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La salud del medio acuatico depende criticamente
de los aportes de sustancias contaminantes como
consecuencia de la actividad humana, en concreto
de la influencia de los vertidos agricolas, urbanos e
industriales, que terminan finalmente en rios y estuarios.
Un gran numero de los contaminantes conocidos son
tratados y eliminados de las aguas residuales mediante
una red normalizada de depuradoras, pero existen varios
contaminantes que por su naturaleza quimica evitan la
accion de los sistemas de depuracion. Ademads, muchos
de ellos, como por ejemplo los retardantes de llama
bromados, los detergentes de tipo alquilfenol etoxilado y
algunosfarmacos, son alteradores endocrinos (DE), lo que
implica que una exposicién a los mismos puede dar lugar
a alteraciones en el crecimiento, desarrollo, reproduccién
y comportamiento de los organismos vivos. Una de las
alteraciones mas alarmantes y mejor documentadas es la
feminizacién en organismos acuaticos'3.

El grupo de investigacién consolidado Biologia
Celular en Toxicologia Ambiental (BCTA) lleva mas de
25 anos investigando el impacto de la contaminacién
ambiental sobre los organismos acuaticos, asf
como en el desarrollo de biomarcadores tempranos
como herramientas diagnésticas de la salud de las
poblaciones animales y ecosistemas. Las principales
lineas de investigacidn del grupo incluyen la evaluacion
de la salud de los ecosistemas acudaticos mediante
biomarcadores, la toxicogendémica, la carcinogénesis
causada por exposicidén tanto a contaminantes organicos,
la toxicidad de nanoparticulas, y alteracién endocrina en
poblaciones de peces e invertebrados marinos (www.
ehu.es/GrupoBCTA).

Los primeros trabajos desarrollados por nuestro
grupo en el campo de la alteraciéon endocrina, estuvieron
enfocados al estudio y caracterizacion de poblaciones
de mejillones de la costa vasca y el Mediterraneo
occidental**®. Se detectaron mejillones intersex en
la Reserva de la Biosfera de Urdaibai, indicando la
exposicidon a compuestos alteradores endocrinos.
Estos estudios fueron completados con experimentos
realizados en el laboratorio dentro del proyecto
europeo BEEP (2001-2003), en el que se demostré que
la exposicion de mejillones a disruptores endocrinos
modelos (alquilfenoles, ftalatos, bisfenol-A, compuestos

Rev. salud ambient. 2013;13(Espec Congr):63-82

polibromados, petréleo y PAH), alteraba el desarrollo
gametogénico normal’. Estudios complementarios
con mejillones expuestos a petréleo del Mar del
Norte, demostraron que las alteraciones tempranas
en el desarrollo gametogénico (atresia de gametos y
cambios en el contenido de proteinas vitelogénicas en
los ovocitos) condicionaban la calidad de los gametos
y el éxito de fecundacién. Ademéds, los embriones y
larvas obtenidos de los parentales expuestos al petréleo,
mostraron desarrollo anormal y viabilidad reducida®. La
experiencia acumulada en estos estudios, junto con el
desarrollo de biomarcadores especificos en mejillones
(niveles de atresia en gdnada, niveles de vitelogenina
mediante el método de ALP), posibilitd la deteccion de
efectos de disrupciéon endocrina causados por el vertido
del petrolero Prestige, en poblaciones de mejillones de
toda la costa norte peninsular®.

En la linea de investigacién sobre alteradores
endocrinos se han realizado varios trabajos con el
modelo pez cebra, en condiciones de laboratorio y tras
exposicion a alteradores endocrinos (ftalatos, hormonas
estrogénicas, pesticidas organoclorados, alquilfenoles,
etc.). Los estudios han comprendido experimentos
realizados con individuos adultos, larvas y embriones e
incluso estudios transgeneracionales'®'2 Estos trabajos
nos han permitido desarrollar herramientas moleculares
y celulares como biomarcadores de alteracion endocrina
en peces, que puedan ser utilizadas en estudios de
campo.

