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INTRODUCCION

El propésito de este proyecto de Tesis Doctoral es estudiar la capacidad de concentracion de la
dioxina en el parénquima del ovario, considerando su posible interferencia tanto en los foliculos ovéricos.
Con ello abordamos las consecuencias que se derivan de la exposicion de los disruptores endocrinos
tanto desde el punto de vista de la funcién endocrina del ovario, como desde su implicacion en

ovogenesis.

Con el presente proyecto de investigacion se pretende alcanzar claros beneficios a través de
profundizar en el conocimiento de la Patologia medioambiental, y en concretos de las intoxicaciones
agudas y cronicas producidas por la ingestion de disruptores endocrinos como es la dioxina, que esta
teniendo cada vez mayor importancia en los Patologia Humana y Veterinaria. Dentro de este capitulo

general se destaca las siguientes contribuciones:
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o  Contribucion al conocimiento de los mecanismos patogénicos de las intoxicaciones debidas al uso de
los disruptors endocrinos. Este punto resulta de especial interés en los casos de intoxicaciones

alimentarfas.

e Contribucion al conocimiento del papel de la dioxina a dosis subclinicas (exposicion medioambiental
por medio de residuos alimentarios) sobre el ovario, valorando la posible participacion de estas

sustancia en las alteraciones de la reproduccién de origen medioambiental.

e Contribucion al conocimiento de la accion del cadmio sobre el ovario, y poder determinar los riesgos

de producirse desde procesos degenerativos y necroticos hasta neoplasias del ovario

Beneficios en el avance general del conocimiento:

e Contribucion al conocimiento de la interaccion de las diferentes dosis de la dioxina, intoxicaciones
agudas y cronicas, en el ovario, con proyeccion a comprender la implicacion de los mecanismos

patogenos de los disruptores endocrinos, en el ovario.

¢  Contribucion al conocimiento en la patologia reproductora, de las exposiciones por la dioxina, y como
se producen una reduccion de las hembras por depodsitos directos de los disruptores endocrinos en

los Gvulos.

No menos preocupantes, aunque menos documentados, resultan los riesgos de la ingestion de
esta sustancia a dosis subclinicas, que pasarian desapercibidos por no llegar a exteriorizar una

sintomatologia evidente. Cabe recordar la preocupacion que existe a cerca de la implicacion de posibles
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factores alimenticios-ambientales que subyacen tras el deterioro de determinados sistemas organicos,

especialmente en el campo reproductivo.

Este trabajo de Proyecto surgié como un planteamiento interdisciplinar, entre los Departamentos
de Toxicologia y de Anatomia y Anatomia Patoldgica Comparadas, siendo sus principales protagonistas
los disruptores endocrino, pero cuya incidencia en la salud humana ha sobrepasado con creces sus
posibles efectos secundarios. El avance de las ciencias aplicadas, en las ultimas décadas, viene
persiguiendo de una manera denodada la incesante blsqueda de mejoras en las tecnologias de las
producciones animales, que lleven a unos beneficios en la obtencion de animales de abasto para el
consumo humano, ante el riesgo de agotamiento de los recursos alimentarios naturales. El abuso en la
utilizacion de estos compuestos motiva trastornos que son ostensibles en el aparato endocrino, el
potencial de toxicidad de algunos de ellos, y el riesgo consiguiente que supondria para el consumo de

carne de animales tratados, ha dado lugar a que se establezca una legislacion sobre su empleo.

El acumulo progresivo de sustancias quimicas que se han vertido al medio externo, como los
disruptores endocrinos y concretamente las dioxinas, tienen el potencial de alterar sistemas organicos y
concretamente los aparatos reproductores, mediante alguno de estos tres mecanismos: suplantando a las

hormonas naturales, bloqueando su accion o aumentando o disminuyendo sus niveles.

En el caso de las dixinas, esta suficientemente documentado que muestran una preferencian por afectar
el testiculo. El signo méas espectacular y preocupante de que los disruptores endocrinos pueden haberse
cobrado ya un precio importante se encuentra en los informes que indican que la cantidad y movilidad de
los espermatozoides de los varones ha caido en picado en el Gltimo medio siglo. El estudio inicial,
realizado por un equipo danés encabezado por el doctor Niels Skakkebaek y publicado en el Bristish
Medical Journal en septiembre de 1992, descubrié que la cantidad media de espermatozoides masculinos
habia descendido un 45 por ciento, desde un promedio de 113 millones por mililitro de semen en 1940 a
s6lo 66 millones por mililitro en 1990. Al mismo tiempo, el volumen del semen eyaculado habia
descendido un 25 por ciento, por lo que el descenso real de los espermatozoides equivalia a un 50 por

ciento.

