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ARTICULO ORIGINAL

Aplicacion del bioensayo EROD-H4IIE para la determinacion de dioxinas
en carnes de pollos broiler: un estudio de equivalencia con la cromatografia
de gases de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién”

Application of the EROD-H4IIE bioassay for the determination of dioxins
in broiler chicken meat: an equivalence study with high resolution gas chromatography
coupled to high resolution mass spectrometry

JT Schoffer?®, C Bustos-Lépez®, P Sotomayor?, CA Mattar?, A Gonzilez?, C Robles?,
F Samsing?, O Acevedo? y CE Valdovinos*”
Centro de Investigaciones Ecotoxicoldgicas, Facultad de Ciencias Silvoagropecuarias, Universidad Mayor, Santiago, Chile.
bDepartamento de Ciencias Bésicas, Facultad de Ciencias, Universidad Santo Tomds, Santiago, Chile.

SUMMARY

The EROD bioassay with H4IIE cell line was applied in this study to determine the equivalence of the results for chicken meat between the EROD-
HA4IIE Bioassay in pg TCDD-EQ/g of tissue, and the results of the gas chromatography coupled to high resolution spectrometry (HRGC/HRMS) in pg
WHO-TEQ/g of fat of TEQs. 41 compound samples of chicken drumsticks were used. The samples were obtained in slaughtering plants of 4 different
production facilities of Chile, during the sacrifice of animals (38 and 43 days old) between 2004 and 2007. Each sample was analysed with both
analytical techniques. A regression model for the equivalence of both techniques was determined from the results. The model obtained was: HRGC/
HRMS = 0.481 + 0.051[EROD-H4IIE]?, R? = 0.885, therefore for a value in EROD-H4IIE of 2.2 pg TCDD-EQ/g of tissue it is estimated that it will
correspond to 0.73 pg WHO-TEQ/g of fat in HRGC/HRMS. Also, for the same value of EROD-H4IIE with a 95% confidence, an estimate as an upper
limit equal to 0.83 pg WHO-TEQ/g of fat in HRGC/HRMS will be obtained. An upper limit equal to 0.88 pg WHO-TEQ/g of fat in HRGC/HRMS is
estimated by taking the same value of EROD-H4IIE with 99% confidence. It is concluded that de EROD-H4IIE bioassay can be applied as a screening
method in animal production systems and specifically in broiler chicken production.
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INTRODUCCION

Con el nombre genérico de dioxinas, se conoce a un
grupo de compuestos orgdnicos triciclicos halogenados.
El grado de cloracidn y la posicién de los &tomos de cloro
determinan la existencia de 75 congéneres de dibenzodioxi-
nas (PCDDs) y 135 de dibenzofuranos (PCDFs). Sélo los
compuestos que son clorados en las posiciones 2, 3, 7 y
8 presentan toxicidad. Esto incluye 7 dibenzodioxinas,
10 dibenzofuranos y 12 bifenilos policlorinados (PCBs)
(Roeder y col 1998). El compuesto de dioxina mds téxico
es la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), tam-
bién conocida con el nombre de dioxina Seveso (Whyte
y col 2004).

En humanos y otros vertebrados, las dioxinas son
consideradas como factores de riesgo para el desarrollo
del cancer (Fingerhut y col 1991), inmunodeficiencia
(Weisglas-Kuperus y col 2000), menor tamaiio de la préstata,

Aceptado: 12.05.2011.

# Proyecto FONDEF D03I1035.
*  Casilla 235 correo 34, Santiago, Chile; carlos.valdovinos @umayor.cl

reduccion del peso testicular y de la espermatogénesis
(EC2001), disminucién de los niveles séricos de testosterona
(Egeland y col 1994), desarrollo de patologias del sistema
nervioso central y periférico (Guo y col 2003), disrupcién
endocrina y mayor incidencia de diabetes (Longnecker y
Michalek 2000, Sweeney y Mocarelli 2000), trastornos a
la tiroides, alteraciones broncopulmonares (Nakanishi y
col 1985) y otros.

