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Sesion 1. Mecanismos de accion y fisiologia de los disruptores endocrinos
Coordina: Anunciacion Lafuente (Representante AETOX, Univ. de Vigo)

Nuevos biomarcadores y mecanismos moleculares de disrupcién endocrina por compuestos
estrogénicos: Analisis en la rata como especie modelo.

Manuel Tena-Semepere (Univ. de Cérdoba)

El efecto estrogénico del bisfenol-A altera la funcién de la célula beta pancreatica in vivo e induce
resistencia a la insulina

Angel Nadal (Univ. Miguel Hernandez, Alicante)

Gendmica funcional y protedmica en el desarrollo de testiculo expuesto a disruptores endocrinos
Jesus del Mazo (Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid)

El glutamato monosadico actia sobre los mecanismos neuroendocrinos de control de GH y del apetito
Jesus Fernandez Tresguerres (Univ. Complutense, Madrid)
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Sesion posters.

Sesidén 2. Efectos ambientales de los disruptores endocrinos

Coordina: Argelia Castafio (Presidenta REMA, Centro de Investigacion en Sanidad Ambiental, INIA,
Madrid)

Disruptores endocrinos en el medio acuatico: efectos sobre vertebrados e invertebrados
Cinta Porte (Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales de Barcelona, CSIC, Barcelona)

Estudio de los mecanismos subyacentes a procesos de antiestrogenicidad utilizando hepatocitos
primarios de trucha arco iris
José Maria Navas (Dep. Medio Ambiente, INIA, Madrid)

Evaluacion de efectos de disrupcion endocrina en el mejillén
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Alejo Carballeira (Univ. Santiago de Compostela)
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Nicolas Olea (Univ. de Granada)
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Nuria Ribas (Inst. Municipal de Investigaciones Médicas, Barcelona)
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Sesidn 5. Iniciativas internacionales para evaluar y disminuir el riesgo de los
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La 12 Conferencia de las Partes del Convenio de Estocolmo y el Plan Nacional frente a los Compuestos
Organicos Persistentes

José Ignacio Elorrieta Pérez de Diego (Subdir. Gral. de Calidad del Aire y Prevencion de Riesgos,
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NUEVOS BIOMARCADORES Y MECANISMOS MOLECULARES DE DISRUPCION
ENDOCRINA POR COMPUESTOS ESTROGENICOS:
ANALISIS EN LA RATA COMO ESPECIE MODELO

M. Tena-Sempere
Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia. Universidad de Cérdoba. 14004 Cérdoba

En la ultima década, un numero creciente de evidencias epidemioldgicas y experimentales sugieren que la exposi-
cion ambiental a compuestos sintéticos con actividad estrogénica (xeno-estrégenos) puede resultar en efectos dele-
téreos sobre el desarrollo y funcidn del sistema reproductor. La unidad hipotalamo-hipofisaria es un elemento esen-
cial en el control de este eje neuroendocrino a lo largo de la vida. Esta unidad es altamente sensible a las acciones
organizativas de los esteroides sexuales, que tienen lugar durante periodos tempranos (criticos) del desarrollo y
resultan en efectos funcionales perdurables (1). La disrupcion de los procesos normales de organizacion funcional
de la unidad hipotalamo-hipofisaria resulta en alteraciones (inmediatas o diferidas) del eje neuroendocrino de la
reproduccion, que pueden conducir, entre otras, a alteraciones de la pubertad (precocidad, retraso) y ciertas formas
de infertilidad. No obstante, nuestro conocimiento de los mecanismos de accién de compuestos disruptores endo-
crinos (xeno-estrégenos y otros), asi como de sus posibles biomarcadores de exposicion o efecto, es aun muy limi-
tado.

Mientras en humanos la diferenciacion sexual del SNC se completa al inicio del 3 trimestre de gestacion, en la rata
el periodo critico de diferenciacién sexual de la unidad hipotalamo-hipofisaria se extiende entre el dia 17.5E (fetal)
y el dia 10 post-natal. Ello facilita la manipulacion experimental de las sefiales hormonales responsables de este
proceso (mediante su eliminacién o administracion) durante el periodo perinatal. En concreto, nuestro grupo de
investigacion ha utilizado ampliamente el modelo de rata estrogenizada neonatalmente (administracién de una unica
dosis de benzoato de estradiol en el dia 1 post-natal) con el fin de avanzar en la identificacion de mecanismos mole-
culares de accién y biomarcadores de efecto de compuestos sintéticos con actividad estrogénica (1). Nuestra apro-
ximacioén ha sido doble. De una parte, hemos evaluado en el modelo de estrogenizacién neonatal la expresion hipo-
talamo-hipofisaria y las funciones reproductoras de sefiales neuroendocrinas relevantes. De otra, hemos aplicado
técnicas high-throughput de screening de expresion diferencial de genes en hipotalamo e hipdfisis tras exposiciéon
neonatal al estrogeno sintético. Consideramos que esta doble aproximacién es complementaria, y nos permite abor-
dar de un modo integral la identificacién de biomarcadores y la caracterizacion de nuevos mecanismos de accién
de compuestos estrogénicos.

Como ejemplo de la primera aproximacién, nuestro grupo ha estado particularmente interesado durante el ultimo
afno en el analisis de las alteraciones del sistema KiSS-1/GPR54 tras la exposicion neonatal a altas dosis de estr6-
genos. Este sistema ligando (KiSS-1)-receptor (GPR54) se ha demostrado muy recientemente como un elemento
clave en la activacion del eje reproductor durante la pubertad y su regulacién funcional a lo largo de la vida (2,3).
En la rata estrogenizada neonatalmente se produce una alteracién persistente de la funcién de este eje neuroendo-
crino, caracterizada por ausencia de pubertad, bajos niveles de gonadotropinas circulantes, alteracién de los meca-
nismos de feedback e infertilidad (1). Es muy destacable que la expresién hipotalamica del gen KiSS-1 aparece per-
sistentemente disminuida en este modelo (2). Este fendmeno se observa en ambos sexos y es dosis-dependiente.
Mas aun, la administracion exdgena del péptido KiSS-1 (kisspeptina-10) estimula muy potentemente la secrecion
basal de LH y normaliza la respuesta a la gonadectomia en ratas estrogenizadas. Todo ello sugiere que la exposi-
cion inadecuada a compuestos estrogénicos durante periodos criticos del desarrollo induce una disminucién persis-
tente del sistema KiSS-1 a nivel hipotalamico, contribuyendo asi a la plétora de defectos reproductores observados.
Ademas de estas implicaciones mecanisticas, la reduccién en la expresion hipotalamica de KiSS-1 tras la exposi-



cion temprana a estrogenos podria constituir (eventualmente) un biomarcador diferido de efecto de xeno-estrogenos.
Como ejemplo de la segunda aproximacion, en colaboracion con el grupo del Dr. H. Leffers (Rigshospitalet,
Copenhagen, DK) hemos aplicado recientemente técnicas de analisis de expresion diferencial (differential display),
basadas en RT-PCR con primers degenerados, en tejidos hipofisarios e hipotalamicos de ratas sometidas a estro-
genizacion neonatal. En concreto, estas técnicas nos han permitido identificar el incremento persistente de la expre-
sion de los genes de ay Bglobina en hipofisis de ratas neonatalmente estrogenizadas (4). Este fenémeno ha sido
confirmado mediante técnicas de RT-PCR en tiempo-real e hibridacién in situ, aparece como dosis-dependiente y
no se detecta (en forma persistente) en otros tejidos neuroendocrinos. Por otra parte, la administracion neonatal del
anti-andrégeno flutamida indujo un incremento similar de la expresion hipofisaria de globinas. Aunque las implica-
ciones mecanisticas de este fendmeno no han sido aun establecidas, la elevacion persistente de la expresién hipo-
fisaria de los genes de globinas podria constituir un biomarcador de exposicion/efecto de compuestos estrogénicos
(y eventualmente anti-androgénicos).

En resumen, los analisis de expresion y estudios funcionales aqui descritos, empleando la rata como especie mode-
lo, pueden contribuir a ampliar nuestro conocimiento acerca de los mecanismos moleculares de accion de compues-
tos disruptores con actividad estrogénica, asi como a identificar nuevos biomarcadores de exposicion y efecto. En
ultimo término, unos y otros facilitaran a una mejor comprension de los fendmenos de disrupcion endocrina, inclu-
yendo la caracterizacion de los efectos de bajas dosis y mezclas de compuestos.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto de investigacion UE FP-5 EDEN QLK4-CT-2002-00603.
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EL EFECTO ESTROGENICO DEL BISFENOL-A ALTERA LA FUNCION DE LA CELULA
BETA PANCREATICA IN VIVO E INDUCE RESISTENCIA A LA INSULINA

Paloma Alonso-Magdalena, Sumiko Morimoto, Cristina Ripoll, Esther Fuentes y Angel Nadal
Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernandez de Elche, Sant Joan d'Alacant, Alicante

La funcién de la célula beta pancreatica es el almacenamiento y la liberacién de insulina, la principal hormona impli-
cada en la homeostasis de la glucosa en sangre. Aqui mostramos como el bisphenol-A (BPA), un agente quimico
presente en el medio ambiente, imita los efectos del 17 estradiol in vivo sobre la homeostasis de la glucosa a tra-
vés de vias gendmicas y no gendmicas.

La exposicién de un ratén adulto a una unica dosis de E2 o BPA 10 pg/Kg provoca un rapido descenso de gluce-
mia que se correlaciona con un aumento en los niveles de insulina plasmatica. Exposiciones mas prolongadas a E2
o BPA desencadenan un aumento en el contenido de insulina en células beta pancreaticas que es dependiente del
receptor de estrégenos. Este efecto es visible tras dos dias de tratamiento y comienza a ser significativo a dosis tan
bajas como 10 pg/Kg. Tras cuatro dias de tratamiento con E2 o BPA , estos ratones presentan hiperinsulinemia asi
como una alteracion en los ensayos de tolerancia a glucosa e insulina. De este modo se establece una estrecha
relaciéon entre estrogenos medioambientales y resistencia a la insulina.

Por todo ello concluimos que tanto niveles andémalos de estrégenos endégenos como la exposicion a estrogenos
medioambientales aumentan el riesgo de aparicion de diabetes mellitus tipo 2.

Financiado por: Ministerio de Educacién y Ciencia BFI12002-01469 e Instituto de Salud Carlos Ill, RCMN (03/08) y
03/0178



GENOMICA FUNCIONAL Y PROTEOMICA EN EL DESARROLLO DE TESTICULO
EXPUESTO A DISRUPTORES ENDOCRINOS

Jesus del Mazo, Maria Paz, Emilio Gonzalez, Fernando Escolar y Pedro P. Lépez-Casas
Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC. Ramiro de Maeztu, 9. 28040. Madrid.

El sistema reproductivo es ampliamente conocido como diana de compuestos considerados disruptores endocrinos.
En mamiferos, el aumento de los indices de infertilidad y subfertilidad masculina esta siendo asociado, entre otros
factores, al incremento de exposicion a sustancias de naturaleza xenoestrogénica. Existen multiples datos tanto en
modelos animales como en estudios epidemiolégicos que demuestran dicha asociacidon y describen alteraciones
anatomicas, fisioldgicas o celulares como resultado de exposiciéon a disruptores. Sin embargo, los mecanismos
moleculares y las rutas de accion de estos compuestos son escasamente conocidas. Es mas, a la complejidad del
proceso de espermatogénesis sobre el que actuan se suma la variedad de compuestos, dosis y momento del des-
arrollo en el que pueden estar operando. Una correcta coordinacion de la espermatogénesis es mediada por sefia-
les hormonales que indudablemente pueden ser alteradas por el desequilibrio que potencialmente puede generar la
exposicion a disruptores endocrinos. Tales sefiales hormonales llevan a cabo su accion reguladora, entre otras, a
través del control de la expresion génica que generan a su vez cascadas de sefializaciom. Consecuentemente, un
desequilibrio hormonal inducido por xenoestrogenos o antiandrégenos va a inducir fendmenos de desregulacion
génica y/o postranscripcional.