Pero la disminucién de la fertilidad en aves, peces, crustaceos y mamiferos; la disminucién del éxito de la
incubacion en aves, peces Yy tortugas; graves deformidades de nacimiento en aves, peces y tortugas;

anormalidades metabdlicas en aves, peces y mamiferos; anormalidades de comportamiento en aves;
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demasculinizacion y feminizacion de peces, aves y mamiferos machos; defeminizacion y masculinizacion
de peces y aves hembras; y peligro para los sistemas inmunitarios en aves y mamiferos. Junto a la
experiencia del DES y los estudios con animales sugieren también una vinculacién entre las sustancias
quimicas disruptoras endocrinas (dioxinas) y varios problemas de reproduccion en las mujeres,

especialmente abortos, embarazos ectépicos y endometriosis.

Si bien no existe informacion de la actuacion de las dioxinas, sobre el ovario como ocurre con el testiculo.
Utilizando otros disruptores endocrinos en peces como las dioxinas, el ovario se ha visto afectado en
todas las fases de maduracion de sus foliculos. Las sustancias quimicas que preocupan pueden tener
efectos totalmente distintos sobre el embridn, el feto o el organismo perinatal que sobre el adulto. Nos
planteamos que la posible afectacion del ovario con el uso de la dioxina, se pueda producir en fases
precoces de la vida de los mamiferos, por eso se puede considerar que el uso de estos disruptores tenga
una importancia fundamental en las hembras el momento de la exposicion en el organismo en desarrollo
es decisivo para determinar su caracter y su potencial futuro, por lo que las hembras como en los machos

se produzca una disminucion de los componentes germinales de ambas gonadas.

La posible infertilidad en los machos, por la consumicion involuntaria y su posterior almacenamiento, sea
faciimente detectable con solo la cuantificacion de los espermatozoides y la calidad de los mismos. Pero
en los ovarios de los mamiferos, aunque los foliculos disminuyan, no es tan evidente por el gran nimero
de foliculos primordiales existentes. Por estos motivos nos hemos planteado estudiar los ovarios en
peces tratados con dioxinas, para conocer las posibles alteraciones en la maduracion de los foliculos, y

una posible disminucion en el nimero de los mismos.

Entre las sustancias quimicas de efectos disruptores sobre el sistema endocrino figuran, las dioxinas y
furanos, que se generan en la produccion de cloro y compuestos clorados, como el PVC o los plaguicidas

organoclorados, el blanqueo con cloro de la pasta de papel y la incineracion de residuos.

Una de las estructuras mas estables tanto en los foliculos ovaricos como en su fase libre de los
mamiferos, es la zona pelucida, y se debe a por una parte a la proteccidn que recibe del enclaustramiento
en el foliculo ovarico, y sobre todo por las uniones intimas entre las prolongaciones citoplasmaticas de los
ovocitos y de las células de foliculares de la corona radiada, en el seno de la propia zona pelucida. En
cambio en peces la zona pelucida se hace mas labil, debido a la falta de uniones entre los ovocitos y las
células foliculares, junto al hecho de que dichos foliculos no estan encerrados en una gruesa membrana
conectiva como ocurre en los mamiferos. Por estos motivos la zona pelucida de los foliculos en peces, es

muy labil frente a las alteraciones endocrinas y vasculares.

Entre las alteraciones citadas por el acumulo de disruptores endocrinos, tienen importancia las

modificaciones de la sangre y concretamente las plaquetas y en los peces los trombocitos. La
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conglutinacion de los mismos produce graves oclusiones vasculares, que llevan a acentuar los procesos

degenerativos y necroticos.



REVISION BIBLIGRAFICA

Revision

Bibliografica

El término dioxina no tiene una unica definicion, designa tanto a un grupo de substancias
relacionadas como a componentes de dicho grupo. Todas estas substancias tienen la misma
estructura y geometria molecular basica de atomos de carbono-oxigeno y atomos de cloro
ligados a los de carbono. La dioxina pertenece a una familia de sustancias quimicas de
propiedades y toxicidad similares. Existen 75 tipos de dioxinas o dibenzodioxinas policloradas,

135 furanos o dibenzofuranos policlorados y 209 bifenilos policlorados.