Entre los biomarcadores cominmente utilizados se
encuentran los niveles de vitelogenina en plasma o a
nivel de trascripcion génica en higado. Organizaciones
como la US-EPA, OSPARy el programa ICES incluyen este
pardmetro entre sus baterias de ensayos y biomarcadores
de xenoestrogenicidad™'®. La vitelogenina es una
fosfolipoglicoproteina compleja unida calcio. Es la
proteina precursora de las vitelinas y fosvitinas que se
acumulan en los ovocitos de los organismos oviparos
como fuente de energia para el embrién en desarrollo.
Su sintesis ocurre en el higado de las hembras y en
paralelo con el desarrollo de la ovogénesis. El control de
la vitelogénesis en higado estd regulado directamente
por estrégenos’®. En machos u organismos juveniles
indiferenciados oviparos, la exposicién a estrogenos
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0 xenoestrégenos puede producir la sintesis de esta
proteina y por lo tanto su deteccién es una clara sefal
de feminizacién'™. Otro biomarcador especifico de
xenoestrogenicidad en peces es la trascripcion de la
aromatasa cyp19a2, o aromatasa cerebral’. En peces el
gen de la aromatasa (cyp19) estd duplicado mostrando
dos isoformas funcionales (cyp19a1 y cyp19a2). Ambas
participan en la sintesis de estrégenos partiendo de
andrégenos, pero su distribucién tisular asi como su
periodo de actividad difiere entre ambas. La cyp19a1l
se expresa principalmente en el ovario y la cyp19a2
en el cerebro™. La regulacion de esta ultima ocurre
mediante exposicidn a compuestos estrogénicos y se
utiliza como biomarcador, junto con la vitelogenina.
Son varios los trabajos que sugieren que cyp19a2
puede ser mas sensible como biomarcador de
xenoestrogenicidad que la vitelogenina. El conjunto de
ambos biomarcadores mencionados, con el estudio de
los receptores de estrogenos y genes reguladores de los
niveles de hormonas esteroidogénicas (StAR, cyp11b,
sulfotransferasas, glucuronidasas, etc.), puede ayudar
en la evaluacion de poblaciones de campo expuestas a
disruptores endocrinos presentes en el medio acuatico®.

Ademads de los biomarcadores, el estudio de
posibles alteraciones histopatolégicas en la génada
es un complemento necesario para caracterizar
la severidad del impacto causado por alteradores
endocrinos en poblaciones de campo™°. Algunas de
las sefales de exposicion a contaminantes alteradores
endocrinos son las alteraciones en el patron normal
del desarrollo gametogénico, los dafios en los gametos
(atresia, necrosis) y la presencia de goénadas intersex.
En especial, la deteccién de organismos intersex esta
asociada a la presencia de contaminantes con actividad
xenoestrogénica. Los individuos intersex muestran
gonadas masculinas (testiculos) con diferentes grados
de apariciéon de ovocitos. Esta patologia condiciona la
capacidad reproductora de los organismos afectados y
aunque puede ser reversible dependiendo del periodo de
exposicidn (embriodn, larva, juvenil o adulto) a alteradores
endocrinos, el efecto intersex se puede mantener de por
vida en el organismo afectado?'.

En complemento a la estrategia de estudios in vivo,
la aplicacién de bioensayos in vitro ofrece la posibilidad
de comprender los mecanismos de accion de los
alteradores endocrinos y de mezclas ambientales, como
efluentes residuales y muestras de aguas. Los ensayos
gene reporter, en el que las células son transfectadas con
un receptor nuclear de hormonas (por ejemplo, receptor
de estrogenos) y un gen dependiente de la activacion del
receptor, son una herramienta rapida y util.

En la costa vasca hemos centrado nuestras
investigaciones en peces de la familia de los mugilidos.
Los mugilidos tienen la ventaja de estar presentes en
casi todas las zonas costeras del mundo, con excepcion
de las areas polares. Son especies que resisten la
contaminacién, pero que muestran respuestas
que pueden ser cuantificables y utilizadas como
herramientas de diagndstico?>?*. Ademas, su captura y
manejo son relativamente sencillos, y el control de su
sistema endocrino es similar al de otras especies con
mayor importancia comercial. Nuestros estudios se han
centrado principalmente en la especie Chelon labrosus,
o muble, con una amplia distribucién en los estuarios
Vascos.