Para poder evaluar la complejidad, en su conjunto, de los mecanismos de accion de los disruptores endocrinos
sobre el desarrollo y funcion testicular, hemos disefiado un modelo experimental murino, considerando el alto nivel
de conservacion evolutiva del genoma de ratén y el humano. Asi, ratones expuestos a diferentes dosis y tiempos en
el desarrollo, de compuestos tales como 173 estradiol (como actividad estrogénica clasicamente conocida), bisfe-
nol A, zearalenona, lindano, y ftalato (MEHP) son analizados desde la perspectiva de la gendmica funcional y de la
protedmica. Es decir, caracterizando patrones de expresion genica y de proteinas de testiculo de ratones expues-
tos a disruptores en comparacién con los correspondientes controles. Para ello se estan analizando los patrones de
expresion génica y de proteinas mediante, basicamente, dos tecnologias experimentales: microarrays (micromatri-
ces) de DNA 'y patrones proteicos de geles bidimensionales (2D) seguidos de identificacion proteica mediante hue-
lla peptidica (espectrometria de masas, MALDI-TOF). Analisis de las modificaciones de la expresion génica, indica-
dores de desregulacion en la expresion de genes especificos, se generan en base a microarrays en los que estan
representados la practica totalidad del transcriptoma de raton (en nuestro estudio 24.878 genes) (ver presentacion
adicional en poster). Los patrones proteicos 2D nos permiten identificar cientos de proteinas simultaneamente en
cada experimento.

El disefio experimental que se presenta implica que, considerando tiempos de exposicion, dosis (al menos tres dife-
rentes) para cada compuesto a analizar, al menos 45 variables deben ser analizadas en conjunto, valor que habria
que multiplicar por el numero de genes (24.878) que se analizan en cada caso. Es decir, mas de un millén de datos
estan siendo evaluados en este estudio a nivel de expresion génica. Los primeros resultados nos indican que el
efecto de exposicion a disuptores puede operar en testiculo mediante multiples mecanismos de desregulacion géni-
ca. Ello es dependiente tanto del nivel de exposicién como del compuesto especifico al que han estado expuestos
los ratones. Estos resultados iniciales también parecen indicar que el periodo embrionario es un momento critico de
sensibilidad en el desarrollo con manifestaciones posteriores en la vida adulta.

A esta multiplicidad de datos, ahora en elaboracion, hay que afadir los obtenidos por analisis protedémico. La valo-
racion comparativa de ambos estudios paralelos nos podran indicar tanto mecanismos de alteraciones transcrip-
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cionales de genes especificos, de rutas metabdlicas o de sefializacion, como otras modificaciones post-transcrip-
cionales o post-traduccionales afectando a nivel de proteinas o su degradacion selectiva.

Este estudio, enmarcado en el proyecto GENDISRUPT de la CE, conlleva también la valoracién de los datos resul-
tantes con otros de analisis histopatologico y hormonal (Dr. D. de Rooij), analisis de afectacion a nivel de células
germinales primordiales (PGCs) (Dr. M De Felici) y valoracion comparativa de susceptibilidad genética en humanos
(Dr. A. Ruiz).

Finalmente, como ejemplo de andlisis funcional de proteinas especificas, presentamos un estudio a nivel génico y
proteico de proteinas implicadas en interacciones célula-célula en espermatogénesis (ver presentacion adicional en
poster): vinexina, vinculina y flotilina y sus alteraciones consecuentes a la exposicion a estrogenos.

Proyecto financiado por: la CE (QLK4-CT-2002-02403) (GENDISRUPT).




EL GLUTAMATO MONOSODICO ACTUA SOBRE LOS MECANISMOS
NEUROENDOCRINOS DE CONTROL DE GHY DEL APETITO

J.A.F. Tresguerres, A.P. Garcia, M.Hermanussen, V. Salazar, A.C. F. Tresguerres, C. Ariznavarreta.
Depto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense Madrid

El glutamato monosaddico (MSG) se utiliza en muchos alimentos para realzar su sabor pues en el hombre, es el
mayor estimulo para el sabor umami glutamato. La produccion mundial de MSG se ha incrementado desde 200000
toneladas/afio en 1969 a 800000 toneladas/afo en 2001. Los autores han postulado muy recientemente como hipé-
tesis que el consumo cada vez mayor de MSG, utilizado como saborizante ,genere un efecto de disrupcién neuro-
endocrino que determina déficit de GH, alteraciones hipotalamicas y obesidad. Para comprobar esta hipétesis se
han llevado a cabo en ratas una serie de experimentos que pretenden analizar el efecto de la administracion oral
de MSG sobre una serie de hormonas hipofisarias con actividad sobre la composicién corporal como son GH,
GF1,insulina y leptina y su repercusion en el control del apetito. La administracion oral de MSG se ha llevado a
cabo en ratas gestantes durante la ultima mitad de la prefiez y toda la fase de crecimiento y desarrollo de las crias
hasta los 90 dias de vida. Se comparan los efectos con la administracion parenteral neonatal de la que se tienen
datos desde hace mucho tiempo. Se han estudiado las lesiones generadas a nivel del nucleo arcuato del hipotala-
mo y los efectos sobre los niveles plasmaticos de insulina LH, GH, IGF-1y leptina. Se ha hecho especial hinca-
pié sobre el consumo de alimento y agua. Tras el sacrificio de los animales por decapitacion a los 30, 90 y 180
dias de vida se observa una destruccién del nucleo arcuato que es maxima en la administracion parenteral neona-
tal pero también esta afectado en la dosis mas alta oral. Hay una disminucién significativa de los niveles de GH e
IGF1 que es mas evidente a los 30 dias y también baja la LH. Disminuyen los niveles de leptina en los dos grupos
con MSG oral y se incrementa la ingesta de alimento y de agua. Todos estos datos confirman que la administra-
cion oral de MSG durante los periodos de desarrollo tienen un efecto deletéreo sobre el funcionamiento hipotalami-
co con afectacion especial del nucleo arcuato que conduce a alteraciones en la secrecidén de hormonas hipofisarias
e incrementa el apetito. Esto obliga a realizar una llamada de atencion contra el uso indiscriminado de un produc-
to como el MSG, que no tiene reconocida ninguna actividad perniciosa sobre la salud y cuyos efectos deletéreos
puede ser muy importantes especialmente en la infancia.
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DISRUPTORES ENDOCRINOS EN EL MEDIO ACUATICO: EFECTOS SOBRE
VERTEBRADOS E INVERTEBRADOS

Cinta Porte, Gemma Janer, Ramon Lavado, Rebeca Martin-Skilton, Rémi Thibaut
Departamento de Quimica Ambiental. IQAB-CSIC, C/ Jordi Girona 18. 08034 Barcelona

En la ultima década, hay entre la comunidad cientifica un interés creciente por investigar las posibles alteraciones
en el funcionamiento del sistema endocrino de vertebrados e invertebrados como consecuencia de la exposicion a
productos quimicos. El fendbmeno de imposex en gasterépodos expuestos a tributilestafio, malformaciones en los
genitales de aligatores como consecuencia de la exposicion a DDE, o procesos de feminizacidon en peces afecta-
dos por los vertidos de plantas depuradoras, han puesto de manifiesto que algunos productos quimicos pueden
actuar como disruptores endocrinos (DEs). Entre estos DEs se encuentras hormonas naturales y sintéticas, constitu-
yentes de plantas, pesticidas, productos utilizados en la industria de plasticos, subproductos industriales, etc. El
medio acuatico es el destino final de muchos de estos compuestos, y la fauna acuatica -tanto vertebrados como
invertebrados- estara inevitablemente expuesta. En Espafa tenemos multiples evidencias de la presencia de DEs
en el medio acuatico, y de sus efectos sobre peces. Un estudio reciente ha mostrado la existencia de alteraciones
severas en el sistema endocrino de carpas capturadas en el curso medio-bajo del rio Ebro, en areas con influencia
urbana e industrial (TAAP 196 (2004) 247-257). Las alteraciones encontradas (presencia de vitelogenina en plasma
de peces macho, retrasos en la maduracion sexual, alteraciones histopatologicas en génadas, bajos niveles de hor-
monas circulando en plasma) se relacionan con la exposicion a contaminantes tales como nonilfenoles, compues-
tos organoclorados, o pesticidas de uso agricola, y ponen de manifiesto la necesidad de tratar eficientemente los
efluentes urbanos e industriales para asegurar la supervivencia de los organismos que viven en ese tramo del rio
Ebro. Aunque la mayor parte de estudios sobre el fendmeno de disrupcién endocrina se han efectuado en aguas
continentales, también hay algunas evidencias de alteraciones endocrinas en peces marinos de ecosistemas cos-
teros. Asi en un estudio efectuado en el Mediterraneo Noroccidental, se detectaron alteraciones significativas en el
sistema endocrino de salmonetes de fango -Mullus barbatus-, muestreados en las proximidades de la ciudad de
Marsella y de su emisario, y se relacionaron con una exposicion a concentraciones elevadas de PCBs y nonilfeno-
les, entre otros compuestos.

Aunque tanto vertebrados como invertebrados pueden ser susceptibles a la accion de DEs, la informacion disponi-
ble para estos ultimos es mucho mas limitada, con la Unica excepcion del fendmeno de imposex en gasterépodos,
que ha sido ampliamente estudiado. La razén para esta falta de informacion se debe a la complejidad y diversidad
de estrategias reproductoras utilizadas por los invertebrados, y al casi total desconocimiento de los diferentes siste-
mas endocrinos de los diferentes grupos taxonémicos. Sin embargo, estudios recientes han puesto de manifiesto la
existencia de vias de sintesis y metabolismo de esteroides, receptores, y mecanismos de regulacién similares a los
descritos en vertebrados. Asi, los niveles endégenos de esteroides en el crinoide Antedon mediterranea se alteran
por exposicion a compuestos androgénicos (metil-testosterona, trifenilestafio -TPT-) y antiandrogénicos (acetato de
ciproterona), y responden de un modo similar a como lo hacen en vertebrados. Por ejemplo, la exposicion a metil-
testosterona o a TPT causa una elevacion de testosterona en el organismo, mientras que la exposicion a acetato
de ciproterona baja los niveles enddgenos de testosterona sin alterar los de estradiol. También experimentos recien-
tes, han demostrado que TPT, a concentraciones similares a las que se detecta en el medio ambiente, es capaz de
modular el metabolismo de andrégenos en génadas y tubo digestivo del equinodermo Paracentrotus lividus (incre-
menta la reduccion de testosterona en posicion 5a-, inhibe la actividad P450 aromatasa, incrementa la conjugacion
de testosterona con acidos grasos o grupos sulfato), y causa un incremento de la concentracion de testosterona en
fluido celémico.



ESTUDIO DE LOS MECANISMOS SUBYACENTES A PROCESOS DE
ANTIESTROGENICIDAD UTILIZANDO HEPATOCITOS PRIMARIOS DE
TRUCHA ARCO IRIS

José Maria Navas
INIA, Departamento de Medio Ambiente, Laboratorio de Ecotoxicologia, Ctra. de la Corufia, Km 7,
E-28040 Madrid

Las perturbaciones causadas por los xenobiéticos sobre el control hormonal del proceso reproductor es actualmen-
te causa de una gran preocupacion. Debido al papel fundamental que juegan los estrogenos en la regulacién del
crecimiento, desarrollo sexual y reproduccién animales se esta prestando especial atencién a las alteraciones rela-
cionadas con la funcion de estas hormonas. Concretamente, la capacidad de ciertos xenobidticos de imitar la accion
de los estrogenos en sus células diana, causando efectos estrogénicos, ha sido objeto de numerosos estudios cien-
tificos. En los peces, como en otros animales oviparos, un fenémeno dependiente de los estrégenos, particularmen-
te del 17R-estradiol (E2), es el de la produccién de la vitelogenina (VTG) en el higado (Mommsen and Walsh, 1988).
Esta lipoglucofosfoproteina migra por la corriente sanguinea y llega hasta el ovario en desarrollo donde se interna-
liza en los oocitos en crecimiento mediante receptores especificos de membrana. Aqui es transformada y acaba for-
mando el vitelo, es decir las reservas del futuro huevo. La VTG por lo tanto aparece Uunicamente en hembras y alcan-
za concentraciones muy altas en plasma, de modo que cualquier induccién de su produccion es facilimente detec-
table por técnicas bioquimicas convencionales como ELISA o RIA. La presencia de niveles anormalmente altos de
VTG en el plasma de machos de peces, se ha considerado como un buen marcador de la exposicion de esos peces
a contaminantes estrogénicos.