La dioxina es un compuesto organico incoloro e inodoro. Es un subproducto espontaneo
de fendmenos y desastres naturales como la actividad volcanica y los incendios forestales, asi
como de la actividad del hombre (industria, incineracion, blanqueado de pulpa y papel y
emanaciones de gases de escape). La dioxina se encuentra en todas las areas donde haya
actividad industrial, tanto en el suelo, el agua y el aire como en los alimentos, los cuales, junto
con la leche materna, constituyen la principal fuente de exposicién a la misma. En general, el

riesgo de contacto por inhalacion y contacto dérmico es sumamente bajo.
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La dioxina se acumula en el tejido graso de los animales. Todos los estudios realizados
con animales han revelado que la dioxina es cancerigena. ES una sustancia muy poderosa y de
efecto residual a largo plazo. La excrecion de solo la mitad de la dioxina ingerida demanda siete
afios. Los investigadores todavia estan tratando de determinar si la dioxina esté asociada en el
hombre a bajo coeficiente intelectual, problemas reproductivos y deficiencias del sistema

inmunologico.

Ante tal diversidad de riesgos y advertencias tan alarmantes, es tranquilizador enterarse
de que la EPA ha anunciado que los niveles promedio de dioxina en la poblacion norteamericana
estan disminuyendo. Sin embargo, la dioxina esta tan difundida que es muy dificil evitar la
exposicion a la misma, por lo que no se aconseja eliminar ciertos alimentos de la dieta con ese
fin. Si desea reducir la exposicion a la dioxina, seleccione cortes de carne magra y productos

lacteos descremados, siga una dieta variada y coma con moderacion.

No existe propiamente un solo compuesto llamado dioxina, sino que mas bien este
término estéa referido a un grupo de compuestos que contienen dos anillos bencenicos clorados,
que se hallan enlazados el uno al otro a traves de dos puentes de hidrogeno entre las moléculas
de oxigeno presentes. Este ultimo enlace es el responsable de su denominacién (di = 2, oxo =
enlace de oxigeno). La dioxina que Ultimamente ha causado mayor interés es la llamada 2,3,7,8-
p-dibenzo-dioxina tetraclorada (TCDD, por sus siglas en inglés). Esta es una molécula plana (ver
la representacion espacial), en la cual los dos anillos bencénicos estan coloreados de gris y
unidos a los 4 atomos de cloro (verde) dispuestos simétricamente, con los atomos de oxigeno en

color rojo.
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El nimero de atomos de cloro puede variar, lo que resulta en la existencia de un gran

grupo de dioxinas diferentes.

Las dioxinas se forman durante el calentamiento de sustancias cloradas bajo
condiciones de escasez de oxigeno. La mayoria de ellas son producidas durante la combustion
de materiales organicos en la presencia de cloro (como por €], por la sal de mesa), donde las
condiciones de oxigeno son pobres. Un par de afios atras, esto conllevé a una crisis, debido a
que el ganado vacuno pastaba cerca de los hornos de combustion. Por el contrario, la dioxina no
se formara en aquellos ambientes en los cuales la disponibilidad de oxigeno sea la suficiente y la

temperatura de incineracion la adecuada.

Adicionalmente, las dioxinas también pueden ser producidas naturalmente por los
hongos blancos causantes de la podredumbre. Estos hongos crecen en la madera formando
colonias de color blanco. En este caso, las dioxinas son producidas a partir de la lignina. Asi
mismo, también pueden formarse durante la incineracion de la madera bajo condiciones de una

ventilacion muy pobre, como ocurre durante el incendio de una casa o en un incendio forestal.

Las dioxinas pueden ademas ingresar al ambiente de diversas formas. Son destruidas
lentamente por la luz solar y también a través de la actividad de los mohos en el suelo. Por lo

tanto, las dioxinas estan presentes ampliamente en el medio ambiente.

Las dioxinas son insolubles en agua, pero muy solubles en grasas. Pueden ser
encontradas en las plantas debido a que son transportadas en las cenizas, y de este modo estar
presentes también en el jardin. Cuando la lo res ingiere, la dioxina puede ser adsorbida y
almacenada en la grasa del animal. Posteriormente, podra ser excretada a través de la leche. Lo
mismo ocurre en los seres humanos. Las dioxinas ingresan al organismo por medio de los

alimentos, siendo almacenadas en la grasa corporal donde pueden permanecer por un largo
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tiempo. De manera similar a como ocurre en las reses, la leche materna es la via mas importante
para excretar la dioxina. Es debido a ello que la leche humana contiene pequefias cantidades de

dioxina.

