.2.2. Si fem els histogrames a les diferents hores s’observara millor I’augment del pic dels
valors elevats per DNA a la cua:
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En aquests grafics esta representat el mateix que la figura 3.2.1, perd en histogrames, on es pot
veure per les barres la representacio del %de DNA a la cua (%Tail DNA), en freqiiencies de les
diferents quantitats del percentatge agrupades en classes, o categories de dany d’intervals de 10
en 10), 1 on es representen també, les freqiiéncies acumulades (Freq.Acum.).

Es pot observar en el control i en I’interval de 0 hores, un sol pic corresponent a la classe
de menys de 5-10% de DNA a la cua, evidentment la majoria de cel-lules estan en bon estat i
vives, mentre que en I’interval de 3h. es pot ja comengar a veure una primera insinuacié d’un
segon pic al costat oposat de I’histograma indicant que comencen a augmentar les categories, o
classes d’un major dany (superiors a 95% Tail DNA), que aniran creixent en els intervals
segiients, havent poca quantitat d’estadis intermedis, cosa que ens podria indicar una evolucid
rapida en el procés de la mort cel-lular per apoptosi, una degradacié del DNA rapida, que es
podria detectar pel comet test. A les 10 h. es poden veure ja els dos pics que correspondrien a
dues categories de dany i que es pot considerar que d’alguna manera es corresponen amb
I’observaci6 visual sobre les plaques on hi havia aproximadament la meitat de cél-lules vives i
I’altre meitat mortes en aquest interval, com ja havia comentat.

En I’observacio visual al microscopi de les formes dels comets, les cel-lules mesurades en
el nostre experiment tenen una varietat de formes (des de caps sense cua, cap amb cua més o
menys llarga, cua sola, cap petit i cua ampla; en una proporcid diferent segons I’interval i la
substancia a que s’exposen les cel-lules). Si considerem el dubte que les imatges donades com a
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tipiques d’apoptosi (caps petits i cua ampla, o imatges sense cap, cua de pols), ho siguin
realment, ja que com he dit, és un tema a discutir encara, i per exemple, segons Choucroun et
al.(2001), consideren les formes de cap amb cua llarga com a relacionades amb apoptosis,
mentre que Roser et al.(2001) no troba relacidé entre la mesura d’aquest tipus de formes
mesurades per la intensitat de la cua, i el nombre de cél-lules en apoptosi. Voliem intentar veure
la diferéncia de formes o parametres que es donarien, si és que es donen, (tant per la mesura
visual dels comets, by eye, com pel sistema d’analisi d’imatges), en les imatges obtingudes pel
SCGE causades per substancies genotoxiques (trobades en estudis anteriors realitzats), i les
obtingudes en aquesta prova, quan hi ha un inductor d’apoptosi, per intentar discernir les formes
d’un 1 altre cas, i establir doncs, un tret diferencial per a caracteritzar les que podrien ser
possibles formes apoptotiques, i pal-liar d’alguna manera la possible interferéncia que causaria
I’apoptosi en I’avaluaci6 dels efectes d’una substancia genotoxica, si €s que hi és (ja he comentat
que encara ¢és discutit actualment; Moller et al.2000; Choucroun et al.2001, Roser et al.2001,
entre d’altres). No es va trobar cap parametre que les diferenciés ni cap imatge concreta que es
pogués associar de manera clara a 1’apoptosi, malgrat que en general hi ha algunes diferéncies.

D’aquesta manera, en la nostra observaci6 de les imatges de cometa pel microscopi, es
podia veure I’augment de cues en els intervals més avancats. Les imatges de cues amples i caps
petits, amb una intensitat difuminada de tincié al centre de la cua (considerades per alguns
autors, com ja he comentat, com a formes de c¢l-lules en apoptosi), eren cada cop més abundants
en els intervals de temps més grans, i en I’interval de 9-10 hores es van observar moltes cues que
semblaven haver perdut una part d’aquesta, el que anomenariem nuvols de pols (cues soles), i
que ens podria indicar una fragmentacidé molt gran del DNA causada per la induccido de
I’apoptosi per 1’etanol, 1 segurament ja no es veurien en un interval major (o inclis en aquest
mateix no hi hauria detectades totes les cel-lules), podriem considerar que hi ha un major nombre
de cel-lules en els estadis més avangats d’apoptosi, on la fragmentacio seria tan gran que podria
ser que es perdés la cua en I’electroforesi, i no I’observariem ja ni visualment, cap forma de
cometa. Tot aix0, podria coincidir amb la interpretacié visual de I’estadi de les cel-lules en la
placa, on mostrava que en aquest interval la meitat de cel-lules semblaven en fase d’apoptosi, i
algunes mortes. Caldria perd un sistema o varis test per mesurar aquest estat de les cel-lules i
comparar-ho.

En aquest cas s’ha utilitzat per a comparar i fer els histogrames, el percentatge de DNA a
la cua, mentre hi ha autors com Nelms et al.(1997) que comenten que ¢és millor utilitzar el Tail
Moment o la longitud de la cua, ja que es poden trobar casos on hi ha el mateix valor de
percentatge de DNA a la cua (mesurat per la intensitat) 1 diferents longituds de cua, corresponent
doncs, a imatges diferents de comet. Per altra banda el mateix autor, com he comentat ja
anteriorment, establia una manera d’identificaci6 de les imatges apoptotiques indicant un valor
de Tail Moment superior a 110 per aquestes; o Fairbairn et al.(1995) indicava un valor de TM
superior a 30 o 60 per les cel-lules en apoptosi, perd considerava no fiable el Tail Length, perque
porta a confusid. Cal pero, tenir en compte que realitza 1’estudi amb un altre tipus cel-lular i la
induccid a I’apoptosi €s causada per un altre agent, aixi doncs, aquest valor de TM obtingut per
aquests autors en casos concrets, podria no servir-nos del tot per a comparar, ja que els resultats
podrien variar segons 1’especie cel-lular utilitzada, el tipus de substancia inductora, etc... Podiem
haver utilitzat el TM per a fer els histogrames i veure els dos pics també, o la relaci6 amb
I’apoptosi, pero si es miren els valors de les mitjanes per a cada interval donat (taula 3.2.2), tant
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pel TM, Tail Length, %Tail DNA, 1 IC, es pot veure que els tres augmenten amb els intervals, al
mateix temps que per I’observacio6 al microscopi augmentaven els valors de cel-lules en apoptosi.