Junto a estos fendmenos estrogénicos, en muchas ocasiones lo que realmente se observa son procesos de anties-
trogenicidad debidos a xenobidticos que interfieren con o antagonizan la expresion de genes estrégeno dependien-
tes (Navas and Segner, 1998; Safe, 1995). (También podria considerarse como un efecto antiestrogénico la inhibi-
cion de la sintesis de estrégenos debido a un bloqueo de la ruta metabdlica o de los enzimas responsables de este
proceso, pero este aspecto no se trata aqui). Se ha visto que la exposicion a ciertos xenobidticos, como las dioxi-
nas, los bifenilos policlorados y compuestos relacionados provoca una reduccién de la expresién de genes estrége-
no dependientes (Safe, 1995), es decir un efecto antiestrogénico. Ademas, la potencia de tal efecto esta directa-
mente relacionada con la potencia de induccién del citocromo P4501A1 (CYP1A1). La expresion del CYP1A1 esta
regulada por el denominado receptor de hidrocarburos poliaroméaticos (AhR), de modo que se ha postulado la idea
de que es el AhR activado el que interfiere con la via de accion de los estrogenos.

El objetivo del trabajo que aqui se presenta fue determinar si los inductores del CYP1A en peces son capaces tam-
bién de provocar un efecto antiestrogénico, como es el de reducir la produccién de VTG. Se utilizaron hepatocitos
de trucha arco iris aislados mediante perfusion de colagenasa y mantenidos en cultivo durante 96 horas en placas
de cultivo de 24 pocillos. EI medio de cultivo se renovo cada 24 horas. En una primera tanda de experimentos se
utilizaron diversos hidrocarburos poliaromaticos (PAHs) para establecer si su potencia de induccién del CYP1A era
paralela a su capacidad de reduccion de la produccién de VTG. Después de las primeras 24 horas de cultivo se
comenzd la exposicion a diversas concentraciones de varios PAHs. Para estimular la produccién de VTG las célu-
las fueron simultdneamente expuestas a una concentracion 1 yM de E2. Tras 72 horas de exposicion se recogié el
medio de cultivo y se determiné en él la concentracién de VTG mediante ELISA. En las células se estimé la induc-
cion del CYP1A mediante medidas de una actividad enzimatica dependiente de este citocromo, la etoxiresorufina-
O-deetilasa (EROD). Tanto la actividad EROD, como la concentracion de VTG se refirieron al contenido total de pro-
teinas de cada pocillo de la placa. Efectivamente se observo que el aumento en la capacidad de induccion de la
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actividad EROD fue paralela a la capacidad de reduccién de la produccion de VTG estimulada por E2. Cuando se
realizaron incubaciones simultaneas de los diferentes PAHs, E2 y un antagonista del AhR ( a-naftoflavona) se inhi-
bi6 la induccion del CYP1A y la reduccion de VTG. Por lo tanto estos resultados corroboran la idea de que la acti-
vacion del AhR puede estar mediando un efecto antiestrogénico (Navas y Segner, 2000).

Los activadores del AhR son normalmente ligandos de este receptor que cumplen con una serie de requerimientos
estructurales: se trata de moléculas planas, policiclicas y poliaromaticas. Sin embargo se ha visto que ciertas molé-
culas que no cumplen con tales caracteristicas son también capaces de inducir diversas respuestas mediadas por
el AhR (Backlund et al., 1999). En nuestro caso nos hemos concentrado en el estudio de los imidazoles. Se trata de
diversos compuestos muy utilizados como fungicidas, tanto en medicina como en agricultura. En hepatocitos de tru-
cha arco iris en cultivo estos compuestos fueron capaces de inducir la actividad EROD vy la transcripcion del gen
del CYP1A de un modo dosis-dependiente. Ademas, a las concentraciones mas altas utilizadas también provocaron
una reduccion de la produccién de VTG inducida con E2. Las caracteristicas conformacionales de los imidazoles
estudiados se establecieron mediante calculos computacionales (se utilizé el programa Sybyl 7.0 y se realizé prime-
ro una busqueda conformacional aleatoria y depués una busqueda conformacional sistematica estudiando las con-
formaciones que correspondian a un niumero concreto de rotaciones de los enlaces) y se observd que en ningun
caso estas moléculas poseian una conformacion plana. Por lo tanto no cumplen con las caracteristicas de los ligan-
dos del AhR. Ademas, la coincubacion de los imidazoles con a-naftoflavona no tuvo ningun efecto sobre la respues-
ta ocasionada por el AhR. Todo ello abre el interrogante de los mecanismos por los que estos compuestos activan
el AhR y pueden llegar a provocar una reduccion de la produccion de VTG.
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EVALUACION DE EFECTOS DE DISRUPCION ENDOCRINA EN EL MEJILLON

Miren P. Cajaraville y Maren Ortiz-Zarragoitia
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Las hormonas naturales y sintéticas asi como numerosos compuestos quimicos que interfieren con dichas hormo-
nas pueden causar disrupcion endocrina y otros efectos de reprotoxicidad en los organismos vivos. Estos compues-
tos entran en el medio acuatico a través de efluentes de plantas depuradoras, industriales, derivados de la agricul-
tura etc y pueden acumularse en los sedimentos, desde donde podrian ser transferidos a los organismos bénticos
(Langston et al., 2005). El mejilldon es un organismo béntico, filtrador, con una gran capacidad de acumular com-
puestos de distinta naturaleza y de mostrar respuestas sensibles a dicha exposicion. Por esta razén se utiliza en
todo el mundo como bioindicador y centinela de la contaminacién marina. En el marco de la Peninsula Ibérica, se
ha propuesto utilizar el mejilléon (y otras especies de moluscos bivalvos en los lugares sin mejillones) para realizar
un seguimiento de la contaminacion marina mediante una aproximacion combinada quimica y biolégica de medida
de biomarcadores (Cajaraville et al., 2000). Pese al interés del estudio de los posibles efectos de disrupcion endo-
crina en mejillon, existen muy pocos estudios en este y otros invertebrados marinos. Por tanto, los objetivos de
nuestro trabajo han sido 1) determinar el ciclo reproductor "normal” de distintas poblaciones de mejillon, 2) determi-
nar los niveles de proteinas similares a vitelogenina en distintas poblaciones de mejillon mediante el método indi-
recto de los fosfatos liberados en medio alcalino (ALP) (Gagné et al., 2003) y 3) evaluar los efectos de distintos com-
puestos quimicos y de mezclas complejas como el crudo del Mar del Norte (NSO) y el fuel derramado en el acci-
dente del Prestige sobre la reproduccion y los niveles de ALP en mejillones. Segun los resultados obtenidos, el ciclo
gametogénico es significativamente distinto en mejillones de Txatarramendi (Reserva de la Biosfera de Urdaibai) en
comparacion con los del puerto deportivo de Arriluze (Getxo). El desarrollo gametogénico (indice gonadal, Gl) esta
correlacionado significativamente con cambios en los niveles de ALP en las hembras pero no en machos. Cabe des-
tacar que los machos muestreados en marzo de 2003 mostraron valores de ALP anormalmente altos y que en
marzo de 2004 se encontré una prevalencia anormalmente alta (3/20) de mejillones hermafroditas en la localidad
de Txatxarramendi. En los experimentos de laboratorio, los efectos sobre Gl y ALP dependieron del sexo y del grado
de maduracion sexual de los animales. Asi, la exposicion en invierno durante 3 semanas a NSO causé una reduc-
cion del Gl y de los niveles de ALP en hembras, mientras que una mezcla de NSO+alquilfenoles+PAHs produjo un
aumento de los mismos parametros en machos. En ambas exposiciones se detecté un aumento significativo de
oocitos atrésicos. La exposicion en primavera durante 3 semanas a bisfenol A, dialilftalato y tetrabromodifenileter no
tuvo efectos sobre Gl o ALP, aunque si se observé un efecto de reabsorcion de la gonada en un 35% de los anima-
les expuestos a bisfenol A. Puesto que el vertido del Prestige empezd en noviembre de 2002, durante el periodo de
gametogénesis activa, es posible que el fuel provocara efectos reprotéxicos en las poblaciones afectadas, posibili-
dad que se esta investigando mediante estudios de campo y de laboratorio.
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EXPOSICION A DIOXINAS Y COMPUESTOS RELACIONADOS A TRAVES DE LA DIETA DE
LA POBLACION DE CATALUNA

Ana Bocio
Laboratorio de Toxicologia y Salud Medioambienta, | Facultad de Medicina,
Universidad "Rovira i Virgili”, Reus

En las modernas sociedades industrializadas, la exposicion a numerosas sustancias quimicas esta siendo cada vez
mas importante. Aunque estas sustancias tienen origenes muy diversos, una buena parte llegan hasta el hombre,
principalmente, a través de la cadena alimentaria.

Los alimentos contienen una amplia gama de contaminantes quimicos diversos que, en determinadas ocasiones,
segun su potencial toxicoldgico y debido a la acumulacion en el organismo pueden llegar a ser toxicos (Kimbrough,
1995; De Boer y Denneman, 1998; Kogevinas, 2001; Walkowiak y cols., 2001; Domingo, 2004a, Domingo 2004b).
Debido a la globalizacion general del mercado, en estos ultimos afos se han producido en Europa ciertos episodios
que han sido factores de alarma social, y que conllevan que los contaminantes alimentarios estén alcanzando cada
ver un mayor protagonismo. Algunos de estos episodios han sido: el incidente de los pollos belgas contaminados
con dioxinas y PCBs en 1999 (Van Larebeke y cols., 2001), los niveles de benzopireno en el aceite de orujo, o la
reciente polémica sobre la presencia de ciertos contaminantes en el salmén de piscifactoria (Hites y cols., 2004).
Por otra parte, existe una creciente preocupacion de la poblacion en materia de seguridad alimentaria. Es decir,
aumenta el interés de los consumidores por el qué y cdmo se come, habiendo cada vez mas demanda de alimen-
tos seguros y controlados. Es necesaria por tanto una importante prevencion a diversos niveles, a fin de reducir, en
la medida de lo posible, las concentraciones de aquellos residuos o contaminantes quimicos que por su toxicidad
pueden suponer un potencial riesgo para la salud de los consumidores (Domingo y cols., 1999; Schecter y cols.,
2001; Parzefall, 2002).

Con el objetivo de determinar los niveles de exposicion a diversos contaminantes ambientales a través de la dieta
de la poblacién general, en al afio 2000 se inicié en Cataluia un amplio estudio al respecto. Los contaminantes eva-
luados incluyeron una serie de compuestos que, por su potencial toxicolégico y su posible presencia en los alimen-
tos a determinadas concentraciones, podian suponer un riesgo sobre la salud. Se analizaron, entre otros, los nive-
les de: dioxinas y furanos (PCDD/PCDFs), bifenilos policlorados (PCBs), difenil éteres polibromados (PBDEs), dife-
nil éteres policlorados (PCDEs) y naftalenos policlorados (PCNs). Todos ellos forman parte de los llamados com-
puestos organicos persistentes (COPs) (Breivik y cols., 2004; Eljarrat y Barcelo, 2004), los cuales presentan una
gran persistencia ambiental por su resistencia a la degradacién y son bioacumulables, llegando asi con facilidad a
la cadena alimentaria.