Los seres humanos estdn expuestos a las dioxinas prin-
cipalmente a través de la dieta: carne, productos l4cteos,
huevos y pescado (Spiro y Stigliani 2004, Saegerman y
col 2006). Por tanto, debido a los casos de contaminacion
de carnes de aves de corral en Estados Unidos, la “Crisis
de PCB/dioxinas de Bélgica” de 1999 (Hayward y col
1999, Covaci y col 2008), el hallazgo de dioxinas en
carne de cerdo de Chile en 2008 (Valdovinos 2009) y el
caso reciente en Alemania en 2010, que afect6 a granjas
avicolas y porcinas (PoultryMed),' es necesario contar
con una metodologia de cribado (Unién Europea 2006)

' http://www.poultrymed.com/Poultry/Templates/showpage.asp?D

BID=1&LNGID=1&TMID=178&FID=871&PID=0&I1D=11684.
Fecha de consulta: 07 de enero de 2011.
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para la deteccién rdpida y de bajo costo, previo al andlisis
quimico confirmatorio.

Una manera efectiva de deteccion es a través de los
efectos toxicoldgicos de estos contaminantes, que ocurren
mediante el receptor de hidrocarburos aromadticos (AhR),
factor de transcripcién nuclear activado por unién de
ligandos y que media la toxicidad del TCDD. El AhR en
ausencia del ligando es citosélico, pero es transportado
al nicleo cuando se activa con un ligando ex6geno. La
activacion de AhR produce una serie de cambios bioqui-
micos en la célula, incluyendo la induccién del citocromo
P4501A (CYP1A), utilizado para medir la actividad de
la 7-etoxyresorufina-O-deetilasa (EROD) como biomar-
cador de exposicion a dioxinas y compuestos similares a
dioxinas (Richter y col 2001, Okey y col 2005), a través
del bioensayo in vitro con la linea celular H4IIE. Por
tanto, el objetivo del presente estudio es determinar la
ecuacién de equivalencia para los resultados en carnes
de pollo, entre el bioensayo EROD-H4IIE en pg TCDD-
EQ?%g de tejido muestreado contra los resultados de la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion (HRGC/HRMS) en pg WHO-
TEQ/g de grasa, considerando a este tltimo como método
de referencia, mediante la determinacién de un modelo
de regresion, que permita estimar el valor esperado de
contaminacion por dioxinas que se obtendria a través de
HRGC/HRMS si sélo se cuenta con los resultados del
bioensayo EROD-H4IIE.

MATERIAL Y METODOS
MUESTRAS

Para el presente estudio se utilizaron 41 muestras
compuestas de trutros de pollo obtenidas en la planta
faenadora de 4 planteles de Chile, codificados como P1,
P2, P3 y P4, durante el beneficio de animales (38 y 43
dias de edad) entre los afios 2004 y 2007. Cada muestra
compuesta se obtuvo en duplicado, a partir de muestras
elementales constituidas por los trutros sin cuero y sin
hueso de 10 animales del mismo origen. Las muestras
fueron trituradas en la planta faenadora con una moledora
industrial (BESTE® TK-12), obteniéndose 2 muestras de
250 g para el bioensayo EROD-HA4IIE y 2 muestras de 250
g para el andlisis HRGC/HRMS (muestra y contramues-
tra). Estas fueron depositadas en bandejas de aluminio
(previamente tratadas con acetona técnica al 99,5%) y
selladas, siendo congeladas a —70 °C en el laboratorio a
la espera de su andlisis.

2 En este documento se utilizarda TCDD-EQs para denominar los

toxicos equivalentes (TEQs) derivados del bioensayo EROD-HA4IIE.
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EXTRACCION Y PURIFICACION PARA APLICACION
DEL BIOENSAYO CELULAR H4IIE