43.2.4. Hep2- Exposicio a 3% Etanol — Induccié d’apoptosi.

Resultats per 1’experiment de 1’exposicid6 de Hep2 a 3% d’etanol als intervals de
3,6,9,15 1 24 hores 1 dos controls (a les 9 1 15h).Hi van haver quatre tipus de proves:

- 3.2.4.a. Es va realitzar la gravacié del seguiment en video durant 24 hores
d’una placa de cél-lules i es van obtenir fotografies per a 1’observacio del
comportament de les cél-lules exposades a I’etanol.

- 3.2.4.b. Observacio directa a les plaques de 1’estat de les cél-lules.
- 3.2.4.c. Es va dur a terme el comet test en aquests intervals.

- 3.2.4.d. Quantificaci6 de la viabilitat cel-lular i I’index apoptotic amb la tinciod
de bromur d’etidi i taronja d’acridina.

3.2.4.a. Per a I’observacio en video:

A les cinc hores comencen a aparéixer els primers canvis en les cel-lules que son caracteristics
d’apoptosi: un augment de les vacuoles ,no es podia pero, observar 1’aclariment dels centriols al
nucli. Les cél-lules anaven canviant de forma, s’arrodonien, disminuien de mida, anaven perdent
I’adhesid a les plaques i comengaven llavors unes protuberancies a la superficie de la membrana
(un procés anomenat blebbing), aquests moviments i protuberancies en el temps donaria
I’anomenat “ball de la mort”, que consistiria en relaxacions i contraccions ritmicament repetides
de les membranes de les cel-lules. Finalment adopten 1’estat que s’anomena de necrosi
secundaria, les cel-lules es queden parades, es formen els cossos apoptotics (fragments de
cromatina que queden envoltats per una protuberancia de la membrana i queden com a cossos
diferenciats al voltant de la cel-lula), i, on finalment s’aprecia quan es trenca la membrana
cel-lular i surt tot el material citoplasmatic, formant una mena d’ombra al seu voltant. No estan
sincronitzades, aixi que no totes moren alhora. A les 9 hores la majoria estaven en aquests
moviments o ja estaven parades. Pero al cap de 12 hores estaven totes mortes. (Es pot comparar
amb les observacions recollides per altres autors, Rudolf et al.2000b, on es pot veure el procés
per la gravacio en video de cél-lules Hep2 , en les que se’ls indueix a I’apoptosi per etoposide).
(En les cel-lules mortes per necrosi, €s una mort molt diferent , rapida, violenta i que acaba
embrutant molt el medi).
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3.2.4.b.

En I’observacid directa de la morfologia en les plaques, en les mateixes plaques d’on es van
treure les mostres per a la realitzacid del comet test i de la tincié amb taronja d’acridina i bromur

d’etidi es podia observar:

Taula 3.2.3.
Interval Observacions a partir de la morfologia
3 hores Un 25% de cel-lules estaven en apoptosi.
6 hores un 40% eren cel-lules morint-se.
9 hores un 60% de les cel-lules estaven en apoptosi.
15 hores el 90% de les cel-lules eren mortes, algunes en apoptosi i
moltes necrotiques.
24 hores el 100% de les cél-lules estaven mortes.
3.24.cid:

En la realitzacié del comet test i el comptatge per a la tincio especifica de taronja d’acridina i
bromur d’etidi es van obtenir els segiients resultats:

Taula 3.2.4.Resultats de I’exposicio de Hep2 al 3% d’etanol per a la induccid d’apoptosi.

Etanol %Tail %SSB Tail L. ™ IC %EA  %LA %A % N % Live
Coh 10.16 0.426 19.10 9.01 15.00 7.70 0.71 841 10.63 81.91
C15h 21.54 0904 4289  25.80 26.25 22.70* 4.34* 27.04* 4.83* 68.11*
3h 15771  0.660 2494 1632 20.75 16.50 6.00  22.50 5.00 72.50
6h 18.08 0.759 31.92 2231 22.75 58.59 7.03 65.62 1445 19.90
%h 4227 1775 59.86 48.06 52.50 54.61 1846 73.07 10.00 13.07
I15h 5741 2411 9489 80.28 60.50 22.22* 28.50* 50.72* 37.68* 11.60*
24h  80.51 3.381 139.83 121.66 92.75 9.10* 23.44* 32.54* 62.67* 4.70*

Els intervals son de 3, 6, 9, 15, 24 hores 1 hi ha dos controls (C9h i C15h), trets a les 9 1 15 hores.

Els valors del Comet Test es mesuren amb els parametres obtinguts a partir del sistema d’analisi
d’imatges: el percentatge de DNA a la cua (%Tail), el percentatge de trencaments de cadena
senzilla per a 10° daltons (SSB), la longitud de la cua (Tail L.), i el Tail moment (TM) i pel
comptatge visual (by eye) amb IC, el Comet Index, ja comentat anteriorment.




Capitol 3: Avaluacio de la tecnica 173

La mesura per a la tinci6 de taronja d’acridina-bromur d’etidi, es doéna en percentatges de:
apoptosi total (%A), que es pot desglossar en primers estadis d’apoptosi (EA, early apoptotic), 1
estadi més avangat (LA, late apoptotic) , el percentatge de cél-lules en necrosi (%N) i el
percentatge de cél-lules vives (% live).(*Els valors marcats de la taula, a les 15, 24h i C15h,
s’han d’interpretar amb precaucio, van haver problemes al comptatge).