Casi todas las grasas de origen animal contienen pequefias cantidades de esta
sustancia. En un principio, las grasas vegetales no la contienen. Normalmente, las cantidades

presentes estan por debajo de la ingesta maxima admisible.

La dioxina puede estar presente solamente en cantidades relativamente altas en los
alimentos cuando ocurren accidentes industriales (Seveso) o a causa del deterioro quimico, tal
como se dio el caso presentado en Bélgica. Debido a que es dificil destruirla, puede distribuirse

en diversos productos.

La dioxina es considerada como un compuesto muy toxico, siendo una de las sustancias
més toxicas producidas (principalmente) por el hombre. También existe otro grupo pequefio de

sustancias naturales que son mucho mas toxicas.

Adicionalmente, la dioxina también puede causar otros problemas, pero el hecho de que
es peligrosa para los animales utilizados en el laboratorio, no significa necesariamente que
tendra el mismo efecto en los seres humanos. A pesar de ello, estas sustancias son vistas como
peligros potenciales. El problema con las dioxinas es que pueden hallarse en los alimentos en
muy pequefias cantidades, lo que podria conllevar a una exposicion cronica, y por ende, podrian
ser la causa de problemas a (muy) largo plazo. Teniendo como base todo ello, no es posible
especificar la razén directa de la reaccién causal, y por consiguiente, este tipo de sustancias son
definidas como peligros potenciales. Deben tomarse las precauciones necesarias para evitar su

consumo. Solamente si la dioxina esta presente en forma libre en grandes cantidades (Seveso
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1980), sus efectos directos pueden ser determinados, los cuales seran probablemente el acné

asociado con el cloro y la muerte de las ovejas como resultado del dafio al higado.

En conclusion, la dioxina es una sustancia potencialmente peligrosa, pero el
efecto de su consumo no puede predecirse aun. En la practica, estos no pueden

diferenciarse de aquellos causados por el cancer.

La creciente demanda de alimentos ha provocado que muchas especies de peces con
importancia economica sean intensamente explotadas, con el consecuente colapso de sus
pesquerias y su tendencia a desaparecer de aquellos habitats donde histéricamente se les ha
encontrado (Rutaisire y Booth 2004). Sin embargo, en algunas especies se han hecho intentos
por lograr cultivar individuos con fines comerciales, obteniéndose relativo éxito. Estas
poblaciones cuando son mantenidas en confinamiento o sometidas a intensa presion de
explotacion presentan alteraciones gonadales que pueden disminuir su desempefio reproductivo,
lo que se refleja especialmente en la reduccion de parametros como la tasa de fertilidad y

sobrevivencia en incubacion (Leonardo y col 2006).

Una de las mas serias limitantes para el cultivo comercial de una nueva especie es el
conocimiento y control de la biologia reproductiva y los problemas o disfunciones que en ella
acontecen, ya que ésta es la base de sustentacion para los futuros programas productivos

(Zohar y Mylonas 2001).

El manejo de las pesquerias a menudo requiere de la valoracion de parametros de
madurez sexual, desove y fecundidad, los que necesitan de la comprension cabal de la
microestructura y funcion gonadal (Rutaisire y Booth 2004). Dicha informacion esta disponible
solo para una pequefia cantidad de especies comercialmente importantes y en muchos casos

solo de forma parcial (Tyler y Sumpter 1996).

10
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Los estudios histoldgicos proveen de informacion precisa del desarrollo oocitario, pero
son lentos y costosos debido a que involucran complejas técnicas de laboratorio (West 1990).
Sin embargo, actualmente se ha incrementado el interés en el estudio de las alteraciones
histoldgicas (histopatologia), debido a que los cambios estructurales a nivel gonadal son el
resultado de la integracion de un gran nimero de procesos fisiologicos que interactian entre si

(van der Oost y col 2003).

La presente revision realiza una breve descripcion de las alteraciones reproductivas de
hembras de peces enfocada en el proceso de atresia folicular, basandose en disfunciones

analizadas en literatura con diferentes especies de peces teledsteos.