Aunque las fuentes de emision de los COPs son diversas, todos ellos, por transporte de la emisiones atmosféricas,
por deposicién en suelos, plantas, y a través del agua, llegan a pastos, animales terrestres y peces, pasando asi a
la cadena alimentaria. Debido a su caracter lipofilico, se acumulan principalmente en productos con un alto conte-
nido en grasas. Otra via de contaminacion alimentaria importante de estos compuestos se produce también a tra-
vés de piensos y productos para alimentacién animal. En todo caso, la dieta es sin duda alguna, la principal fuente
de exposicién humana a la mayoria de estos contaminantes. Estos COPs pueden alterar la actividad hormonal, por
lo que se incluyen en los llamados "disruptores endocrinos". En general, los episodios de toxicidad aguda de estos
compuestos son poco frecuentes, siendo los efectos adversos debidos principalmente a la acumulacion en el orga-
nismo durante largos periodos de tiempo.
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En el conjunto de alimentos analizados, la concentracion mas elevada de dioxinas, furanos y PCBs se detectd en
el pescado y marisco. Este fue también el Gnico grupo de alimentos donde los niveles de PCDEs se encontraron
por encima del limite de deteccién analitico. Por su parte, los PCNs mostraron las concentraciones mas elevadas
en los cereales. Tanto para PCDD/Fs, PCBs, PBDEs y PCDEs, el grupo de alimentos que supone una mayor apor-
tacion a la dieta es el pescado y marisco, seguido de los derivados lacticos para dioxinas, furanos y PCBs, y de gra-
sas y aceites para los PBDEs.

La ingesta diaria de dioxinas, furanos y PCBs "dioxin-like" se encuentra por debajo de los niveles de Ingesta Diaria
Tolerable (TDI) propuestos por la OMS, a excepcion de algunos grupos de poblacién que presentan niveles de
ingesta superiores a estos limites. De acuerdo con la normativa establecida, no es posible establecer actualmente,
un riesgo global para la salud de la poblacion debido a la exposicion conjunta a todos los contaminantes evaluados
en el presente trabajo. No obstante, los resultados obtenidos sugieren que, ciertos grupos de la poblacién catalana,
como los nifios menores de 10 afios, o los grandes consumidores de pescado, podrian estar especialmente expues-
tos a estas sustancias y llegar a superar la TDI en algunos casos.

En general, en la mayoria de alimentos analizados, las concentraciones mas elevadas se encuentran en aquellos
que presentan un porcentaje de grasas mas importante. Por tanto, la reduccién del consumo de alimentos con un
alto contenido en lipidos podria disminuir de manera sustancial la exposicién dietética a residuos de compuestos
organicos persistentes. Otra medida que podria ayudar a reducir la exposicién a través de los alimentos a estos resi-
duos, seria seguir una dieta lo mas variada y equilibrada posible y que incluya productos de distinto origen, aunque
con garantias. En cuanto al pescado y marisco, probablemente los beneficios para la salud derivados de un consu-
mo moderado de estos alimentos, compensarian los riesgos de los contaminantes que en ellos se puedan encon-
trar. No obstante, ésta es una cuestion francamente dificil de responder teniendo en cuenta la limitacién de los cono-
cimientos actuales (Schmidt, 2004).

En términos generales, los resultados obtenidos sugieren que solamente algunos grupos de poblacién, como los
grandes consumidores de pescado, podrian estar anormalmente expuestos a ciertos contaminantes, llegando a
superar la Ingesta Diaria Tolerable en determinados casos.

A pesar de la reduccién en las concentraciones de dioxinas, furanos y PCBs, tanto a nivel medioambiental, como
en su consecuencia mas directa, la ingesta dietética, es aun necesario establecer nuevas estrategias que incluyan
medidas medioambientales que garanticen una exposicion a dioxinas y otros compuestos organicos persistentes
por debajo de los limites propuestos por los diferentes organismos oficiales. La Convencion de Estocolmo sobre
COPs profundiza en este sentido. Con todo, debemos reconocer que todavia existen numerosos interrogantes
sobre los potenciales efectos adversos de la exposicion a bajas concentraciones, aunque prolongadas en el tiem-
po, a los contaminantes aqui evaluados.

Para concluir, cabria indicar que pese a que el presente estudio ha sido llevado a cabo en Catalufia, los alimentos
analizados no corresponden a productos locales en su mayoria, por lo que los resultados serian extrapolables al
resto de Comunidades Autdbnomas Espanolas, con las diferencias especificas de los respectivos habitos dietéticos.

De los resultados obtenidos en el estudio, se han realizado las siguientes publicaciones:
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from Catalonia, Spain: Estimated Dietary Intake. J Food Protec 66: 479-484.
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BANCOS DE ESPECIMENES AMBIENTALES Y BRIOMONITORIZACION DE
DISRUPTORES ENDOCRINOS

~ Alejo Carballeira Ocaiia
Grupo de Ecotoxicologia, Area de Ecologia. Universidad de Santiago de Compostela

Un creciente numero de contaminantes afectan al medio ambiente. En la década de los ochenta (lyengar &
Subramanian, 1997) se estimaba en mas de sesenta mil los compuestos quimicos que eran utilizados en el mundo,
de los cuales el 30% eran toxicos, y que cada afio ingresaban en el mercado entre 1.000 y 2.000 compuestos nue-
vos. Segun el registro del Chemical Abstracts Service (USA) el numero de xendbidticos que pueden alcanzar los
ecosistemas crece exponencialmente. Se produce gran variedad de compuestos y en grandes cantidades, superan-
do la produccion mundial de sustancias organicas los 300 106 Tn/afio (Kayser et al., 1982; Schladot et al., 1993).
El estudio integral de las sustancias que se van sintetizando es muy lento por su alta complejidad y elevado coste.
Ademas, estas sustancias tienen contaminantes de produccién que pueden generar efectos combinados descono-
cidos, lo que multiplica el numero de compuestos y situaciones a investigar. En consecuencia, la distancia entre la
produccion de nuevos compuestos y el grado de conocimiento sobre los mismos, cada dia aumenta mas rapida-
mente.

En este contexto, desafortunadamente, nuestra capacidad de analisis y de deteccién en muchas matrices natura-
les estd muy limitada, lo que nos impide reconocer los agentes causales del dano biolégico observado. Las exposi-
ciones crénicas, aun a muy bajas concentraciones, pueden derivar en problemas bioldgicos graves, incluida la salud
humana (mutageneidad, disruptores endocrinos, etc.).

Esta situacion ha estimulado el interés por clarificar los parametros que gobiernan los destinos y las acciones de
estas sustancias (Stoeppler et al., 1987). Las investigaciones ecotoxicoldgicas, la vigilancia ambiental (monitoring)
y los bancos de especimenes ambientales (BEA ) son los instrumentos para la identificacién y la evaluacion del ries-
go que conlleva la liberacion de numerosas sustancias quimicas al medio ambiente (Giege y Odsjd, 1993; Roosbach
y Kniewald, 1997a).

La recoleccién, preparacion y almacenamiento de muestras ambientales para el seguimiento y el andlisis retrospec-
tivo estan motivados por poderosos argumentos (Roosbach y Kniewald, 1997b) y los BEA son el mejor procedimien-
to para la obtencion y la gestién de la informacién. Un BEA, ademas de constituir una red de vigilancia periddica,
permite la realizacion de seguimientos retrospectivos, de tal forma que son capaces de establecer, identificar y cuan-
tificar los agentes quimicos que en el momento del almacenamiento no habian sido: 1/ previamente identificados,
es decir, no se conocia la existencia del compuesto; 2/ reconocidos como toxicos; y 3/ analizados porque no exis-
tia la metodologia adecuada o debido a problemas econdmicos. Asimismo un BEA es una fuente de obtencion de
niveles de referencia (base-line values) para la evaluacién de riesgos; permite comprobar la eficacia de la gestién y
de las medidas legislativas ambientales; y son un instrumento de apoyo a la investigacion (ecoldgica, genética, epi-
demioldgica, etc.).

Desde 1999 el Grupo de Ecotoxicologia (USC) viene instrumentalizando el Banco de Especimenes Ambientales de
Galicia (BEAG) adaptado a las caracteristicas naturales y humanas de ésta comunidad auténoma (Carballeira y
Aboal, 2000). La recoleccion de especimenes para el BEAG se realiza en dos modalidades: 1/ periddica (bienal),
basada en la realizacién de cuatro campanas de muestreo de ecosistemas (terrestres, acuaticos continentales,
marinos litorales y espacios conservados) y sobre redes fijas de localidades; y 2/ no periédica, que consiste en la



recoleccion continua de especimenes procedentes de diversas fuentes (centros de recuperacién de fauna silvestre,
cesiones, trozas forestales, etc.). Los especimenes seleccionados pertenecen a un amplio grupo de organismos:
plantas (briéfitos, macroalgas y arboles), invertebrados (moluscos bivalvos, gasterépodos, poliquetos y nematodos)
y vertebrados (peces, aves y micromamiferos).

Por sus especiales caracteristicas (sésiles, cosmopolitas, capacidad bioacumuladora, etc.) los briofitos (musgos y
hepaticas, terrestres y acuaticos) se consideran los biomonitores "estrella" del BEAG. Su utilidad en la biomonitori-
zacién de microcontaminantes (metales pesados, metaloides, halégenuros, is6topos radioactivos, plaguicidas, etc.)
ha sido ampliamente demostrada desde los primeros trabajos realizados por Rihling y Tyler en 1968 hasta la actua-
lidad (Fernandez y Carballeira, 2001; Fernandez et al., 2002; 2004a; Couto et al., 2003; Real et al., 2003). Existe
una Red Europea de Biomonitorizacion de la Calidad del Aire con Musgos, en cuya ultima edicién participaron 36
paises recolectando muestras en unos 7000 puntos (Buse et al., 2003). Ademas, la facilidad de trasplante los hace
especialmente utiles en biomonitorizacion activa (Fernandez y Carballeira, 2000; Fernandez et al., 2000; 2004b).
Recientemente estudiamos su utilidad como briomonitores de dioxinas y furanos explorando distintas fuentes de
emision, lo que nos permitié: 1/ demostrar su elevada capacidad bioconcentradora, lo que simplifica el analisis qui-
mico; 2/ definir los niveles de fondo regionales; 3/ reflejar con precision los cambios espacio-temporales en los nive-
les atmosféricos de estos compuestos; y 4/ caracterizar focos de emisidon mediante la composicion relativa de los
distintos congéneres (Abad et al., 2003; Carballeira et al., en imprenta).
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PRESENCIA, DESTINO E IMPACTO DE COMPUESTOS DISRUPTORES ENDOCRINOS EN
EL MEDIO ACUATICO DE CATALUNA

Miren Lépez de Alda y Damia Barcel6
Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales de Barcelona (IIQAB-CSIC)

Desde la publicacion en el ano 2000" de los primeros datos sobre la presencia de compuestos disruptores endocri-
nos (EDCs) en el medio ambiente acuatico espafiol, concretamente en las aguas y sedimentos de los rios Anoia y
Cardener, affluentes ambos del rio Llobregat, y de poner en evidencia la relacion positiva de ésta con los fendme-
nos de feminizacion observados en peces (carpas) capturados en las mismas areas, han sido varios los estudios
que se han llevado a cabo en los ultimos afios en el area de Catalufia con el fin de profundizar en el conocimiento
sobre la presencia, destino e impacto de los EDCs en el medio acuatico >’ . Estos estudios se han centrado, sobre
todo, en la investigacion de los estrogenos naturales y sintéticos (que se caracterizan por exhibir una gran potencia
estrogénica), los detergentes no idnicos de tipo alquilfenol etoxilado (menos potentes que los estrogenos pero pre-
sentes a concentraciones muy superiores), y los farmacos (los efectos de los cuales no estan aun claros). Estos
compuestos han sido investigados en una variedad de matrices y compartimentos ambientales que incluyen aguas
y sedimentos de varios rios catalanes, asi como del litoral mediterraneo catalan, aguas residuales de distintas plan-
tas de tratamiento, y aguas procedentes de plantas potabilizadoras. Asimismo, para evaluar el posible impacto de
estos compuestos en el medio ambiente acuatico, los datos quimicos obtenidos en los programas de vigilancia lle-
vados a cabo se han correlacionado con datos resultantes de aplicar distintos ensayos de estrogenicidad (ensayo
con levaduras recombinantes y test de la vitelogenina) a las mismas muestras. En esta presentacion se sumarizan
los resultados mas relevantes obtenidos en estos estudios, segun los cuales, algunos de los EDCs investigados se
encontrarian presentes en el medio ambiente acuatico de Cataluia a niveles con frecuencia superiores a los que
se estima suficientes para producir efectos estrogénicos.