Estas investigaciones con mubles de la costa vasca
comenzaron en el aflo 2007 y se han mantenido con
regularidad hasta la actualidad. En los afios 2007 - 2008
se realizd un seguimiento intensivo de la poblacion de
peces de la Reserva de la Biosfera de Urdaibai (Gernika)
en la que se detectaron mubles intersex (hasta un 33
% de los peces estudiados en 2007). La mayor parte
de estos organismos intersex mostraban ovocitos pre-
vitelogénicos (inmaduros) en los testiculos, pero también
se encontraron machos con ovocitos vitelogénicos®.
Ademas, en la mayoria de los machos analizados (entre
un 60y 91 % dependiendo de la campaia de muestreo)
se pudieron cuantificar niveles elevados de vitelogenina
en plasma. El analisis quimico de la bilis de los mubles de
Gernika mostré la presencia de disruptores endocrinos,
principalmente alquilfenoles como el nonilfenol y el
octilfenol. Estos estudios pioneros en la costa vasca, se
extendieron a otras poblaciones (Santurtzi, Arriluze,
Plentzia, Ondarroa, Deba y Pasaia). En todas las
poblaciones analizadas hemos detectado respuestas
tempranas asociadas a efectos de alteracion endocrina
(niveles elevados de vitelogenina en plasma y niveles
de transcripcion elevados de la aromatasa cyp19alb
en cerebro y de vitelogenina en higado), y presencia de
peces intersex en 3 de las 6 poblaciones estudiadas. Las
prevalencias de intersex oscilaron entre un 12 % y un 64
% de los machos estudiados. El patron de contaminantes
presentes en la bilis variaba bastante de una poblacion a
otra, pero no entre sexos dentro de una misma poblacién.
Destacar que entre los principales compuestos
detectados se encontraron alquilfenoles (octilfenol y
nonilfenol), ftalatos, pesticidas organoclorados (lindano
y derivados del DDT), bisfenol A y etinilestradiol, todos
ellos compuestos con actividad hormonal demostrada.

En base a los estudios de campo, y teniendo en
cuenta que muchos de los contaminantes detectados en
bilis pueden tener su origen en efluentes de depuradoras
urbanas, se analizaron dos efluentes de depuradoras
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para evaluar su actividad hormonal. Se seleccionaron la
depuradora de aguas residuales de Galindo, que recoge
las aguas residuales de la ciudad de Bilbao y zonas
adyacentes (1 000 000 de personas aproximadamente)
y el efluente de la depuradora de Gernika situada
dentro de la Reserva de la Biosfera de Urdaibai. Para
evitar posibles efectos debido al lugar de origen de los
mubles expuestos, se decidié adquirir alevines de muble
criados en cautividad de un aio de edad. La exposicion
se realizd durante 10 dias, a distintas diluciones de
los efluentes (25 %, 50 % y 75 %). Se observo que las
aguas de ambos efluentes eran capaces de producir
efectos xenoestrogénicos en los mubles expuestos,
como la induccién de la transcripcién de los genes
vitelogenina y aromatasa cyp19alb. Estos resultados in
vivo fueron confirmados en ensayos in vitro, utilizando
el ensayo basado en células de levadura ER-CALUX con
extractos del agua de ambas depuradoras. Estos trabajos
demuestran la presencia de disruptores endocrinos en
los estuarios vascos, cuyo principal origen pueden ser los
efluentes de depuradoras de aguas residuales urbanas,
sin olvidar otras fuentes de exposicion como vertidos
industriales, agricolas o accidentales.

En base a todos estos resultados, y siguiendo las
recomendaciones para la implementacion de un
programa de vigilancia biolégica propuesta por la
Directiva Marco del Agua Europea y la Directiva Marco
sobre Estrategia Marina, se propone la inclusién en
las redes de seguimiento de la calidad de las aguas de
biomarcadores sencillos y tempranos de disrupcién
endocrina. La estrategia propuesta consiste en dos pasos
sucesivos: un primer cribado basado en procedimientos
rapidos y sencillos, como el analisis histopatoldgico de la
gonada y la cuantificacién de los niveles de vitelogenina
en plasma; y un segundo andlisis utilizando herramientas
de biologia molecular (niveles de transcripcion de genes
diana) para caracterizar los mecanismos con precision,
junto con el andlisis de metabolitos de compuestos
alteradores endocrinos en la bilis.
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