Si comparem aquests percentatges (malgrat no tenir-los complets per a tots els intervals),
amb els de I’observacid visual de les plaques realitzada anteriorment, i recollida en I’apartat
anterior (3.2.4b; Taula 3.2.3), es veu bastant bona relacid entre les dues mesures, 1’observaci6 al
microscopi de les formes per un expert, i la comptabilitzacid6 per un sistema de tincid6 que
diferenciaria els diferents estadis. Per aquesta tincié en que pot separar els estadis més inicials
d’apoptosi dels més avangats, es pot veure una correlacio logica segons les hores. Al principi hi
ha quasi totes les cel-lules vives, hi ha algunes morts, perd poques, després de I’exposicid a
I’etanol, comencen a augmentar les formes apoptotiques inicials (EA) induides per aquest, i a
mesura que avancen les hores, van augmentant el nombre de ceél-lules en (EA), que es va
desplacant per I’augment de les (LA), estadis més avancats de I’apoptosi, fins que comencen ja a
augmentar les necrosi, 1 practicament no queden cél-lules vives al cap de 21 hores.

Un cop més tenim uns valors de dany elevats dels controls, mesurats per a tots els
parametres del comet, mentre que hi ha un valor gran (82%) de cel-lules vives. Aixd ens podria
indicar que al haver extret les mostres a un interval de temps tan llarg després del canvi de medi
(ales 91 15 hores) per a fer les mesures, 1 no estar sincronitzades, podria fer que hi hagués una
part de les cel-lules en estat moribund, com ens indicaria un nombre elevat de %N (percentatge
en necrosi) en una de les mostres control tenyides (amb un valor del 10%, mentre que a les 3h ¢és
del 5%), o, al estar en medi durant aquest cert temps, hi hauria cel-lules en els diferents estadis
de la divisio també, (si no s’havia arribat a la confluéncia cel-lular), que podrien afectar els
resultats del comet test d’alguna manera. Hagués doncs, calgut treure les cel-lules en un interval
de temps anterior, ja que el problema podria estar en els diferents estadis en que poden estar del
cicle cel-lular en la placa al cap de tantes hores de viure en el mateix medi.

Al mirar la resta d’intervals, podem veure un augment dels valors de dany mesurat en
%Tail DNA, i també per a la resta de parametres del comet, amb el temps, que podria estar
relacionat doncs, en part, amb aquest augment del nombre d’apoptosi que es pot observar al
mirar les plaques directament al microscopi (entre les 3 i Shores sobretot), i I’augment també de
les necrosis en els ultims intervals (de les 15 a les 24h.). I el mateix al comparar-ho amb la tincio
de taronja d’acridina-bromur d’etidi (tot i no haver tots els intervals comptats). Perd no es pot
establir una relacié exacte, ja que no coincideixen els valors proporcionalment en els diferents
intervals entre els resultats dels parametres del comet i els de la tinci6. Semblaria potser seguir
més una relacié de més a prop amb les formes de (LA), no queda massa clar amb les de (EA),
contrariament al que s’hauria pensat fins ara que seria més facilment potser detectar les apoptosi
en estadis primers on la fragmentacio no seria encara tan elevada, que en els tltims, on la seva
deteccio podria ser més dificil (Olive et al.1993, entre d’altres). I tampoc es relacionaria massa
amb el percentatge de necrosi. Aixi, amb els pocs resultats obtinguts en aquest experiment, no es
pot veure de manera clara una relacié amb les formes (EA), o (LA), o de necrosis i aquests valors
de comet, si es veu que hi influirien d’alguna manera, perd segurament no ho fan prou com per
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ser detectats més exactament per aquesta técnica, estan llavors més d’acord amb el que
comentarien Roser et al.(2001), els quals indiquen que el Comet assay €s un test especific per la
deteccio de diversos rangs de dany al DNA, induible per substancies genotoxiques, i que el tipus
de dany detectat, no és necessariament indicatiu de confusié per apoptosi (1’apoptosi no necessita
“obligatoriament” correlacionar-se o coincidir amb el dany al DNA induit per substancies
genotoxiques en el SCGE), malgrat que la relacid apoptosi/comets, pot variar per a diferents
tipus de cel-lules, components testats i les seves concentracions. Contrariament a tot el seguit
d’autors ja comentats anteriorment, que utilitzen el comet test per a la deteccid d’apoptosi, i que
en un cas comenten que es podria detectar la fragmentacio per apoptosi, més aviat incliis que per
citometria de flux o per la tipica DNA ladder (Fairbairn et al.1996; Godard et al.1999). Influeixi
o no en els resultats del Comet test, sembla que si hi ha alguna mena de relacid pels experiments
vists fins ara.

Si comparem els resultats d’aquest experiment (Taula 3.2.4) amb els de 1’anterior (Taula
3.2.2), pel parametre de %Tail DNA, TM i IC, en els intervals de 3,6,9hores: malgrat que els
valors d’aquests parametres siguin menors en general pels corresponents intervals, es veu un
augment del percentatge a partir de les tres hores cap amunt, igualment com es donava en la
prova anterior. Hi ha hagut, perd un creixement diferent de les cel-lules i una reaccid una mica
desplacada en el temps en les dues proves. Perd es podria veure una mena de relacio entre la
major quantitat de formes en apoptosi i un augment de comets.

Si es fessin uns histogrames com els de 1’apartat anterior per a les 9 hores s’obtindria una
forma similar, dels dos pics corresponents a dues poblacions diferents de cel-lules coexistents, les
que no tenen dany, i les que estan altament danyades, amb elevat valor de % de DNA a la cua.
(Fig.3.2.11).

Es van poder recollir imatges dels estadis d’apoptosi per un sistema d’imatges digitals a partir de
les mostres tenyides amb bromur d’etidi i taronja d’acridina:
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Fig. 3.2.3. Hep? cells. Estadi EA (Early Apoptotic).

Hep2 cells exposades a etanol al 3%. Tinci6 de taronja d’acridina i bromur d’etidi.

Microscopi de fluorescéncia (Nikon Eclipse E400). Obj.40x, amb filtre per a fluoresceina. Foto
digital guardada pel software d’analisi d’imatge Lucia LIM 4.51.

Imatge que correspondria a una forma apoptotica, en estat de (EA), on es poden veure les
protuberancies (blebbing)de la membrana i la condensacié de cromatina tenyida de verd més
intens en el nucli, formant com a taques compactes. Al ser dels primers estadis d’apoptosi, s’ha
comengat a fragmentar el DNA mostrant les taques condensades de cromatina, perd la membrana
encara no ha sofert canvis de permeabilitat, aixd fa que no pugui penetrar encara el bromur
d’etidi i es pugui observar de color verd tota la ce¢l-lula.