De acuerdo al método descrito por Nicks y Tillitt
(2003), se pesaron 20 g de muestra de carne de ave,
adicionando una cantidad 3 veces superior al peso de la
muestra (60 g) de sulfato de sodio (Na,SO,) para el secado
de liquidos existentes en la matriz. Posteriormente, se
procedié a homogeneizar la muestra seca en una licuadora
(Osterizer® 4172). El proceso de extraccion de la grasa
se realiz6 en un Soxhlet automatico (VELP® Scientifica
SER 148) durante 2 horas y 30 minutos, con una mezcla
de diclorometano-hexano 1:1. La determinacién del con-
tenido lipidico del extracto se efectué mediante calculos
gravimétricos a partir de la diferencia de peso de 1 mL del
extracto, antes y después de ser sometido a calor para la
evaporacion de solventes y agua. El proceso de limpieza
del extracto se realiz6 con el paso de la muestra a través
de dos columnas de vidrio; la primera rellena con Na,SO,,
silicato de potasio (KS), silica 60:40 (silica gel Grade 62,
60-200 mesh, 150 A; SIGMA-ALDRICH® mezclada con
H,SO,) y silica 70;30 (silica gel Davisil® Grade 635,
60-100 mesh, 60 A; SIGMA-ALDRICH® mezclada
con H,S0,) con diclorometano. La segunda columna de
limpieza contenfa Na,SO,, silica gel 60 (silica gel Grade
60, 70-230 mesh, 0.063-0.200 mm; Merck®), KS y silica
60:40 con una mezcla de diclorometano: hexano/3:97.
La muestra obtenida fue reducida mediante el uso de
rotaevaporador (Heidolph® Laborota 4000) alcanzando
un volumen de 1 mL aproximadamente. Este volumen de
muestra fue sometido al proceso de cambio de solvente,
a través del uso de nitrégeno gaseoso, obteniéndose un
extracto final de 150 pL disuelto en isooctano. La totalidad
de los solventes utilizados fue grado HPLC.

BIOENSAYO CELULAR EROD-H4IIE

Se aplic6 el bioensayo EROD-H4IIE para la detec-
cién de PCDDs, PCDFs y DL-PCBs, segtin el protocolo
descrito por Tillitt y col (1991) y modificado por Nicks y
Tillitt (2003). Se utiliz6 1a linea celular de hepatoma de
Rattus norvegicus, importada de la American Type Culture
Collection (ATCC®, c6digo CRL-1548™). La linea celular
fue cultivada en un medio D-MEM, enriquecido con un
15% de SFB, mantenida bajo condiciones estandares (37°C,
5% CO,) y se le permiti6 crecer de 4 a 5 dias. Las c€lulas
fueron sembradas en placas de microtitulo de 96 pocillos
de fondo plano, Nunc®, en un volumen de 300 pL/pocillo
con una densidad de 1,2 x 10* células/pocillo. Después de
24 horas de crecimiento, se procedi6 a dosificar el estandar
de TCDD en 7 diluciones seriadas en razén 1:2 (50 pg/
pocillo a 0,069 pg/pocillo) en cuadruplicado. Dicho estdndar
fue usado para generar una curva de dosis respuesta con
la cual todas las muestras fueron relacionadas.

Los extractos de las muestras se dosificaron con 7
diluciones en razén 1:3, en cuadruplicado. Junto con



dichas muestras también se dosificaron, de igual manera,
un control positivo (PC) correspondiente a tejido de
Cyprinus carpio Linnaeus y un control negativo o matriz
blanco (MB) correspondiente al Lepomis macrochirus
Rafinesque, materiales de referencia del Columbia
Environmental Research Center de Missouri, Estados
Unidos. Ademads de estos controles se utilizé un blanco
de procedimiento (PB) correspondiente a una solucién
de diclorometano-hexano 1:1 (grado HPLC). Luego de
la dosificacién se dejo a las células bajo condiciones
estandares por 72 horas para su posterior lectura. Para
ello el medio fue removido a través de un lavador de
placas (Thermo® Weelwash 4 Mk 2), que utiliza agua
ultrapura, dejando aproximadamente 60 uL de medio/
pocillo. Terminado el lavado se incub¢ la placa por 5
minutos, para generar cit6lisis osmdtica, dando como
resultado la exposicién del CYP1A1. Pasado el tiempo se
retiré la placa de la incubadora y se le agregaron 20 uL de
buffer a 37 °C con 80 pL de dicumarol. Posteriormente,
se adicionaron 20 puL de 5 uM de etoxiresorufina y 20 uL.
de 5 uM de NADPH. Finalmente, se colocaron las placas
en un lector de fluorescencia (BioTek® FLx800™), que
realiza lecturas por 20 minutos con un filtro de excitacion
530 nm y con un filtro de emisién de 580 nm para la
lectura de la actividad EROD. Para la determinacién de
la proteina celular se realiz6 una lectura de 1 minuto con
un filtro de excitacién de 400 nm y un filtro de emisién
de 460 nm. Este método permite evaluar la actividad
EROD vy la proteina en el mismo pocillo (Kennedy y
Jones 1994). En la etapa final del ensayo se utilizaron
curvas de dosis respuestas para determinar la potencia
relativa del extracto (RPFs), comparando los valores de
las pendientes de los extractos de las muestras con los
valores de la pendiente del estindar de TCDD para ob-
tener los equivalentes toxicos (TCDD-EQs) expresados
en pg/g de muestra (Mason y col 1985, Tillitt y col 1993,
Whyte y col 2004).