Agradecimientos

Este trabajo ha sido financiado por la UE a través del proyecto MODELKEY (SSPI-CT-2003-511237-2), por el
Ministerio de Ciencia y Tecnologia (Proyecto CTM2004-06265-C03-01/TECNO) y por Aguas de Barcelona
(AGBAR).

M. Solé, M.J. Lopez de Alda, M. Castillo, C. Porte, K. Ladegaard-Pedersen, D. Barcel6. Environ. Sci. Technol. 34,
5076-5083, 2000.

*N. Garcia-Reyero, E. Grau, M. Castillo, M.J. Lépez de Alda, D. Barcelo, B. Pifia. Environ. Toxicol. Chem. 20, 1152-
1158, 2001.

3M. Petrovic, A. Diaz, F. Ventura and D. Barcelo, Anal. Chem. 73, 5886-5895, 2001.

*M.J. Lopez de Alda, A. Gil, E. Paz, D. Barceld. Analyst 127, 1299-1304, 2002.

*M Petrovic, M. Solé, M.J. Lopez de Alda, D. Barceld. Environ. Toxicol. Chem. 21, 2146-2156, 2002.

¢S. Gonzalez, M. Petrovic, D. Barcelo. J. Chromatogr. A 1052, 111-120, 2004.

'R. Céspedes, S. Lacorte, D. Raldua, A. Ginebreda, D. Barcel6, B. Pifia. Chemosphere (in press).



VII CONDE

A Corufia 2005

BIOMARCADORES DE EXPOSICION, SUSCEPTIBILIDAD Y EFECTO.

Nicolas Olea
Laboratorio de Investigaciones Médicas. Hospital Clinico. Universidad de Granada. 18071 Granada.

Para la estimacién de la exposicién a disruptores endocrinos (DE) se ha sugerido que la cuantificacién en muestras
biolégicas del los compuestos quimicos de interés se deberia acompafiar del estudio de las interacciones existen-
tes entre ellos y el desarrollo de biomarcadores de susceptibilidad y efecto. Tres tipos diferentes de biomarcadores
serian de utilidad en disrupcion endocrina: i) biomarcadores de exposicién que hacen referencia a la cuantificaciéon
de DE y a su interaccion con células o moléculas diana pertenecientes a un compartimento corporal determinado;
ii) biomarcadores de susceptibilidad que definen la capacidad del organismo, inherente o adquirida, para adaptarse
a las consecuencias derivadas de la exposicion a DE, y iii) biomarcadores de efecto que se definen en términos de
la alteracion hormonal, bioquimica, fisiolégica que pueda ser medida, cuantificada y reconocida como una desvia-
cion del patrén normal, un efecto adverso o un signo de enfermedad.

En lo que concierne al caso particular del empleo de biomarcadores de exposicion a DE con actividad estrogénica,
la estrategia deberia considerar aspectos metodolégicos de diferente orden: i) el establecimiento del test(s) bioldgi-
co con el que verificar la actividad hormonal responsable del efecto, ii) la seleccion de la muestra biologica -sangre,
suero, tejido, entre otros- en términos de accesibilidad, v iii) la posibilidad de extraccion, limpieza, separacién de
hormonas enddgenas de xenobidticos y preparacion dptima para poder ser utilizada en el test elegido.

Asi mismo, el disefio de estudios sobre la relacion existente entre la exposicion a los DE de caracter xenoestrogé-
nico y el desarrollo ultimo de enfermedad estrégeno-dependiente, basados en biomarcadores de exposicion debe
tener en cuenta: i) la hipotesis a ser testada, ii) los compuestos quimicos que van a ser medidos, v iii) la actividad
biolégica que vaya a ser analizada. A pesar de lo evidente, estas consideraciones no suelen ser tenidas en cuenta
de forma sistematica, de tal manera que: i) muchos estudios incluyen la medida de compuestos quimicos que no
son hormonalmente activos, obviando la hipétesis hormonal de partida; ii) otros estudios se limitan a la medida de
un unico compuesto, ignorando la interaccion entre DE; vy iii) la mayoria de los estudios no consideran los efectos
acumulativos y las interacciones con las hormona enddgenas. Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar marca-
dores de exposicion estrogénica que vayan mas alla de la cuantificacion de xenoestrogenos aislados.

Nuestro grupo de trabajo adopt6 hace tiempo esta aproximacion y desarrollé un sistema para estimar la carga estro-
génica de xenobioticos en muestras de suero humano usando el test E-Screen, y un bioensayo in vitro de probada
actividad para identificar xenoestrogenos. Este bioensayo compara el rendimiento celular entre cultivos de la linea
celular MCF-7 de cancer de mama tratadas con estradiol y aquellas tratadas con diferentes concentraciones de
xenobioticos sospechosos de ser estrogénicos. Posteriormente, se desarrolld la metodologia de extraccion de xeno-
estrogenos de muestras humanas de tejido adiposo y la separacién de las hormonas sexuales de los xenoestroge-
nos bioacumulados para asi poder probar estos compuestos en el bioensayo E-Screen. De esta forma, el ensayo
biolégico de estrogenicidad E-Screen utilizado por nuestro grupo de trabajo para la medida de la carga estrogénica
total efectiva (TEXB) asigna un valor de estrogenicidad a las muestras biolégicas analizadas (tejido adiposo, san-
gre, leche materna, placenta) y convierte un marcador de exposicion, tipo dosis interna, en un marcador de equiva-
lencia bioldgica y por tanto de efecto biolégico. Este marcador esté siendo aplicado con éxito en estudios epidemio-
I6gicos de muy diferente indole, en los que la exposicion a DE estrogénicos se cuantifica mediante la medida indi-
vidual de residuos quimicos y la estimacion de la actividad estrogénica del extracto tisular. Como la aplicacion del
concepto de biomarcador de exposicion a TEXB, y a otros ensayos de caracteristicas similares, puede ser excesi-
vamente restrictiva (puesto que su expresiéon no se limita a indicar exposicion sino que establece un vinculo con el
efecto bioldgico producido) creemos que la medida de TEXB en muestras biolégicas es, al mismo tiempo, un mar-
cador de exposicion y un marcador subrogado de efecto.



EXPOSICION A XENOBIOTICOS DEL VERTIDO DEL PRESTIGE: POSIBLES REPERCU-
SIONES ENDOCRINAS E INMUNOLOGICAS.

] Anunciacion Lafuente
Area de Toxicologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo, Campus de Ourense

En las tres ultimas décadas Galicia ha sufrido siete de las once mayores catastrofes maritimas de Europa, con los
naufragios del Polycommander, Andros Patria, Erkowit, Urquiola, Casén, Mar Egeo y Prestige. El 19 de noviembre
de 2002 este ultimo buque petrolero se partié en dos a unas 130 millas de la costa, hundiéndose a 3.500 m de pro-
fundidad. Esto sucedia seis dias después de haber lanzado un SOS frente a las costas de Finisterre y haber deam-
bulado durante 435 Km por la costa occidental gallega. Sus bodegas albergaban 77.000 Tn de fuel pesado (residuo
de la destilacién del petrdleo crudo), de las cuales se vertieron 20.000 antes del hundimiento. Solamente en Galicia
se vieron afectados mas de 900 Km de costa por las sucesivas mareas negras. Esto supuso una catastrofe de enor-
me magnitud que generd una gran alarma social. De hecho, se registraron unas 330.000 acciones de voluntarios
entre noviembre de 2002 y julio de 2003.

En lo que respecta a las caracteristicas y a la composicion del fuel vertido por el Prestige, cabe destacar que es un
fuel oil pesado con un 22,9 % de hidrocarburos saturados, un 52,7% de hidrocarburos aromaticos, un 12,0% de resi-
nas y un 12,4% de asfaltenos. Asimismo, contiene 59,2 mg/Kg de benceno, 60,3 mg/Kg de etilbenceno, 123 mg/Kg
de tolueno y 326 mg/Kg de xilenos. Su contenido de metales es importante. Asi, aluminio, calcio, hierro, potasio,
magnesio y titanio estan presentes en concentraciones de 100-1000 ppm; bromo, niquel y vanadio, en concentra-
ciones de 10-100 ppm; boro, bario, manganeso, molibdeno, estroncio y zinc, en concentraciones de 1-10 ppm; y
arsénico, cobalto, cromo, cobre, litio y selenio, en concentraciones de 0,1-1 ppm.

Ante estos hechos, se realizé el trabajo "Recogida y limpieza de fuel del Prestige. Evaluacién de la exposicion y
darios sobre la salud en voluntarios y trabajadores". Dicho trabajo fue realizado, gracias a la financiacion de la
Fundacién Arao, por investigadores de las tres universidades gallegas (Area de Medicina Preventiva y Salud Publica
de la Universidad de Santiago de Compostela, Area de Genética de la Universidad de La Corufia y por el Area de
Toxicologia de la Universidad de Vigo). En este marco, se encuadra la tarea realizada por el Laboratorio de
Toxicologia de la Universidad de Vigo, cuyos resultados mas sobresalientes se presentan en esta ponencia.

Teniendo en cuenta la composicion de metales en el fuel vertido por el Prestige, los niveles de estos metales en
sangre podrian ser buenos indicadores de la exposicion al mismo. Por otro lado, se desconocen los efectos biolé-
gicos que conlleva la exposicidon a una mezcla de compuestos tan compleja como la que constituye este fuel. No
obstante, el sistema inmunoldgico es uno de los sistemas fisiolégicos que primero responde a cualquier xenobidti-
co, por lo que todo apuntaba a que algunos parametros inmunolégicos podrian ser utiles como posibles indicado-
res de la exposicion a este fuel. Ademas, si tenemos en cuenta que la secrecién de prolactina y cortisol responde
inmediatamente ante situaciones de estrés como las sufridas por el personal que contribuyé a la limpieza de playas
y rocas en este episodio, y que hay una estrecha relacién entre dichas hormonas y la actividad inmunoldgica, era
de esperar que los niveles plasmaticos de prolactina y cortisol variaran tras la exposicion al fuel que se estaba reco-
giendo.

Ante los hechos comentados mas arriba, los objetivos de nuestro trabajo han sido los siguientes:
1.Estudiar si la concentracion sanguinea de niquel, aluminio, plomo y zinc es un buen marcador de exposicién a

este tipo de fuel.
2. Ensayar potenciales marcadores del efecto biolégico derivado de la exposicion a este fuel. Concretamente se
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determinaron los siguiente parametros inmunoldgicos y hormonales:
a. Porcentaje de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica.
b. Respuesta de linfocitos Th1/Th2, para lo cual se cuantificaron los niveles plasmaticos de interleukina-
2 (IL-2), interleukina-4 (IL-4), interleukina-6 (IL-6), interleukina-10 (IL-10), interferén gamma (IFN-Y) y
factor de necrosis tumoral (TNF).
c. Concentracion plasmatica de prolactina y cortisol.

Para la consecucion de estos objetivos, se estudiaron cuatro grupos de sujetos: voluntarios venidos de diversas uni-
versidades espafolas expuestos al fuel durante 5 dias, trabajadores que retiraron a mano el fuel (empresa Tragsa),
trabajadores que limpiaron las costas de fuel mediante maquinas especiales a base de vapor a presion, y un grupo
de sujetos no expuestos al fuel, que se utilizé como grupo control. En total, se estudioé una poblacion de 240 suje-
tos, siendo n = 60 en cada grupo.