Fig.3.2.4. Hep2 cells. Estadi LA (Late apoptotic)

Hep? cells, exposades a etanol al 3%. Tinci6 de taronja d’acridina i bromur d’etidi. 400x.
Estat (LA) d’apoptosi. On es pot observar la fragmentaci6 de la cromatina tenyida de taronja, i és
un estat d’apoptosi molt més avancat que 1’anterior on hi ha canvis en la permeabilitat de la
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membrana i es pot observar per aixd la cromatina tenyida de taronja degut a que el bromur
d’etidi ha pogut penetrar ja en la cel-lula.

Fig.3.2.5. Hep? cells. En estats: Vives, i en necrosi.

Cel-lules Hep 2. Mostra control. Tinci6 de taronja d’acridina i bromur d’etidi.400x.

Aqui es poden observar les ce¢l-lules vives tenyides de color verd, amb la membrana intacta i
totes les estructures cel-lulars en bon estat. En taronja, pero, es poden observar les cel-lules en
necrosi, en les quals es pot observar el trencament de la membrana i sortida del material
citoplasmatic (fa com una bombolla, o ombra al costat de la cel-lula), tenyit d’aquest color per la
penetracid del bromur d’etidi.

En quan a les formes de cometa que es podien observar a les mostres obtingudes per al
comet test a partir dels parametres mesurats pel sistema d’analisi d’imatges: en aquest
experiment, com en 1’anterior, no es va trobar cap parametre que ens pogués diferenciar d’alguna
manera les possibles imatges d’apoptosi de les que son simplement trencaments causats per
algun genotoxic que no arriba a causar apoptosi, perod en els dos experiments es donarien dos
pics en els valors de mesura del dany que ens indicarien la conviveéncia al mateix temps de
cel-lules vives i moribundes, i que farien d’alguna manera que es veiés que el comet test és
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influenciable per ’estat cel-lular mesurant no tant sols dany degut a una mutacid sin6 també la
possible fragmentaci6 o altres alteracions que es produeixen durant la mort cel-lular programada
0 no.

En quan a la forma observada visualment (by eye): tampoc no es va poder trobar una
forma concreta per a atribuir a aquestes imatges de possibles estadis d’apoptosi que detectaria el
comet. Es va veure tamb¢ un augment de nombre de formes amb cua de les tres hores a les nou
hores. Pero a diferéncia de 1’experiment anterior (3.2.3), en aquest es va observar unes formes
diferents (només de caps petits sols, sense cues, pero el cap no tindria tota la quantitat de DNA
esperable, se n’hauria perdut molta part; Fig.3.2.7), en els intervals més grans (9,15 i 24 h);
aquestes formes no so6n massa explicables, son cel-lules segurament molt danyades, tot i que no
han perdut tot el DNA del nucli, no tenen cua, i potser serien identificatives d’alguna de les fases
d’apoptosi. Aquestes imatges no van ser analitzades pel sistema informatic, es van descartar i no
es van comptar, ja que les comptaria com a ce¢l-lules senceres, sense dany, i no és aixi, llavors per
aixo és important també fer un comptatge visualment i tenir-les en consideracio. Pero, el que si
es pot comentar, corresponguin o no realment a formes en apoptosi les anomenades per Olive et
al.(1993), Fairbairn et al.(1996) i Nelms et al.(1997) entre d’altres, on hi ha un cap petit i una cua
ampla tenyida intensament de forma difusa al centre de la cua (Fig3.2.6); aqui es pot observar un
augment del nombre d’imatges corresponents a aquesta descripcio, i que es pot considerar en
nombre superior que en experiments realitzats on les cél-lules estan exposades a substancies
genotoxiques, en principi no inductores d’apoptosi.

S’ha de tenir amb compte, que els valors de mesura captats a través del sistema
informatic no son discriminatius, en el sentit que mesurem tot alldo que sembla que son nuclis
amb o sense cues, perd quan es perd la cua, el sistema informatic detectaria el cap com una
forma on tot el % del DNA esta al cap quan en realitat no és veritat, 1 és la dificultat trobada en
aquest cas. Tant pel comptatge amb ordinador com amb els ulls, caldria una categoria més, degut
a que en els intervals de 9,15 1 24 hores es van trobar moltes formes amb caps petits, sols, sense
cua (Fig.3.2.7, tal com també trobaven Florent et al.1999). També es podia observar molta pols
que deurien haver estat cues anteriorment. El comptatge va ser dificil per la poca quantitat de
cel-lules, ja que com les observacions amb les altres técniques ens indicaven, la majoria de
cel-lules eren mortes ja, cosa que hauria provocat una degradacié tal del DNA que faria que es
perdés durant 1’electroforesi, sent aixi impossible trobar una imatge de DNA compactat, i per
aixo es veurien aquells nuvols de pols i els caps petits sols, o aquelles imatges de caps petits i
una llarga i ampla cua amb una concentracié d’intensitat al centre de la cua. Cal també pensar
que aquestes cel-lules haurien estat induides a un tipus de mort particular, 1’apoptosi, per una
determinada substancia a una concentracid concreta en un tipus cel-lular especific; 1’apoptosi és
un procés complex, i pot tenir variacions segons els casos. Tot aixo podria fer que morissin d’una
manera diferent i es degradés el DNA de manera diferent que en altres casos, (amb altres tipus
cel-lulars exposats a altres substancies), essent detectat o estant reflectit en aquestes imatges pel
comet test, perd s’ha de tenir en compte, que al final les fases d’apoptosi poden acabar amb una
necrosi secundaria.
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Fig. 3.2.6. Hep? cells. 3% Etanol 96°.Interval 6 hores.

Cel'lules Hep2 exposades a 3% etanol, a I’interval de les 6 hores. Imatge al microscopi de
fluoresceéncia, 200x. Tincid bromur d’etidi. Imatge digitalitzada, sistema analisi d’imatges, Lucia
4.51.