CROMATOGRAFIA DE GASES DE ALTA RESOLUCION
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA
RESOLUCION

El anélisis HRGC/HRMS fue realizado en el Research
and Productivity Council de New Brunswick, Canad4. Para
esto se utilizaron los métodos: US EPA Method 1613B,
“Tetra-through Octa-Chlorinated Dioxins and Furans
by Isotope Dilution HRGC/HRMS” y US EPA Method
8290A, “Polychlorinated Dibenzodioxins (PCDDs) and
Polychlorinated Dibenzofurans (PCDFs) by High-Resolution
Gas Chromatography/High-Resolution Mass Spectrometry
(HRGC/HRMS)”, cada uno con modificaciones leves
(procedimientos estdndares de RPC DX08 y DX09).

Se enriquecio la muestra (20 a 60 g) con una solucién
que contenia cantidades especificadas de cada uno de
los 15 estandares internos de PCDD/PCDFs marcados
isotépicamente (Wellington Laboratories Inc., Guelph,

DIOXINA, BIOENSAYO H4IIE, HRGC/HRMS, EROD

Ontario, Canada). Posteriormente, se realizé la extraccion
mediante Soxhlet por 16 h con diclorometano/hexano
1:1 (grado GC); luego se concentrd en rotaevaporador
(BUCHI® RE 121 o Yamato® RE47). El contenido de
grasa se determind por andlisis gravimétrico; el extracto
se disolvid en hexano (grado GC). Luego se realizé una
digestion usando silica 70:30 (silica gel 60, 100-200 par-
ticle size; Caledon® mezclada con H,SO,). El extracto se
cromatografié en una columna de silica dcida/béasica/con
nitrato de plata (AgNO,) y en una segunda columna de
silica con carbén activado. Cuando existi6 interferencia
con éteres difenilicos clorados, se cromatografié en una
tercera columna de alimina basica. El extracto final se
enriquecié con una solucién que contenia cantidades es-
pecificadas de dos estdndares de recuperacién de PCDD
marcados isotdpicamente (Wellington Laboratories Inc.,
Guelph, Ontario, Canadd). Se obtuvo un volumen final
de 20 pL. El andlisis HRGC/HRMS fue realizado con
un cromatégrafo de gases Hewlett Packard® HP 5890
serie II, acoplado con espectrémetro de masas de alta
resolucién VG Autospec®, resolucién >10.000, con
monitoreo de iones especificos multigrupo; volumen
de inyeccién 1 pL; columna de cromatografia de gases
Rtx-Dioxin2 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Restek). La
cuantificacién fue realizada usando estdndares internos
y los resultados fueron corregidos por recuperaciones de
estdndares internos.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron los programas estadisticos Minitab®
version 15.0 para Windows (Minitab Inc, State College,
PA, USA), S-Plus® versién 6.4 para Windows (TIBCO
software Inc, Somerville, MA, USA) y SigmaPlot® versién
11.0 para Windows (Systat Software Inc, San Jose, CA,
USA). Una vez obtenidos los resultados expresados en pg
WHO-TEQ/g de grasa para HRGC/HRMS y pg TCDD-
EQs/g de tejido para EROD-HA4IIE, fueron representados en
un grafico de dispersién (figura 1). Se propuso un modelo
para explicar la relacion entre los resultados del bioensayo
EROD-HA4IIE y del andlisis cromatografico. Para su ajuste
se aplicé el modelo: Y, = B+ Bx; + Pyx? + - + B Xt
g, donde, Y, son los valores obtenidos d¢ HRGC/HRMS,
xlflos obtenidos por EROD-HA4IIE, B, los coeficientes del
modelo de regresion y €, corresponde al error aleatorio.