ESTRUCTURA GONADAL EN PECES

ORGANIZACION HISTOLOGICA

La microestructura del ovario de los peces teledsteos revela que éste se encuentra
envuelto por una delgada tdnica albuginea de tejido conectivo laxo, la cual presenta
engrosamientos donde existen vasos sanguineos que irrigan la gonada. En el interior del ovario
se observan laminillas ovigeras que se desprenden de la albuginea, proyectandose hacia el
lumen del 6rgano. El cuerpo de la laminilla esta formado por tejido conectivo y escasas fibras
musculares lisas, recubiertas por el epitelio germinal ovarico. El foliculo ovarico se encuentra
embebido dentro de un heterogéneo tejido de sosten, el que en su conjunto constituye el ovario

(Nagahama 1983, Peredo y Sobarzo 1993).

Microscopicamente el foliculo ovarico de los peces es relativamente simple, siendo su
organizacion similar en todos los teleosteos. El oocito de ubicacion central esta rodeado por una
envoltura acelular denominada corion, zona radiata (Leonardo y col 2006) o envoltura vitelina

(Leino y col 2005). Esta envoltura se encuentra cubierta externamente por células foliculares, las

11
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cuales a medida que crece el oocito incrementan su nimero, distribuyéndose en una envoltura
continua de una monocapa de células (llamada granulosa) y una capa externa de células tecales
o envoltura folicular externa). Ambas capas celulares se encuentran separadas por la membrana
basal (Takashima e Hibiya 1995). Histolégicamente, la evidencia actual sugiere que la capa de
células de la granulosa esta compuesta por una poblacion celular homogénea. Sin embargo,
esta capa celular también contiene células micropilares, las cuales son facilmente distinguibles
de las celulas granulosas por sus caracteristicas morfologicas, como son su forma triangular y su
ubicacion en el canal micropilar. Por el contrario, la capa de células tecales presenta mayor
heterogeneidad, ya que estd compuesta de capilares, fibroblastos, fibras de colageno y en
muchos casos de células especiales de la teca (Nagahama 1983, Takashima e Hibiya 1995,

Linares-Casenave y col 2002).

OOGENESIS

Se han empleado muchos criterios para caracterizar el proceso de oogénesis, entre ellos
se encuentran; el tamafio, la cantidad y distribucién de varias inclusiones celulares,
especialmente granulos de vitelo y morfologia de los cromosomas. El proceso de oogénesis se
ha dividido en cinco, seis u ocho etapas en la mayoria de los teledsteos (Unver y Unver Saraydin
2004). Sin embargo, la mayoria de los autores coinciden en una clasificacion de seis estados de

desarrollo oocitario, los cuales se describen a continuacion
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Oogonias: El primer paso en la oogénesis es similar al desarrollo encontrado en la
espermatogeénesis, ya que las oogonias experimentan proliferacion por divisiones mitdticas.
Estas oogonias se presentan distribuidas de una manera no uniforme, aisladas o formando cistos
(Peredo y Sobarzo 1993), con caracteristicas citoldgicas que presentan poca variacion entre las
especies. En la carpita cabezona (Pimephales promelas Rafinesque, 1820) las oogonias poseen
un gran nucleo con algunos nucléolos de tamafio variable y en algunos casos un pequefio aro de

citoplasma (Leino y col 2005).

Cromatina nucleolar: Esta etapa comprende desde leptoteno a paquiteno durante la

profase I. Las principales caracteristicas al microscopio Optico son la redistribucion de los
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cromosomas por todo el nicleo adoptando variadas figuras cromosomales, ademas de una
redistribucion de organelos citoplasmaticos. Durante esta etapa en la mayoria de las especies,
una estructura citoplasmatica conocida como el cuerpo vitelino de Balbiani o “nucleo
vitelino” inicia su desarrollo (Nagahama 1983, Takashima e Hibiya 1995), el cual ha sido
caracterizado como una estructura altamente basofilica. A través de microscopia electronica se
ha revelado que ésta no es una estructura homogénea, ya que esta compuesta por diversos
organelos como reticulo endoplasmico liso, aparato de Golgi, mitocondrias, granulos lipidicos y

cuerpos multivesiculares (Wallace y Selman 1981).