En aquesta imatge es pot observar una cel-lula normal, a la part inferior dreta de la fotografia. A
la part esquerra de la fotografia: una imatge considerada tipica d’apoptosi (hedgehogs; tal com
comenta Tice et al.2000), amb el cap petit, i la cua ampla i difuminada al centre. I a la part dreta
superior, seria una imatge que es comencaria a acostar a la que es consideraria apoptotica
(segons Olive et al.1993; Krown et all996; Fairbairn et al.1996; Nelms et al.1997, entre
d’altres).

Fig. 3.2.7. Hep2 cells. 3%Etanol 96°. Interval: 24 hores.
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Cel‘lula Hep2, exposada al 3% d’etanol, a I’interval de les 24 hores. Tincié amb bromur d’etidi.
Imatge al microscopi de fluoresceéncia. 200x. Fotografia digital, a partir del sistema d’analisi
d’imatges Lucia 4.51.

En aquesta fotografia es poden veure els caps petits sense cues, i una imatge de les comentades
com a tipiques d’apoptosi per varis autors, en un estadi avancat ja de peérdua de cua i
fluorescéncia.

En aquestes mostres a 24 hores, ja no hi havia quasi cel-lules, degut a que moltes haurien mort, i
es veien molts d’aquests caps petits sense cues.

Godard et al.(1999), establia unes categories visuals utilitzant el comet test per a quantificar
apoptosi, que es basava en considerar cél-lules no danyades (UC), cel-lules danyades (DC),
cel-lules altament danyades (HDC), que es correspondrien amb aquestes que tenen el cap petit i
la cua ampla considerant-les com a apoptotiques. Florent et al.(1999), hi va afegir una altra
categoria anomenada fragments petits (SF), que serien justament aquestes imatges de caps sense
cues (ja vistos per Godard et al.1997, els va semblar que representarien uns ultims passos de
I’apoptosi detectada pel SCGE), que considerava junt amb les HDC com a estadis d’apoptosi. Els
dos autors van trobar una relacié amb I’augment de cel-lules en apoptosi i aquestes imatges HDC
i SF, comparat amb el que trobaven per altres técniques, perd indicaven que es perdrien les
formes d’estadis avancgats d’apoptosi (on no es veien HDC ja) i que els resultats del comet test en
comparacié amb les altres técniques de tincid i citometria de flux s’avangarien i coincidirien en
estadis inicials de 1’apoptosi, i no en els finals perque justament es perdrien els fragments i no
serien detectats. Per aix0 Godard et al.(1999), en la comparacié amb la técnica normal del test
amb la modificaci6 d’aquest (que anomenen en aquest cas, Halo Assay, en que es realitza tot
igualment sense 1’electroforesi, 1 aixi no es perdrien aquests petits fragments en 1’electroforesi,
sind que farien augmentar 1’halo al voltant del nucli, o del que en quedaria) troba una millor
deteccid per aquesta modificacio. S’ha establert aquest comet test modificat per a una millor
deteccio de ’apoptosi que el comet test. Aixi aquests dos investigadors (Godard i Florent) també
utilitzarien el comet test no modificat per a quantificar apoptosi, perod amb certes reserves també.
Consideren que el comet test detectaria aviat les cel-lules en apoptosi, i seria un sistema adequat,
perd indiquen que en teixits presentaria una scrie de problemes al haver de dissociar el teixit,
com la pérdua dels fragments o d’aquestes cél-lules i llavors no seria gaire idoni per quantificar
la fraccié apoptotica, pero, seria un sistema rapid i sensible per a veure el nivell d’alteracions al
DNA que resulten de la mort per apoptosi, i que es podria utilitzar en paral-lel amb altres
técniques.
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43.2.5. Hep2- Exposicié a Tween20-Necrosi

Aquest cop es va repetir la prova amb Hep2 exposades a una substancia inductora de
necrosi, Tween 20 a una concentraci6 de 1.28mg/ml. Es va realitzar:

- 3.2.5.a. Observaci6 visual de la morfologia de les cel-lules en la placa, per a
poder quantificar primerament I’estat de les cél-lules.

- 3.2.5.b. Quantificaci6 de la viabilitat cel-lular i I’index d’apoptosi amb la
tinci6 de taronja d’acridina i bromur d’etidi.

- 3.2.5.c. Comptatge amb el comet test i observacio de les imatges visualment.

Va haver algun problema amb el creixement de les cel-lules, cosa que va fer no considerar massa
I’experiment, tot i aix0, es va voler utilitzar per a poder veure com es veien les cél-lules mortes
per necrosi i intentar diferenciar entre els parametres de mesura del comet i I’observacio de les
imatges, si es podia trobar alguna diferéncia amb les obtingudes en 1’apartat anterior (3.2.4) on la
mort cel-lular era causada practicament tota per apoptosi.

3.2.5.a.

En I’observaci6 de la morfologia de les cel-lules es va poder veure algun error en el procediment,
sigui per algun problema de les cel-lules, o en la interaccié del medi (DMEM) amb la substancia
utilitzada per a induir la necrosi (Tween20), o a algun altre factor, que van portar a causar falsos
resultats. Van fer que s’observés la majoria de cel-lules mortes ja a les 3 hores, mentre que en les
plaques preparades un dia anterior a I’interval de 15 hores, també¢ la majoria de cél-lules eren
mortes, diverses en apoptosi, i moltes en necrosi, pero no tantes com en el cas de les 3 hores. Per
tant és evident algun problema en I’experiment.

Aixi per aquest comptatge es veien les cel-lules practicament totes mortes en tots els
intervals.

S’ha de tenir en compte, que en experiments anteriors, i posteriors a aquest, a 1’exposar el
mateix tipus cel-lular a igual concentracid d’aquesta substancia que en el nostre cas, es va veure
una reaccid diferent de les cel-lules, aconseguint-se un dany més o menys evident a partir de les
24 hores. Després de les 24 hores, moltes de les cél-lules estaven morint-se i en estadis finals de
mort, hi havia un 20% de cellules afectades, i el 80% perjudicades perd no mortes
morfologicament (no estaven arrodonides o destruides, més del 80% mantenia la seva forma
irregular); aixi doncs, ens indica que alguna cosa va anar malament en aquesta prova.