RESULTADOS

Enel cuadro 1 se observa que el plantel 4 (P4) tiene un
promedio de los resultados obtenidos por HRGC/HRMS
mayor al resto, con una desviacién estandar (DE) elevada,
coherente con lo obtenido en el bioensayo EROD-HA4IIE.
Se realizé un Anova entre planteles, cuyo resultado nos
indica que existen diferencias entre planteles y los intervalos
de confianza simultdneos de Tukey al 95% muestran que
esta diferencia estd dada por P4.
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Cuadro 1. Resultados promedio obtenidos por el bioensayo
EROD-H4IIE y por HRGC/HRMS.

Average results obtained by the EROD-H4IIE bioassay
and by HRGC/HRMS.

HRGC/HRMS H4IIE
(WHO-TEQ/g de (pg TCDD-EQ/g de
grasa) tejido)
Plantel Promedio DE Promedio DE n
P1 0,58 0,17 0,64 0,81 6
P2 0,57 0,21 1,39 1,34 13
P3 0,40 0,19 0,75 0,73 15
P4 2,61 1,99 4,67 3,67 7
6 6
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Figura 1. Gréfico de dispersion de resultados EROD-H4IIE
expresado en pg/g de tejido de TCDD-EQs contra el resultado
de HRGC/HRMS expresado en pg/g de grasa de TEQs, para 41
muestras de trutro de pollo. Se observa una buena correlacion
(r =0,878), sin embargo, en la mayoria de los datos existe una
sobrestimacion de los resultados obtenidos por bioensayo EROD-
HA4IIE por sobre los obtenidos por HRGC/HRMS.

Scatter plot for EROD-HA4IIE results expressed in pg/g
tissue of TCDD-EQs vs HRGC/HRMS the results expressed in pg/g fat
of TEQs, for 41 sample of broiler chicken drumstick. The data reveal
a good correlation (r = 0.878), however, in most of the data there is an
overestimation of the results obtained by EROD-HA4IIE bioassay above
the ones obtained by HRGC/HRMS.

ANALISIS DE MODELOS

Se consideraron 2 modelos bajo el principio de par-
simonia: modelo 1 (M1): Y, =, + B,x, + €, y modelo
2 (M2): Y, =B, + B,x, + B,x* + &, Los resultados del
andlisis de varianza de M1, muestran que bajo la prueba
F de Fisher el modelo es significativo (P < 0,0001), con
un coeficiente de determinacién (R?) de 0,770. Bajo la
prueba t de Student para la significancia de los coefi-
cientes de M1, se obtuvo un valor P no significativo para
el intercepto (P > 0,05), por lo que este coeficiente fue
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retirado del modelo. El resultado de anélisis de varianza
de M2 muestra que la prueba F de Fisher es significativa
(P <0,0001). Para este modelo el coeficiente de determi-
nacién ajustado (R?-ajustado) es de 0,879. Al analizar los
resultados de las estimaciones para los pardmetros M2,
bajo la décima de t de Student, muestra que el coeficiente
asociado a EROD-HA4IIE no es significativo (P > 0,95) en
el modelo, por lo cual fue retirado. Es importante destacar
que bajo la misma décima t de Student, el coeficiente de
intercepto como el coeficiente asociado a EROD-H4IIE
al cuadrado son significativos (P < 0,001) para el modelo
propuesto. Como consecuencia de lo anterior se propu-
sieron 2 nuevos modelos: modelo 3 (M3): ¥, =B,x; + ¢,
y modelo 4 (M4): Y, =B, + P,x + €, Del andlisis de
M3 se puede observar que para la prueba F de Fisher se
obtuvo un valor F significativo (P < 0,0001), con un R?
de 0,849. Bajo la prueba t de Student para la nulidad del
coeficiente, se puede destacar que éste es significativo
en M3 (P <0,0001). Se realiz6 el mismo anélisis para el
modelo 4 obteniendo los mismos resultados tanto para
el andlisis de varianza como para la estimacion de los
pardmetros, con un R? de 0,885.