Se extrajeron 2 mL de sangre de cada persona (500 uL para la determinacién de metales, 400 pL para el estudio
de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, 100 uL de plasma para la cuantificacion de citokinas y 50 L de
plasma para las determinaciones de los niveles plasmaticos de prolactina y cortisol).

Se determind la concentracion de metales por espectrometria de absorcion atémica, las poblaciones linfocitarias y
las citokinas se cuantificaron por citometria de flujo, y los niveles hormonales se cuantificaron mediante radioinmu-
noensayo.

Entre los resultados obtenidos mas sobresalientes cabe destacar un aumento de la concentracion de niquel

(P < 0,001 vs. grupo control), aluminio (P < 0,01 vs. grupo control) y plomo (P< 0,01 vs. grupo control) en los traba-
jadores que limpiaros playas y rocas de modo manual, sin ningun tipo de maduinas. Asimismo, en los trabajadores
que utilizaron hidrolimpiadoras (maquinas de vapor a presion) aumentod la concentracion de niquel (P < 0,001 vs.
grupo control) y aluminio (P < 0,001 vs. grupo control), descendiendo la de plomo (P < 0,01 vs. grupo control) y zinc
(P < 0,01 vs. grupo control). En los voluntarios, tras trabajar 5 dias, se observé un descenso de zinc (P < 0,01 vs.
grupo control).

El porcentaje de linfocitos T positivos disminuyd en los empleados que limpiaron de forma manual playas y rocas
(P < 0,001 vs. grupo control). Este descenso fue debido a una disminucién del porcentaje de linfocitos CD4* en estos
mismos sujetos (P < 0,001 vs. grupo control), al mismo tiempo que aumento el porcentaje de linfocitos CD8*

(P < 0,01 vs. grupo control).

Tanto los trabajadores que recogieron manualmente el fuel como los que lo hicieron con maquinas hidrolimpiado-
ras presentaron niveles elevados de IL-2 (P < 0,05 vs. grupo control), lI-4 (P < 0,05 vs. grupo control) e IL-10

(P <0,01yP <0,05 vs. grupo control para los primeros y segundos respectivamente). Los niveles de IFN-Y soélo se
vieron incrementados en los trabajadores que recogieron a mano el fuel (P < 0,001 vs. grupo control).

Los niveles plasmaticos de prolactina se vieron incrementados en las mujeres que recogieron manualmente el fuel
(P < 0,001 vs. grupo control), mientras que la concentracion de cortisol descendioé en los hombres que utilizaron
magquinas de vapor a presion para limpiar de fuel las rocas y las playas (P < 0,001 vs. grupo control).

A la vista de los resultados obtenidos en este estudio, podemos afirmar de forma global que la exposicion al fuel
vertido por el buque Prestige conlleva variaciones en la concentracion de algunos de los metales analizados asi
como en diversos parametros inmunoldgicos y hormonales estudiados. Por lo tanto se podria afirmar que los meta-
les analizados pueden utilizarse como indicadores de exposicion a este tipo de fuel y que los parametros inmuno-
I6gicos y hormonales estudiados podrian ser utiles como indicadores del efecto biolégico. Asimismo, la mezcla de
xenobidticos que constituye este fuel podria considerarse como un disruptor endocrino e inmunotoxico.



EXPOSICION PRENATAL AL DDE Y DESARROLLO NEUROCONDUCTUAL EN
NINOS DE 4 ANOS

Nuria Ribas-Fit6
Instituto Municipal de Investigaciones Médicas, Barcelona

Introduccion. La exposicion a compuestos organoclorados (OCs) como el DDE, el HCB y los PCBs durante las pri-
meras etapas de la vida se produce a través de la placenta y a través de la lactancia materna. Dado que el creci-
miento y maduracion del cerebro continua después del nacimiento, los periodos pre y postnatal aparecen como ven-
tanas criticas de vulnerabilidad para el sistema nervioso. La lactancia materna favorece la transferencia de OCs al
nifio pero también se asocia con un mejor neurodesarrollo. El objetivo de este trabajo es el de evaluar la asociacion
entre la exposicion prenatal a DDE y a otros OCs con el neurodesarrollo del nifio a los 4 afios, y evaluar el papel
modificador de la lactancia materna.

Métodos. Se establecieron dos cohortes de nifios nacidos entre 1997 y 1999 en las regiones de la Ribera d'Ebre
(Catalufa) y la isla de Menorca (Islas Baleares) (n=475). El neurodesarrollo de los nifios se evalué a los 4 afios con
el test de McCarthy. Los OCs se midieron en suero de corddn. Se obtuvo informacion de la dieta del nifio y de las
variables sociodemograficas de los padres a través de cuestionarios.

Resultados. Los niveles de DDE al nacer se asociaron negativamente con las habilidades Perceptivo-Manipulativas
del nifio (disminucion del 1.6% por cada incremento de la dosis de DDE). Esta asociacion fue mas fuerte entre los
nifos que lactaron menos de 16 semanas (disminucion de -3.93 puntos (SE:1.90) en los nifios que lactaron de 1 a
16 semanas y disminucion de -4.27 puntos (SE:2.08) en los nifios que hicieron lactancia artificial). Los PCBs y el
HCB no se asociaron con el neurodesarrollo del nifio.

Conclusiones: La exposicion prenatal al DDE se asocia con un retraso en las habilidades Perceptivo-Manipulativas
del nifo a los 4 anos de edad. La lactancia materna de larga duracion aparece beneficiosa para el desarrollo neu-
rologico del nifio equilibrando el impacto negativo de los contaminantes.
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LA 12 CONFERENCIA DE LAS PARTES DEL CONVENIO DE ESTOCOLMO Y EL PLAN
NACIONAL FRENTE A LOS COMPUESTOS ORGANICOS PERSISTENTES

Dr. Ignacio Elorrieta
Subdireccién General de calidad del aire y prevencion de riesgos, Ministerio de Medio Ambiente, Madrid

El Convenio de Estocolmo (2001) regula con el objetivo final de su eliminacion, los contaminantes organicos persis-
tentes ( en la actualidad solo 12 substancias) que son compuestos quimicos, resistentes a la degradacion, altamen-
te toxicos, que se acumulan en los tejidos de los seres vivos y pueden ser transportados a larga distancia de su
lugar de origen, suponiendo por ello un grave riesgo para la salud humana y el medio ambiente de todo el planeta.

El objetivo final de dicho Convenio es la eliminacion progresiva de estas sustancias y se substitucion por otras
menos dafinas.

En Mayo de 2005 tuvo lugar en Punta del Este ( Uruguay) la 12 Conferencia de las Partes, en la que Espafa jugd
un papel muy importante, tanto como impulsora de politicas de salud como aportaciones de caracter técnico.

En cuanto a las politicas Espafia ha jugado un papel de puente entre la Unién Europea y Latinoamérica en cuestio-
nes relacionadas con la gestion de sustancias quimicas a la vez que apostaba por el Multilateralismo, aportando
100.000 euros para crear capacidad en los paises latinoamericanos para que puedan implantar los correspondien-
tes Planes Nacionales de Implementacion frente a los COPs.

En el plano técnico, Espafia ha sido lider en la preparacion de la postura europea sobre Planes Nacionales de
Aplicacién, consiguiendo junto con la Unién Europea, el objetivo de que se aprobara un documento base para el
disefo de estos planes, que seran el pilar fundamental para la aplicacion del convenio en los paises signatarios.
Espafa ha conseguido que la UE respalde a Méjico en su propuesta de que se analice el Lindano como nueva sus-
tancia a incluir en el Convenio y apoyado a Noruega para que se introduzcan 3 sustancias adicionales (Pentabromo
difenil eter, clordecona y hexabromo difenil).

El Plan Nacional de Aplicacion Espafiol, que se analiza en la ponencia, es un claro ejemplo de como aplicar los prin-
cipios de prevencion y de substitucion en la gestion de los quimicos como herramientas para proteger la salud vy el
Medio Ambiente frente a esas sustancias. De hecho, puede considerarse un auténtico Plan Piloto de cémo



Gestionar en el futuro las substancias CMR, BPT, vBvP y los disruptores endocrinos.

OPPORTUNITIES FOR EUROPEAN RESEARCH ON ENDOCRINE DISRUPTERS

Peter Part
European Commission, DG Joint Research Centre

European Commission has supported research on endocrine disrupters (EDs) for more than 10 years. Already the
Fourth Research Framework Programme (1994-1997) contained some projects on ED because the topic had emer-
ged as a research priority in response to rising public concerns. Around 12 million euros were spent. Many of the
projects focused on fish and other aquatic animals because of alarming observations from the aquatic environment.
The projects aimed to understand the mechanisms involved, to develop test methods and to identify potential endo-
crine disrupters. The Weybridge conference in December 1996 resulted in a strong boost for European ED research
by putting the issue on the public- and political agendas. A Community Strategy on Endocrine Disrupters was adop-
ted 1999 and research activities in this field were greatly enhanced. Within the Fifth Framework Programme of
Research (1998-2002), ED research received approximately 60 million Euro - 5 fold increase compared to FP4.
Research topics were broadened and included:

- exposure of humans to endocrine disrupters and possible health effects (including low-dose and combined effects)
- risk assessment of various groups of EDC

- development of test methods

- monitoring of endocrine disrupters in the environment

- fish and invertebrate endpoints

Some projects are still on-going. Endocrine disruption has not been forgotten in the Sixth Research Framework
Programme (2002-2006) although the level of funding in FP 6 is lower than in FP 5. ED issues are being specifically
addressed by Priority 5 (Food quality and safety, sub-areas 'Environmental health Risks' and 'Methods of Analysis,
Detection and Control'; and, to a lesser extent, by Priority 6 (Sustainable development, global change and ecos-
ystems) and Priority 1 (Life Sciences, genomics, and biotechnology for health). There are still calls open within FP6
which may involve research on EDs. For the coming FP 7, which will be a program spanning 7 years instead of the
current 4 years, the budget has not been agreed upon yet. There is potential space for ED research within the three
of the "themes" - Health, Food Agriculture and Biotechnology and Environment. Basic and fundamental research will
be supported by a new European body - the European Research Council. Fundamental research in endocrinology
may also be supported by ERC.
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PROPUESTA DE METODOS PARA LA MONITORIZACION DE PESTICIDAS
DISRUPTORES ENDOCRINOS EN AGUAS

Estefania Concha Graia; M? Isabel Turnes Carou, Soledad Muniategui Lorenzo; Purificacién Lépez Mahia,
Dario Prada Rodriguez, Esther Fernandez Fernandez
Departamento de Quimica Analitica e Instituto de Medio Ambiente, Universidad da Corufia
Facultad de Ciencias, Campues A Zapateira. A Corufia 15701

La toxicidad y el peligro que suponen algunos pesticidas para la salud humana se empez6 a descubrir en los afios
60. Posteriormente se relacionaron ciertos problemas reproductivos en pajaros piscivoros con la presencia de DDE,
comprobandose a partir de entonces la capacidad de algunos de estos contaminantes para interferir en la funcion
endocrina . Desde entonces numerosos estudios han asociado las patologias reproductivas y endocrinas observa-
das en distintas especies animales con la exposicién a contaminantes medioambientales .

Dentro de los pesticidas organoclorados , DDT, clordano (cis y trans), lindano,aldrin, dieldrin ,endrin, endosulfan
(alfa y beta) y heptacloro estan clasificados como disruptores endocrinos y su presencia en el medioambiente se
encuentra regulada por diversas directivas europeas. Por este motivo, y teniendo en cuenta que muchos de ellos
producen alteraciones endocrinas a muy baja concentraciones , cada vez es mas necesario el desarrollo de méto-
dos analiticos altamente sensibles, eficaces, rapidos y limpios que permitan su monitorizacion en distintas matrices.