En aquests experiments que he comentat les Hep2 cells tractades amb Tween20
desenvolupaven vacuoles, que incrementaven amb el temps.
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3.2.5.b.13.2.5.c

Comparacio dels resultats obtinguts pel Comet Test i la tincio de taronja d’acridina i bromur
d’etidi:

Taula 3.2.5. Hep?2 cells tractades amb 1,28mg/ml de Tween20.

Tween20 %Tail SSB  Tail L. ™ IC % EA %LA %A % N % Live
C %h 10.16 0.426 19.10 9.01 15.00 7.70 0.71 7.41 10.63  81.91
C 15h 21.54 0904 42.89 25.80 29.50 22.70* 4.34* 27.04* 4.83* 68.11*

3h 3553 1492 64.02 41.33 50.50 5.52 150  7.02 6432  28.60
6h 4334 1.820 7594 50.62  58.00 243 1.21 3.64 89.83 6.50
%h 76.33 3.206 12143 99.17 9125 O 2.80 280 96.72 0.46
15h 68.04 2.858 106.81 8835  72.25
24h 72.67 3.052 124.84 102.76  80.50

(*Els valors marcats de la taula de C15h, s’han d’interpretar amb precaucio, van haver errors al
comptatge).

Comentari sobre el problema detectat en aquest experiment:

Com ja he fet referéncia anteriorment, podiem notar una dificultat en el desenvolupament
del cultiu, un problema de mortalitat elevada en aquest experiment per a totes les plaques en
relacio a altres experiments realitzats en el mateix tipus cel-lular tractats amb igual concentracio
de Tween20 que aquest cas; a més, es va veure un major nombre de cél-lules mortes en els
intervals de 3,6,9h, que als darrers 15 1 24h (sembrats el dia anterior que les plaques a 3,6,9,h) en
I’observacio de les plaques, i també en 1’observacié de formes de comet. Aixo ens va fer pensar
en algun problema afegit en els cultius que van provocar una mort molt rapida de les cél-lules en
aquests primers intervals pel que s’esperaria, i que per tant no faria valid del tot I’experiment,
(les dosis van ser les mateixes per a totes les plaques, el medi, tot). Es podia veure, pero, que la
majoria de morts eren per necrosi (%N), (a la taula que hi ha molt poques apoptosi, %A), aixi,
d’alguna manera ens podria servir pel nostre proposit de veure les imatges en necrosi, i
comparar-les amb les imatges obtingudes per una substancia que indueix apoptosi, tenint en
compte que aquest experiment s’ha d’interpretar amb cura degut a aquesta dificultat en el cultiu.
No va ser gaire correcte posar les plaques en dies diferents, s’haurien d’haver posat totes al
mateix dia per a seguir I’interval de temps fins a les 24 hores, tot i aix0 sempre hi pot haver
algun problema i no sortir el que s’esperaria amb el transcurs del temps. Per a mirar els resultats,
es descarten llavors els intervals de les 15 i 24 hores, no sols perqué en aquests intervals, si
mirem la taula 3.2.5, ja hauria d’estar tot mort si haguessin seguit la linia de comportament de les
plaques dels intervals anteriors, ja que a les 9 hores totes les cél-lules estan practicament mortes,
sind tamb¢ pel fet que en aquest cas, per als intervals de les 15 i 24 hores, mostren uns valors de
%Tail, %SSB, IC una mica menors que als inferiors, i tot i que es podrien considerar més que
valors menors, similars, no serien detectables més formes de comet o més fragmentacions per la
gran mortalitat que hi hauria a partir de les 9 hores on quasi bé tot seria mort. O també es podria
considerar que haurien pogut sortir una mica menors per la menor deteccio pel sistema d’analisi
d’imatge, degut al major nombre de les figures de pols, amb molta fragmentacié de DNA que no
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es veurien o s’haurien perdut; pel sistema de comptatge visual del SCGE, potser s’hauria de
poder detectar alguna imatge més, perd no si es perden; aixi es podrien explicar aquests valors
més petits dels parametres de mesura pel comet en aquest interval de temps que pels anteriors,
pero en aquest cas, tot i que és valida aquesta argumentacid, i que segurament també hi intervé
aquest factor, s’ha d’afegir el fet que es va veure amb I’observacio directe de les plaques al
microscopi, un major nombre de cel-lules mortes en els intervals de 3,6,9,hores que en aquests de
15,24h., quan hauria de ser al revés, aixi doncs €s millor descartar-los ja que potser va haver
algun error en la dosi, o alguna altra cosa com ja he comentat anteriorment . Tota la prova, s’ha
de considerar amb una certa cura.

Aixi doncs, malgrat la problematica en aquest experiment, detectada préviament amb
I’observaci6 de les cél-lules en les plaques, es va seguir I’experiment, per a intentar establir
alguna relaci6 diferencial entre les imatges necrotiques que observariem i les imatges de I’apartat
anterior on la majoria de morts eren causades per apoptosi, considerant pero, el problema que hi
havia hagut en I’experiment.

D’aquesta manera, malgrat tot, a partir del que es va obtenir (Taula3.2.5), es pot observar
una quantitat de %DNA a la cua (igualment com per als altres parametres de mesura del comet
test) superior que el control i en valors creixents des de I’interval de 3 fins a les 9 hores, que es
correspondrien amb un augment també¢ del percentatge de necrosi (%N). Segurament doncs, es
detectaria algun dels estadis de la fragmentacié del DNA (per la desintegracié del nucli) que es
pugui donar durant la mort per necrosi, que faria que no es perdessin els fragments del tot en
I’electroforesi i1 es pogués observar les imatges de cometa.

Aqui pero, cal un cop més afegir la dificultat de les mesures i1 la realitzacid de
comptatges, degut al nombre baix de nuclis visibles en les preparacions per al comet test.
Segurament es perdria tot o gran part del DNA de moltes cel-lules (a causa de la gran
fragmentacio o disgregacio de DNA del gran nombre de cel-lules en estat molt degradat) durant
el procediment del comet test (preparacié de les mostres, durant 1’electroforesi, etc..), quedant en
forma de pols no detectable o simplement no hi hauria res, cosa que faria que no s’observés cap
imatge per aquesta técnica.