Con el objetivo de seleccionar el mejor modelo que
permitiera realizar una equivalencia entre ambas técni-
cas, se consideraron los siguientes criterios: Criterio de
Informacién de Akaike (AIC) (Akaike 1973, Anderson y
col 1994) y el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC)
(Posada y Rosero 2007). Del andlisis precedente se con-
cluy6 que el modelo mas adecuado es M4. De esta forma
el modelo estimado es:

HRGC/HRMS = 0,481 + 0,051[EROD-H4IIE]?

El gréfico de ajuste de M4 (figura 2) muestra las
estimaciones de los niveles determinados por HRGC/
HRMS contra EROD-HA4IIE y el limite superior para la
estimacion a un 95% y 99% de confianza, en carne de
pollo, donde se puede determinar que, si se obtiene un
valor en EROD-H4IIE de 2,2 pgTCDD-EQ/g de tejido
se estima que corresponderd a 0,73 pg WHO-TEQ/g de
grasa en HRGC/HRMS. Ademis, para el mismo valor de
EROD-HA4IIE con un 99% de confianza, se obtendrd una
estimacién como limite superior que equivaldrd a 0,83 pg
WHO-TEQ/g de grasa en HRGC/HRMS.

ANALISIS DE SENSIBILIDAD

Se realizd un andlisis de sensibilidad para las estimacio-
nes de los coeficientes del modelo de regresidn estimado,
tanto para el intercepto (B)) como para el coeficiente aso-
ciado a EROD-HA4IIE al cuadrado (§3,). En el histograma de
las estimaciones de 3, (figura 3) se muestra la estabilidad
de este parametro durante el proceso de andlisis. En la
figura se observa que el comportamiento es asintéticamente
normal, compacto, centrado y con un ligero sesgo hacia la
izquierda, pero con una estimacién bastante estable para el
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o Resultados HRGC/HRMS

» Limite superior 95% confianza

= Limite superior 99% confianza

X Resultados HRGC/HRMS estimados

Resultados HRGC/HRMS pg/g de grasa de TEQs
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Figura 2. Grifico de ajuste de los resultados estimados por M4, donde se muestra la equivalencia de los resultados entre el bioensayo
EROD-H4IIE y HRGC/HRMS y las estimaciones para los limites superiores con 95% y 99% de confianza.

Adjustment plot of the estimates results for M4, were the equivalence of the results between the EROD-H4IIE Bioassay and HRGC/HRMS
and the estimations for the upper limits with 95% and 99% confidence is shown.

30

5]
[
1

553
(=1
1

Porcentaje
o
1

S
1

w
1

0-— + T
0,44 0,46 0,48 0,50 0,52

Coeficiente f3,

Figura 3. Histograma para la distribucion de las estimaciones
del coeficiente B, en M4, expresadas como porcentaje, donde
se puede observar el comportamiento para las estimaciones y
estabilidad para el modelo y conjunto de datos.

Histogram for the distribution of the 3, coefficient estimation
in M4, expressed as percentage, where the behavior and stability for the
model and data set is shown.

coeficiente y el conjunto de datos. En el histograma de las
estimaciones asociadas a 3, (figura 4) se puede observar una
distribucién asint6ticamente normal, mucho mas compacta
y centrada que para 3,y con valores extremos a ambos
lados de la distribucidn, lo que sugiere una distribucion
con colas mas pesadas (t de Student).
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0,049 0,050 0,051 0,052 0,053

Coeficiente 3,

Figura 4. Histograma para la distribucién de las estimaciones
del coeficiente B, en M4, expresadas como porcentaje, donde
se puede observar el comportamiento para las estimaciones y
estabilidad para el modelo y conjunto de datos.