En este estudio se proponen dos métodos para el analisis a niveles traza de pesticidas organoclorados disruptores
endocrinos y metabolitos en aguas. Uno de ellos, consiste en la extraccion en fase sélida empleando discos lami-
nares de fase C18, y que incluye varias etapas . El otro método propuesto , mas rapido y sencillo, pero restringido
a muestras relativamente "limpias" , consiste en llevar a cabo una microextraccion liguido-liquido con 2 mL de disol-
vente y agitando 1 min. Ambos métodos han dado resultados satisfactorios con limites de deteccion suficientes para
determinar los compuestos a los limites requeridos por la legislacién. Por lo que la eleccién entre uno u otro depen-
dera del tipo de muestra a analizar.

AGRADECIMIENTOS
Este trabajo ha sido realizado con la financiaciéon de la Xunta de Galicia (PGIDTOOPXI10304PR). E. Concha Grafia

agradece al Ministerio de Ciencia y Tecnologia la concesion de un contrato de investigacion con cargo al proyecto
REN 2003-08603-C04-01/CLI.



EFECTOS TOXICOS HEPATICOS INDUCIDOS POR LA EXPOSICION CRONICA MULTIGE-
NERACIONAL A DISRUPTORES ENDOCRINOS ALQUILFENOLICOS

Octavio P. Luzardo (1), Luis D. Boada (1), Manuel Zumbado (1), Guayarmina Hernandez (1),
Muriel Goethals (1), Alfonso Blanco (2), José G. Monterde (2), Juan J. Cabrera (3)

(1) Unidad de Toxicologia, Dpto. de Ciencias Clinicas y (3) Unidad de Anatomia Patolégica, Depoartamento. de
Morfologia, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. (2) Dpto. de Anatomia y Anatomia Patolégicas
Comparadas, Universidad de Cdérdoba, Apdo. de Correos 550. 35080 - Las Palmas de Gran Canaria

Los alquilfenoles (AFs), octifenol (OF) y nonilfenol (NF) son contaminantes ambientales estrogénicos de las aguas,
derivados de surfactantes de uso industrial y doméstico. Son productos quimicos capaces de unirse al receptor de
estrogenos citosdlico y a los lugares de unién membranales para estrégenos (MEBS) del hepatocito sufriendo meta-
bolizacién hepatica por el citocromo P450. Todo ello y la conocida hepatotoxicidad y hepatocarcinogenicidad indu-
cida por estrogenos nos ha llevado a estudiar las acciones ejercidas por los AFs sobre el higado.

MATERIAL Y METODOS: Ratas macho y hembra fueron expuestas a agua de bebida contaminada con OF o NF
(25 ppm) durante tres generaciones ininterrumpidamente. Los higados de los animales tratados fueron sometidos a
estudios histopatolégicos y bioquimicos.

RESULTADOS: Los higados de los animales expuestos a AFs, mostraron importantes cambios degenerativos indi-
cativos de alteraciones metabdlicas. Los higados de los animales de la segunda y tercera generacién mostraban
moderada degeneracion grasa e intensa degeneracién glucogénica (células en cebolla y glucégeno beta y gamma);
dicha degeneracion se acompanaba de aumento de células binucleadas (endomitosis) e incremento del indice de
apoptosis. Asimismo fue evidente un incremento en los niveles de peroxidos lipidicos (MDA) y disminucion de glu-
tation reducido GSH. Los cambios eran mas evidentes en la tercera generacion y en los animales tratados con OF.

CONCLUSIONES: Los AFs, como otros muchos contaminantes ambientales, ejercen acciones téxicas sobre el teji-

do hepatico. Tales efectos hepatotdxicos no parecen relacionarse con la estrogenicidad de los AFs como son los
cambios degenerativos hepaticos, en ese sentido los AFs se comportan como disruptores metabdlicos (variando la
homeostasis glucidica) y el hecho de que los AFs, al contrario que los estrégenos, aumenten el indice apoptético.
A su vez el incremento en el indice apoptético parece ser debido a un incremento en los niveles de estrés oxidati-
vo presente en el tejido hepético de los animales expuestos de forma crénica a estos compuestos.

AGRADECIMIENTOS:
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LOS DISRUPTORES ENDOCRINOS MODIFICAN LA SENAL DE Ca* EN LAS CELULAS
Ol- PANCREATICAS A TRAVES DE UN RECEPTOR DE ESTROGENOS DE MEBRANA

Paloma Alonso-Magdalena, Ana B. Ropero, Cristina Ripoll y Angel Nadal
Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Hernandez de Elche, Sant Joan d'Alacant, Alicante

El glucagdn, hormona secretada por las células del islote de Langerhans, esta implicada en la regulacion del meta-
bolismo glucidico y lo hace incrementando la sintesis y movilizacion de glucosa hepatica. Ademas desempefia otra
serie de funciones extrahepaticas como son la lipdlisis en tejido adiposo o el control de la saciedad a nivel del SNC.
En este trabajo mostramos cémo tanto el disruptor endocrino bisphenol A (BPA) como el dietilestilbestrol (DES) a
una concentracion 10°M, bloquean las oscilaciones de Ca* en célula pancreatica, sefial que desencadena la secre-
cion de glucagoén. Se trata de un efecto rapido, que es mimetizado por la molécula impermeable E2 conjugada a
peroxidasa (E-HRP). Estudios de competicion de union a E-HRP en células previamente identificadas como
mediante Inmunocitoquimica, indican que 173-E5, BPA'y DES comparten un sitio de unién a membrana cuyo perfil

farmacolégico difiere del de los receptores clasicos.

El efecto del BPA, DES y E2 es bloqueado por la pertussis toxin (un inhibidor de Gaii y GaQo), asi como por el inhi-
bidor especifico de la guanilato ciclasa 1H-[1,2,4oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, y por el inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa N-nitro-L-arginine methyl ester. Sin embargo éste es reproducido por el 8-bromo-guanosine 3°,5'-
cyclic monophosphate y se abole en presencia del inhibidor de la protein quinasa dependiente de GMPc , el KT-
5823.

Por todo ello concluimos que el efecto del E2, BPA y DES sobre la célula 0 pancreética podria explicar algunos de
los efectos que sobre el metabolismo glucidico y lipidico tiene los disruptores endocrinos.



VARIACIONES EN LAS POBLACIONES LINFOCITARIAS EN SANGRE DE RATA
PREPUBER EXPUESTA A ENDOSULFAN

T. Cabaleiro, C. Ulibarrena*, A. Lafuente
Laboratorio de Toxicologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Vigo, Campus de Ourense, Las Lagunas s/n,
32004 - Ourense.
*Complexo Hospitalario de Ourense

El endosulfan es un insecticida organoclorado, disruptor endocrino que posee actividad inmunotdxica y neurotéxi-
ca. Su inmunotoxicidad ha sido evidenciada en diversas especies animales como rata, rana y pollo. No obstante,
el numero de trabajo sobre este tema es muy escaso. Por este motivo, el objetivo del presente trabajo es evaluar
las posibles alteraciones inmunolégicas que induce la exposicion a este plaguicida durante la gestacién y la lactan-
cia en las crias en edad prepuber. Para ello el dia 15 de vida se sacrifican las crias (machos y hembras) nacidas
de las madres expuestas a endosulfan (dos dosis diferentes: 0.612 y 6.12 mg/Kg/dia) y de madres no tratadas con
el plaguicida (grupo control). En estos animales se estudian las diferentes poblaciones y subpoblaciones linfocita-
rias en sangre periférica mediante inmunocitometria de flujo. En los machos, la dosis inferior del plaguicida no modi-
fica el porcentaje de las poblaciones linfocitarias estudiadas. Sin embargo, la dosis de 6,12 mg/Kg/dia induce un
descenso del porcentaje de todas ellas. En las hembras nacidas de las madres tratadas con la dosis de
0,61mg/Kg/dia se observa un aumento estadisticamente significativo del porcentaje de linfocitos T positivos, CD4*
y CD8". En estos mismos animales, la administracion del plaguicida a la dosis de 6,12 mg/Kg/dia conlleva un des-
censo del porcentaje de linfocitos B positivos y T positivos.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la exposicién al endosulfan durante la gestacion y la
lactancia conlleva alteraciones inmunolégicas importantes durante la pubertad. Estas modificaciones se observan
tanto a nivel humoral como celular y son distintas en machos y en hembras. Estas diferencias podrian ser debidas
al estatus hormonal durante esta etapa de desarrollo.

Proyecto Ref. AGL2004-04543/ALI, del Programa Nacional de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias, pertene-
ciente al Plan Nacional de Investigacion Cientifica, Desarrollo e Innovacion Tecnolégica.
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CAMBIOS EN EL TRANSCRIPTOMA TESTICULAR GENERADOS POR LA
EXPOSICION A 17- 3 -ESTRADIOL, ZEARALENONA Y BISFENOL-A DURANTE
EL DESARROLLO DE RATON. ANALISIS POR MICROMATRICES (MICROARRAYS).

Lopez-Casas, P.P.; Paz, M.; Lopez-Fernandez, L.A.; Gonzalez, E.; Escolar, F.; del Mazo, J.
Centro de investigaciones biolégicas (CSIC),
C) Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid

Existen abundantes evidencias de que la exposicion de los organismos a compuestos toxicos presentes en el medio
ambiente provoca alteraciones génicas a distintos niveles. Los Disruptores Endocrinos (DEs), que actian como des-
estabilizadores del equilibrio hormonal, poseen la potencialidad de generar cambios en la expresion génica depen-
diendo de la susceptibilidad del sistema genético. En este sentido, la espermatogénesis de mamiferos, como pro-
ceso de diferenciacion celular altamente regulado por sefiales endocrinas, ha sido considerada como paradigma del
efecto de los DEs.

En este estudio hemos utilizado micromatrices de alta densidad, déonde se halla representado el transcriptoma de
ratén, para definir los patrones de expresion génica testicular de ratones expuestos a diferentes dosis de compues-
tos xeno-estrogénicos. Los compuestos analizados en este trabajo fueron: 17-[-Estradiol (E2), Zearalenona y
Bisfenol-A.

Los animales fueron expuestos a los DEs siguiendo un protocolo definido: las madres estuvieron expuestas desde
2 semanas antes del apareamiento, la exposicion se mantuvo durante toda la gestacion y después del nacimiento
de las crias hasta 4 semanas de vida. Tras 4 semanas, la descendencia masculina fue analizada. También fueron
analizados animales sometidos a periodos de exposicion mas cortos. Para ello, se extrajo el RNA total de los testi-
culos de los animales expuestos y de los controles. A partir de este RNA se generaron cDNAs que portaban el pro-
motor T7. Esta estrategia permitié llevar a cabo la transcripcion in vitro de los cDNAs mediante la T7-RNA-
Polimerasa para amplificar los mensajeros originales. EIl RNA amplificado (aRNA) se utiliz6 como sustrato para
incorporar los fluorocromos Cy3 y Cy5, siguiendo procedimientos estandar. Estas sondas se utilizaron en la hibrida-
cion de micromatrices impresas con 31.769 oligonucledtidos (70 bases) correspondientes a 24.878 genes conocidos
o fruto de los programas de prediccion génica.

Los resultados de expresion génica obtenidos tras la hibridacion fueron analizados utilizando diferentes filtros esta-
disticos. Hemos observado que el numero de genes cuya expresion esta alterada se incrementa con exposiciones
mas largas y dosis mayores de E2. La exposicion a E2 constituye el eje central de este analisis por erigirse como
modelo de disrupcion endocrina, puesto que es el ligando natural del receptor de estrogenos y, por tanto, el que acti-
va la respuesta transcripcional. En general, también hemos encontrado una preponderancia de genes que se repri-
men sobre genes que se inducen en los testiculos expuestos a E2. Ademas, hemos comparado los perfiles de
expresion resultantes de la exposicion a E2 con aquellos obtenidos con Zearalenona y Bisfenol-A, hallando nota-
bles diferencias que sugieren modos de accién divergentes o, como mucho, solapantes.