Mitjangant 1’observacio visual de les imatges dels comets, es va poder apreciar cometes
amb cap 1 cua evidents en els temps 15 1 24, i altres amb cues llargues 1 molta pols, inclus fins a
caps petits sols, similars als trobats per I’etanol a les tltimes hores. Les ce¢l-lules en aquests
intervals de temps, pero, estaven una mica millor que les de temps inferiors, (no cal recordar el
problema que es va tenir en la prova, on en les plaques a temps 3,6,9h. que van ser preparades un
dia més tard que les de 15 i 24h, va haver una mortalitat molt rapida respecte al que s’esperava,
tot i que podriem considerar també que als intervals 15 i 24 la mortalitat va ser diferent a
I’esperable, 1 que pels dos casos va ser més elevada del que havia de ser per comparacié amb
altres proves). Pels intervals de 3,6,9 hores, es pot observar cada cop més cues i pols en els temps
més llunyans fins el punt en que a les 9 hores costava molt comptar cel-lules degut a la seva
manca (es deurien haver desintegrat durant el procés del comet test ja que deurien estar
completament mortes i trencades). No es va poder veure cap diferéncia a simple vista de les
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imatges per diferenciar apoptosi de necrosi, en algun moment va semblar una aparenca diferent,
en quan al fet, que aqui trobavem, entre el gran nombre de cometes que es veien, el que podriem
anomenar una forma intermeédia entre un cap més o menys petit i cua llarga, i la de cap petit amb
cua ampla i difuminada al centre (considerada com a apoptotica per diversos autors), una forma
que tenia com una mena de coll abans de la cua difuminada (veure Fig.3.2.9), i que a simple
vista, ens va semblar que n’hi havia moltes en proporcié amb el que haviem vist en les mostres
amb etanol (en les que no recordavem haver-ne vist), pero en realitat no era aixi. També ens
havia semblat que en aquestes no trobavem tantes formes de caps sols, sind6 més aviat no
trobavem ja nuclis, passavem més de veure formes amb cues a no res, ni que tampoc veéiem
tantes formes descrites com les tipiques per apoptosi (hedgehogs), perd tampoc, era molt
subjectiu, hauria calgut fer un comptatge més acurat de totes aquestes formes pels dos
experiments. Aixi en aquest cas, hi havia formes de tot tipus, a les que anteriorment vaig
anomenar a, b, ¢, d, e (capitol 1, apartat 1.1.b; Fig.1.1.2), 1 les que consideren alguns autors com
les d’apoptosi, i també cues sense caps i caps sols, i1 les formes rares ja descrites. No seria estrany
tampoc trobar algunes d’aquestes imatges de hedgehog(o ghost cell, segons Choucroun et
al.,2001) si es consideren com a les representatives o indicadores de cél-lules en apoptosi, ja que
també hi hauria algunes morts per apoptosi (tal com es pot veure a la taula 3.2.5) encara que
poques, 1 segurament acabarien en necrosi. Tal com descriu les formes de necrosi, amb un cap
petit 1 una llarga cua (Tice et al.2000), si és dificil de diferenciar d’altres imatges de dany al
DNA causat per una substancia genotoxica. Tampoc no es va poder trobar cap diferéncia entre
els parametres de mesura del SCGE que ens poguessin diferenciar els dos tipus de formes de
mort cel-lular.

Aixi doncs, quan es va voler fer una observacié de les imatges del comet (by eye), 1 dels
parametres de mesura pel sistema d’analisi d’imatges, per poder intentar establir alguna
diferéncia entre les imatges i parametres de les formes de cometa obtingudes en les cel-lules
exposades a una substancia inductora d’apoptosi, amb les obtingudes en les c¢l-lules exposades a
un agent inductor de necrosi, per poder veure si es podia trobar alguna forma o parametre
diferencial que pogués diferenciar i caracteritzar les cel-lules en un i altre estat de mort cel-lular,
es va trobar que no es podia obtenir cap parametre que les diferenciés, ni es va trobar cap imatge
concreta que es pogués establir de forma clara, tot i que a nivell general va semblar veure uns
trets diferencials entre les imatges en els dos casos, cosa que no es pot considerar massa fiable
degut a la subjectivitat que comportava, i a la manca de comprovacions. Es va intentar també
veure si es podien diferenciar d’alguna manera amb les formes obtingudes quan hi ha una
exposicid a un agent genotoxic (obtinguts en diversos estudis anteriors), perdo no es va poder
establir cap mena de diferéncia amb les imatges, sols serien de proporcions dels diversos tipus de
formes observades, més que obtenir una imatge més concreta per a cada cas; evidentment, ja que
hi hauria diferents estadis i no es podria caracteritzar una sola forma per diferenciar-les. De tota
manera les substancies genotoxiques estudiades no causarien tan rapidament ni acusadament una
apoptosi o necrosi en els intervals en que es mesuren aquestes, i llavors no s’obtindrien tampoc
imatges tan drastiques com les de caps petits sols que han perdut la majoria de DNA i ja no es
veu la cua.
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Fig.3.2.8.Cél'lula Hep2 exposada a Fig.3.2.9.C¢l'lula Hep2 exposada a
Tween20. Interval: 6h. Tween20.Interval : 24h.

Aquestes dues imatges estan recollides pel microscopi de fluorescéncia a 200x. Tincid amb
bromur d’etidi. Fotografia digital del sistema d’analisi d’imatges Lucia 4.51.

En la imatge 3.2.8, es pot veure un cometa tipic, comengant a tenir una cua més ampla i
difuminada.

En la imatge 3.2.9, es veu el que ja considerarien forma apoptotica per alguns autors, tot i
que es pot trobar alguna diferéncia amb la mostrada a la figura 3.2.6, aqui tindriem encara el
nucli bastant evident, i una cua ampla i amb una tinci6é difosa cap el centre de la mateixa, perd
amb una part de cua més marcada i no tant difosa, com si tingués una mena de “coll”. En aquest
cas de I’exposicid a Tween20, es van trobar diverses d’aquestes formes (en major abundancia
que pel cas de I’etanol, on la majoria de cel-lules amb aquesta forma no tenien aquest coll, eren
més com la Fig.3.2.7 i la forma situada més superiorment a la foto de la Fig.3.2.6), que podriem
considerar intermitges, (entre les que serien cometes tipics, formes d per exemple (Fig.1.1.2,
capitol 1), i aquestes a les que consideren apoptotiques), ja que encara hi ha bastant cap i cua,
perod aquesta ja és també ampla i difusa al final.
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Fig.3.2.10. Hep? cells. A les 24 h de I’exposici6 a Tween20.