Histogram for the distribution of the 3, coefficient estimation
in M4, expressed as percentage, where the behavior and stability for the
model and data set is shown.

DISCUSION

La utilizacion del bioensayo con linea celular H4IIE
ofrece una herramienta ttil, alternativa y/o complementaria
para estimar la presencia de PCDDs, PCDFs y DL-PCBs
en carnes de pollo ademas de otras matrices. Segin Whyte
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y col (2004) entre las ventajas que posee el bioensayo se
encuentran: 1) Utiliza un mecanismo de accién comun
para la deteccidn de dioxinas, la presencia de compuestos
inductores del citocromo P4501A1 en el extracto es medida
en conjunto, ademds el bioensayo puede evaluar estos
compuestos aun en concentraciones menores al limite de
deteccion del andlisis quimico; 2) al analizar de manera
simultdnea los compuestos inductores del citocromo
P4501A1, el bioensayo integra interacciones entre los
diferentes congéneres presentes en el extracto; 3) el bio-
ensayo es mas econémico que la HRGC/HRMS (10-25%).

Como ejemplo de uso del bioensayo, el US Geological
Survey (USGS) ha ejecutado el programa Biomonitoring
of Environmental Status and Trends (BEST) en las cuencas
del rio Yukon, Columbia, Rio Grande y Mississippi, con
el fin de detectar contaminantes orgdnicos persistentes
(COPs) y disruptores endocrinos. Dicho programa se
ha llevado a cabo en parte a través de la aplicacion del
Bioensayo EROD-HA4IIE en peces (USGS 2002, USGS
20042, USGS 2004°, USGS 2004°). Este programa de-
muestra que es factible utilizar dicho bioensayo a gran
escala, con 6ptimos resultados y ha permitido identificar
las dreas contaminadas de las cuencas, as{ como aquellas
con problemas emergentes, permitiendo ademds evaluar
el éxito de las actividades de remediacién (USGS 2004€).
Las ventajas del bioensayo han permitido que sea utilizado
para evaluar la potencia de los extractos que contienen
hidrocarburos halogenados planares (PHH), provenientes
de 22 especies de peces, 14 especies de aves y 4 especies
de mamiferos (Whyte y col 2004).

En el presente trabajo se puede observar que los resul-
tados promedio obtenidos por el bioensayo EROD-H4IIE
(cuadro 1) tienden a ser mayores a los d¢ HRGC/HRMS,
comportamiento similar al obtenido por Till y col (1997)
en un estudio efectuado en cenizas. Esta diferencia entre
ambas técnicas se puede deber a que en el bioensayo los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) y compo-
nentes no identificados posean actividad similar a dioxinas
(Chaloupka y col 1993) y a la presencia de DL-PCBs, los
cuales no fueron analizados mediante HRGC/HRMS.
Respecto a esto ultimo, el aporte a la toxicidad final o a
su valor de equivalente t6xicos (TEQs) en el extracto es
muy reducido, considerando sus bajos valores de factores
de equivalencia toxica (TEFs) (van den Berg y col 1998).

A pesar de que existen otros bioensayos muy eficientes
como DR CALUX®, XDS CALUX® o DR-EcoScreen®
(Behnisch y col 2002, Hoogenboom 2002, Denison y col
2004, Anezaki y col 2009), para los dos primeros se necesita
adquirir la licencia a un costo oneroso, la cual debe renovarse
anualmente, adquirir los equipos, capacitacién y un pago
por nimero de muestras analizadas a las empresas que co-
mercializan dichos bioensayos (BioDetectionSystems)>. El
bioensayo con células DR-EcoScreen® fue desarrollado por

3 http://wwww.biodetectionsystems.com/. Fecha de consulta: 07 de

abril de 2010
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el Instituto de Salud Piblica de Hokkaido, Japén (Kojima
y col 2010) y tampoco es de libre disposicién. En cambio,
el bioensayo EROD-H4IIE no requiere del pago de una
licencia comercial, por tanto, es una alternativa adecuada
para realizar estudios de biomonitoreos a gran escala.