Mediante esta metodologia estamos identificando potenciales marcadores de desregulacion génica por efecto de la
exposicion a EDs. Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo ayudaran a definir las rutas moleculares invo-
lucradas en el efecto de los DEs sobre la expresion génica durante la espermatogénesis.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto de la CE: QLK4-CT-2002-02403. "GENDISRUPT"



NIVELES SERICOS DE PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS CICLODIENOS EN UNA
MUESTRA REPRESENTATIVA DE LA POBLACION DEL ARCHIPIELAGO CANARIO.

Luis D. Boada (1), Eva Alvarez-Leén (2), Manuel Zumbado (1), Octavio P. Luzardo (1), Muriel Goethals (1),
Félix Cabrera (1), Guayarmina Hernandez (1) y Lluis Serra-Majem (3)

(1) Unidades de Toxicologia y (3) Medicina Preventiva y Salud Publica. Departamento de Ciencias Clinicas.
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. (2) Servicio de Medicina Preventiva. Hospital Universitario Insular
de Gran Canaria. Servicio Canario de Salud
Apdo. Correos 550. 35080 - Las Palmas de Gran Canaria

Los plaguicidas organoclorados (OCs) son compuestos quimicos muy liposolubles y altamente persistentes en el
medio ambiente. Se acumulan en el tejido adiposo humano y permanecen inalterados durante décadas. Debido a
su bajo coste y alta eficacia insecticida se usaron masivamente a partir de la década de 1940 hasta su prohibicion,
por su bioacumulacion, biomagnificacion y toxicidad, en los afios 70-80 del pasado siglo. En el contexto de la
Encuesta Nutricional de Canarias (ENCA, 1998) se evaluo la presencia de residuos de OCs en una muestra repre-
sentativa de la poblacion canaria (682 muestras de suero procedentes de habitantes del Archipiélago con edades
comprendidas entre 6 y 75 afios). Se evaluaron los niveles séricos de aldrin, dieldrin y endrin. Un elevado porcen-
taje de muestras presentaban niveles detectables de alguno de los OCs medidos, siendo el endrin el mas frecuen-
temente detectado (72% de las muestras) y con concentraciones mas elevadas (media = 136.72 ng/g grasa).

Las concentraciones medias encontradas en la poblacion canaria para los derivados ciclodienos (aldrin, dieldrin y
endrin) fueron mas bajas (media = 6.69 ng/g grasa para dieldrin) que las descritas en otras poblaciones occidenta-
les (media = 38.41 ng/g grasa de dieldrin para poblaciones danesas). En nuestro trabajo evaluamos si los niveles
de residuos de OCs se relacionaban con condicionantes geograficos y/o sociodemograficos. Nuestros resultados
mostraron que las poblaciones urbanas presentan niveles mas elevados de dieldrin, mientras que las no urbanas
presentan los niveles séricos mas elevados de aldrin y endrin. Es de destacar que los valores séricos de aldrin y
dieldrin eran mas elevados en los estratos de poblacion mas joven; de tal modo que los individuos menores de 18
afios presentaban casi el doble de niveles séricos de estos OCs ciclodienos si los comparamos con los individuos
de edades entre 65 y 75 afos. Estos resultados nos permiten concluir que la poblacion del Archipiélago Canario ha
estado y esta expuesta a los OCs evaluados en este estudio. El tipo y la fuente de exposicién parecen variar en fun-
cion de la isla estudiada y el tipo de habitat del individuo. La presencia de alimentos contaminados por estos OCs
y/o la existencia de una importante contaminacion ambiental podrian ser la causa de esta preocupante situacion.

AGRADECIMIENTOS:
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ANALISIS DE NONILFENOLES Y SUS DERIVADOS HALOGENADOS
EN MUESTRAS AMBIENTALES

Carles Planas, Josep Caixach, Josep Riyera
Laboratori d'Espectrometria de Masses (Institutd'Investigacions Qulmiques i Ambientals - CSIC)
C/Jordi Girona 18-2608034-Barcelona

Los nonilfenoles polietoxilados (NPnEQ) son detergentes no idnicos ampliamente utilizados en los ambitos
doméstico e industrial. En el medio ambiente estos compuestos dan lugar a productos de degradacion mas toxicos
y persistentes y clasificados como disruptores hormonales, tales como nonilfenol (NP), nonilfenol monoetoxilado
(NP1EOQ), nonilfenol dietoxilado (NP2EQ) y los acidos nonilfenoxiacético (NP1EC) y nonilfenoxietoxiacético
(NP2EC). En los procesos de cloracion en plantas depuradoras o potabilizadoras se ha observado la formacion de
derivados clorados y bromados de estos compuestos,que presentan también actividad estrogénica.

Los metabolitos de NPNnEO mencionados (halogenados y no halogenados) se han analizado por Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Masas en modo de ionizacion Electrospray (LC/ESI-MS). Sin embargo,
debido a su dificultad de ionizacion, el analisis por GC/MS ha resultado ser la técnica mas adecuada para su
identificaciéon y cuantificacion en muestras ambientales.

En el presente trabajo se ha investigado la presencia de estos compuestos en 5 fangos de una planta potabilizadora
(2 tomados a la entrada de la planta de fangos y 3 después de atomizar), 4 sedimentos de depdsito de agua
potabilizada y 2 sedimentos de rio. Las muestras se analizaron por GC/MS, previa extraccion por ultrasonidos con
diclorometano y purificacion con columna de silica. Se utilizd el método de la dilucién isotdpica,con el uso de
patrones internos marcados (d8-NP y 13C6-NP1EQ).

Los compuestos NP y NP1EO se detectaron en todas las muestras analizadas, dandose las concentraciones
maximas en un sedimento de depdsito (19.915 ug/g de NP) y en un sedimento de rio (6.040ug/g de NP1EO). Por
otra parte, los derivados halogenados (CINP, BrNP, CI2NP, CIBrNP, Br2NP y BrNP1EQ) se detectaron en 4 fangos
de planta potabilizadora y 2 sedimentos de depdsito, hallandose las concentraciones mas altas en un sedimento de
depodsito y comprendidas entre 2.24 ug/g de BrNP1EO y 8.86 ug/g de Br2NP.

Los autores agradecen a la "Agéncia Catalana de I'Aigua”" y a las empresas "Aigies de Girona, Salti Sarria de Ter"
y AGBAR, S.A. el suministro de las muestras y el soporte financiero del estudio realizado.



VINEXINA: FUNCION EN ESPERMATOGENESIS Y ALTERACIONES DE SU EXPRESION
POR EXPOSICION A 17-BETA-ESTRADIOL

Maria Paz, Pedro Pablo L6épez-Casas, Jesus del Mazo
Centro de Investigaciones Biolégicas (CSIC)
C) Ramiro de Maeztu 9, 28040 Madrid

Durante la espermatogénesis de mamiferos, en el epitelio seminifero se establecen diferentes tipos de interaccio-
nes entre las células de Sertoli y las células germinales, claves en el proceso de diferenciacion de los espermato-
zoides. En ellas participan proteinas especializadas en adhesion y comunicacién celular. Se ha sugerido que uno
de los efectos de la exposicidn a disruptores endocrinos es la alteracién de las interacciones entre células de Sertoli
y células de Sertoli-células germinales.

En trabajos previos, describimos que flotilina-1 (flo-1), una proteina localizada en balsas lipidicas (especializaciones
de la membrana plasmatica), esta relacionada con el establecimiento de interacciones celulares (Lépez-Casas and
del Mazo, FEBS Lett., 2003, 555, 2). Se ha demostrado que flo-1 puede interaccionar con vinexina (vnx), una pro-
teina adaptadora implicada en la regulacion de la adhesién celular a través de su unién a vinculina (vnc). Vinexina,
ademas, regula la fosforilacion y actividad del receptor de estrogenos alfa.

En este contexto, el presente trabajo se planted con el objetivo de caracterizar la expresion de vnx, flo-1 y vnc duran-
te el desarrollo del testiculo de raton, para, consecuentemente, valorar los posibles cambios en el patron de expre-
sion de estos genes en el testiculo de ratones expuestos a 17-beta-estradiol (E2).

Hasta hoy, se han descrito tres formas de vinexina (alfa, beta y gamma) en humanos. En nuestro laboratorio, median-
te RT-PCR y Northern blot hemos detectado en testiculo de ratén las formas alfa y gamma, ademas de una nueva
forma de vinexina, vnx-t. Resultados preliminares apuntan a que esta nueva forma es especifica de testiculo.

El analisis mediante RT-PCR y Western blot mostré una disminucion en los niveles de vnx-gamma durante el des-
arrollo postnatal del testiculo, en consonancia con la disminucion de las proteinas flo-1 y vnc. Esta disminucion coin-
cide con la reduccion de la poblacion relativa de células de Sertoli durante el desarrollo, lo que sugeria la posible
localizacion de estas proteinas en dichas células. El analisis de cultivos primarios de células de Sertoli y de sub-
poblaciones de células germinales, confirmoé que estas proteinas se acumulan en células de Sertoli. Es interesante
destacar que las formas alfa y t de vnx solo se detectan en espermatidas.

Evaluamos el efecto sobre las tres proteinas objeto de estudio tras la exposicién a E2. No observamos ninguna varia-
cion significativa en los niveles de flo-1 y vnc en el testiculo. Sin embargo, el E2 provocé la desaparicion de una de las
formas de vnx asociada a espermatidas, que inicialmente consideramos como la forma t testiculo-especifica.

Los avances en el estudio de este fendmeno podran arrojar luz sobre uno de los mecanismos de accion del E2 y
de otros disruptores endocrinos en la espermatogénesis, a nivel de interacciones celulares.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto de la CE: QLK4-CT-2002-02403 (GENDISRUPT)
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UNA DECADA DE SEGUIMIENTO DE LA DISRUPCION ENDOCRINA
EN GALICIA: IMPOSEX

Quintela Sanchez, Maria; Couceiro Lépez, Lucia; Ruiz de la Rosa, José Miguel; Barreiro Lozano, Rodolfo
Area de Ecoloxia, Facultade de Ciencias, Universidade da Corufia
Campus da Zapateira S/N, 15071 A Corufa

El imposex, i.e. superimposicion de caracteres sexuales masculinos sobre las hembras de gasterépodos marinos,
es el ejemplo mas consistente de disrupciéon endocrina con efectos sobre las poblaciones. Se produce en respues-
ta a la contaminacion por tributilo de estafio o TBT, un biocida usado en pinturas anti-fouling. La manifestacion mas
extrema registrada en algunas especies consiste en la esterilizacion funcional de las hembras, con el consiguiente
declive de las poblaciones.

En la ultima década, nuestro grupo ha realizado un seguimiento de la contaminacién por TBT empleando dos espe-
cies bioindicadoras: Nucella lapillus y Nassarius reticulatus. En ambas se registré un descenso medio de bioacumu-
lacion de TBT de 150 ng Sn/g PS en mas del 80% de las localidades; tendencia que concuerda con la experimen-
tada en otras zonas costeras europeas, Australia y Canada. Los indices de imposex también decrecieron en ambas
especies. Es resefable, desde el punto de vista de la pervivencia de las poblaciones, la caida de la esterilidad fun-
cional femenina en N. lapillus que se registré en el 81% de los puntos de muestreo.

El uso del TBT esta prohibido en Espana desde el afio 1990 para barcos de eslora inferior a 25 metros y nuestros
resultados revelan que la contaminaciéon por TBT esta experimentado una tendencia decreciente en los ultimos
afnos. Sin embargo, la presencia del TBT no so6lo sigue siendo detectable en toda la costa gallega 15 afios después,
sino que en ciertos puntos existe en concentraciones lo suficientemente altas como para provocar un efecto seve-
ro sobre las poblaciones de gasterépodos. Este hecho revela que, desde que el uso de un determinado compues-
to se regula y/o prohibe hasta que sus efectos desaparecen del medio ambiente, puede transcurrir un periodo de
tiempo prolongado.

El apoyo financiero para este trabajo fue proporcionado por el Ministerio de Educacion y Ciencia (referencia
CTM2001-00899), parcialmente sufragado por FEDER (Fondo Europeo de Desarrollo Regional), Xunta de Galicia

(referencia PGIDTO1MAM10301PR) y la Universidade da Coruia.
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