Aquesta imatge tamb¢ esta presa a partir del sistema d’analisi d’imatges Lucia 4.51, a partir del
microscopi de fluorescéncia a 200x. Tincidé bromur d’etidi.

Es pot observar tres formes de cometa. La situada més superiorment a la fotografia, seria un
d’aquests principis de la considerada forma d’apoptosi, perd no del tot, sind en aquest terme que
he considerat d’intermedi, degut a que t¢ com una mena de coll que seria una cua no tan difusa al
principi. Al mig de la fotografia es pot veure una cel-lula que no esta danyada, o poc, ja que es
veu algun petit fragment e cua que se’n desprén. La imatge situada més inferiorment i a la dreta
de la fotografia, seria ja un altre d’aquests estadis considerats com a cél-lula no viva (i en
apoptosi, per alguns autors), on hi ha un cap molt i molt petit, i quasi tot és cua, perd no una cua
llarga i escampada, sind una cua ampla i difosa del centre.

Tot 1 que jo n’he dit d’alguna manera forma intermeédia a aquesta imatge una mica
diferent de la tipica forma d’apoptosi, suposo que entraria dins el rang de formes que aquests
mateixos autors considerarien com a apoptotiques. Cosa que en aquest cas, seria discutible, ja
que el que detectem basicament son necrosi. Altres autors en canvi, ho anomenen més
generalment com a formes no vives.
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Pero, si comparem de forma general, amb 1’experiment anterior en la induccié a apoptosi per
etanol, 1 fem els histogrames per la quantitat de DNA a la cua (%Tail DNA), podem veure:

Fig.3.2.11.Comparaci6 d’histogrames a les 9 hores obtinguts per cel-lules Hep2 exposades a 3%
d’etanol per induir apoptosi i exposades a Tween 20 per causar necrosi:
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Es pot observar que en el cas de les cél-lules exposades en Tween20, inductor de necrosi,
hi ha una tendéncia cap a dreta de I’histograma que correspon a les categories o classes dels
valors elevats de dany cel-lular, aixo coincideix en que en aquest interval de temps la majoria de
cel-lules estaven en necrosi i llavors es pot detectar una quantitat de dany o fragmentacio del
DNA amb el comet test que donaria aquests valors degut a la degradacié de les cél-lules en
aquest interval de temps. En intervals anteriors, com a les 3 i 6 hores (histogrames no mostrats)
es veuria també dos pics, en les cel-lules sense dany i en les molt danyades, perd amb varis
estadis intermedis de les diferents categories o classes de dany al DNA (%Tail DNA).Mentre que
en el cas de les cel-lules exposades a Etanol al 3% que hauria induit apoptosi s’observa en aquest
interval el que ja ha estat comentat en 1’apartat 3.2.3 (Fig.3.2.1; 3.2.2), on s’observarien els dos
pics diferenciats, que indicarien dos estats de les cel-lules, unes bé i vives (el pic estaria en la
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categoria de poc percentatge de DNA a la cua) i les altres danyades possiblement detectant la
fragmentacid que es dona deguda a algun dels estats d’apoptosi (on hi hauria el segon pic elevat
en les categories o classes que corresponen a 1’alt percentatge de DNA a la cua), perd, amb un
menor, o molt petit, nombre d’estadis intermedis de dany al DNA a diferéncia del que es troba en
les mostres en que s’indueix la necrosi. En intervals més avancats en 1’exposicid a I’etanol, com
el de 24 hores (no mostrats), es podria observar ja sols un pic a la dreta de I’histograma que
correspondria a la majoria de categories de valor elevat de percentatge de DNA a la cua, que es
deuria a la degradacié de les cel-lules, ja que en aquest interval la majoria son mortes, pero es
veuria fins un punt, el que fos detectable pel comet test, ja que arriba un moment que es perden
els fragments degut a I’elevada desintegracid del material genétic i en I’electroforesi s’escampa
com a pols.

Si comparem els resultats dels dos experiments en forma de grafics per a intentar establir
alguna diferéncia entre els parametres en quan als que s’oberven en una poblacié cel-lular
exposada a una substancia inductora d’apoptosi a una que produeix necrosi:

Fig.3.2.12.Valors obtinguts per necrosi i apoptosi, per indicar que s’insinua una tendéncia
diferent:
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S’observen uns valors d’apoptosi que van augmentant amb el temps, com era d’esperar, i un
augment del percentatge de DNA a la cua del cometa, que continua augmentant a les 24 hores tot
1 la disminuci6 de I’apoptosi, ja que també augmenta la necrosi, i aixi hi hauria varis estats de
possible fragmentacio del DNA que es detectarien amb el comet test deguts als dos diferents
tipus de mort cel-lular, sense haver pogut diferenciar en aquest cas per quin dels dos, i tenint en
compte que molts valors es perden degut a que els fragments s’escamparien tant durant
I’electroforesi que no es podrien observar les imatges de cometa.
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Si s’hagués separat en valors d’apoptosi avangada (LA) amb la fase més inicial (EA), es
donaria que a les 6 1 9 hores la que predomina ¢és EA, i si hi ha una relaci6 entre el valor de dany
mesurat amb el comet test i la fase d’apoptosi, ens indicaria que detecta ja els primers estadis de
I’apoptosi, on es produeix ja una fragmentacié del DNA i del nucli, sense canvis encara en la
membrana. (Olive et al.,1993; Schwarts & Osborne,1995; Fairbairn et al. 1996)

Fig.3.2.13. Grafic per a la necrosis induida per Tween 20 en cél-lules Hep2.
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Es pot veure de seguida un increment de les formes necrotiques, com era d’esperar degut a la
induccio per aquest agent, i es veu també un augment del valor percentatge de DNA a la cua, i
per tant de dany o trencament al DNA, que es podria atribuir a la fragmentaci6 que es dona a les
fases ultimes de la necrosi.

D’aquesta manera hem vist un augment