Con respecto al modelo de equivalencia, éste se ajusta a
la tendencia del gréfico de dispersion de la figura 1. Ademads
éste tiene un nivel inicial de 0,481 (cuando el resultado
de H4IIE es cero), es decir, considera un nivel basal de
concentracién de PCDDs, PCDFs y DL-PCBs. Para los
valores de las estimaciones asociadas a 3, el efecto sobre
los resultados es de un 5,1%. En general, es un modelo
significativo para todos sus pardmetros y coeficientes y
que bajo los criterios de seleccion es el mds adecuado
entre los otros modelos propuestos.

Al comparar el presente estudio con el realizado por Wan
y col (2004) se puede observar que en ambos estudios hay
un modelo de equivalencia propuesto para EROD-H4IIE
contra HRGC/HRMS, que para el caso de Wan y col es un
modelo lineal. Ademds ambos modelos proponen un nivel
basal de concentracién de dioxinas, furanos y DL-PCBs. En
el modelo propuesto por Wan y col el nivel basal es menor
que en el presente estudio y R? es mayor. Esta diferencia
podria estar dada por el pequefio tamafio de muestra (6
muestras) seflalado en dicho trabajo y también por el tipo
de matriz analizada (sedimentos, colina clorada, desper-
dicio electrolitico, benceno quinona tetraclorada, cenizas
y suelo). Este tamafio de muestra también podria explicar
la diferencia en el tipo de modelo, que para Wan y col es
lineal y el del presente estudio es cuadratico.

Till y col (1997) encontraron en extractos de cenizas
de incineradores de basura, madera, crematorios y de
reciclado de metales, valores de correlacion semejantes al
presente estudio. La correlacion en cenizas fue de 0,750 y
0,900 dependiendo del origen de la matriz, mientras que
en el actual estudio para los extractos de las muestras de
pollos broiler fue de 0,878 (figura 1).

El bioensayo con linea celular H4IIE entrega estima-
ciones razonables y confirma que la induccién de CYP1A
estd dada principalmente por PCDD/Fs y, por tanto, es una
técnica util para el biomonitoreo de estos contaminantes y
puede ser aplicado como método de cribado en sistemas
de produccién animal y especificamente en produccion
de pollos broiler, aunque todo resultado positivo debe ser
analizado mediante HRGC/HRMS como método confir-
matorio de identidad.

RESUMEN

En el presente estudio se aplicé el bioensayo EROD con linea celular
HA4IIE para determinar la equivalencia de resultados para carnes de
pollo, entre el bioensayo EROD-H4IIE en pg TCDD-EQ/g de tejido y
los resultados de la cromatografia de gases de alta resolucion acoplada
a espectrometria de alta resolucion (HRGC/HRMS) en pg WHO-TEQ/g
de grasa. Para lo anterior se utilizaron 41 muestras compuestas de trutros
de pollo. Estas fueron obtenidas en la planta faenadora de 4 planteles
diferentes de Chile, durante el beneficio de animales (38 y 43 dias de



edad) entre los afios 2004 y 2007. Cada muestra fue analizada mediante
ambas técnicas analiticas. Con los resultados se determiné un modelo
de regresion para la equivalencia de ambas técnicas. De esta forma el
modelo obtenido fue: HRGC/HRMS = 0,481 + 0,051[EROD-H4IIE]?,
R? = 0,885, en que para un valor en EROD-H4IIE de 2,2 pg TCDD-EQ/g
de tejido se estima que corresponderd a 0,73 pg WHO-TEQ/g de grasa
en HRGC/HRMS. Ademads, para el mismo valor de EROD-H4IIE con
un 95% de confianza, se obtendrd una estimacién como limite superior
que equivaldrd a 0,83 pg WHO-TEQ/g de grasa en HRGC/HRMS. Al
tomar el mismo valor de EROD-HA4IIE con un 99% de confianza, se
estima un limite superior que equivaldrd a 0,88 pg WHO-TEQ/g de
grasa en HRGC/HRMS. De esta manera se concluye que el bioensayo
EROD-HA4IIE puede ser aplicado como método de cribado en sistemas
de produccién animal y especificamente en produccién de pollos broiler.
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