Fase perinucleolar: El inicio de esta fase se caracteriza por la aparicion e inicio de la
migracion de multiples nucléolos hacia el nucleoplasma periférico. Desde este momento el gran
ndcleo del oocito serd llamado vesicula germinal (Nagahama 1983, Begovac y Wallace 1988,
Takashima e Hibiya 1995). A pesar de que la meiosis se encuentra detenida en diploteno, el
crecimiento oocitario y la diferenciacion de la pared folicular continGia. Desde un punto de vista
practico, la organizacion béasica del foliculo ovarico puede ser observada mediante microscopia
Optica por primera vez durante la fase perinucleolar, cuando el oocito se encuentra rodeado
dentro de una capa continua de células foliculares (Takashima e Hibiya 1995) y tecales, las
cuales poseen un nicleo aplanado con una capa muy delgada de citoplasma, dificil de observar.
A nivel ultraestructural, tanto la capa de la granulosa y de células tecales se hacen distinguibles y
rudimentos del corion pueden aparecer (Ravaglia y Maggese 2002). Ademas, en muchas
especies el cuerpo de Balbiani es claramente definido en una posicion yuxtanuclear.
Posteriormente, este cuerpo sufre una desintegracion gradual y migra hacia la superficie

oocitaria (Takashima e Hibiya 1995).

Alvéolo cortical (Vesicula vitelina): Esta fase se caracteriza por la formacion de vesiculas

vitelinas alrededor de la vesicula germinal y en algunos peces por la formacion de gotas lipidicas
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en el citoplasma, como en la carpita cabezona (P. promelas) (Leino y col 2005, Honji y col 2006).
La formacion de estas vesiculas vitelinas se inicia en la periferia del ooplasma en algunas
especies, pudiendo observarse sélo escasas vesiculas durante una fase temprana. Sin embargo,
a medida que el desarrollo progresa van llenando y distribuyéndose por todo el citoplasma
contribuyendo a un incremento de tamafio por parte del oocito (Ravaglia y Maggese 2002, Leino
y col 2005). Otra caracteristica de importancia es la aparicion de microvellosidades y corion
(Takashima e Hibiya 1995, Honji y col 2006), la cual en el caso de la carpita cabezona es
claramente visible hasta en los oocitos mas pequefios de esta fase. Las células foliculares son
de apariencia escamosa en la fase temprana, transformandose en cuboidales en la fase tardia
(Leino y col 2005). En la mayoria de los teledsteos el inicio de la fase de alvéolo cortical precede
el inicio de la fase vitelina, pero en algunas especies como el pez cebra (Branchydanio
rerio Hamilton, 1822), estas fases pueden iniciarse conjuntamente (Nagahama 1983, Takashima
e Hibiya 1995). Algunos autores separan esta etapa en tres: Vesicula de Vitelo I, Vesicula de

Vitelo II, Vesicula de Vitelo Il (Rutaisire y Booth 2004).

Vitelogénesis: En peces, antes de que la vitelogénesis se inicie, tiene lugar una serie de
transformaciones nucleares, nucleolares y citoplasmaticas que hacen que el aspecto de los
oocitos varie de manera considerable (Zanuy y Carrillo 1987, Zanuy y col 2009, Mylonas y col
2010). Esta primera etapa corresponde al crecimiento primario o fase de crecimiento
citoplasmatico, donde se produce un incremento de los organelos citoplasmaticos, como son las
mitocondrias, cuerpos multivesiculares, reticulo endoplasmatico y los elementos del Golgi. La
segunda etapa corresponde a la vitelogénesis propiamente tal, fase donde el oocito experimenta
un aumento de tamafo prolongado y sostenido. En los meses anteriores a la puesta, se produce
un crecimiento drastico del ovario de la mayoria de los teledsteos (desde menos del 1% hasta un
20% o mas de indice Gonadosomatico (IGS), dependiendo de la especie). Este crecimiento es

debido al cimulo de grandes reservas nutritivas o vitelo por parte de los oocitos (Zanuy y Carrillo
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1987). Por ejemplo, en la trucha arco iris el oocito joven posee un promedio de 20 um de
didmetro y al término de su desarrollo es de alrededor de 4 mm (Nagahama 1983). La sintesis de
vitelo recibe el nombre de vitelogénesis, la cual ocurre fuera del oocito (vitelogénesis exégena)

(Zanuy y Carrillo 1987, Le Menn y col 2000, Zanuy y col 2009, Mylonas y col 2010).

El oocito empieza a incorporar material por micropinocitosis formando granulos de vitelo,
los cuales inicialmente son mas pequefios que los alvéolos corticales, encontrandose dispersos
en el citoplasma periférico. Sin embargo, a medida que el oocito crece los granulos de vitelo son
de mayor tamafio y mas numerosos, emigrando hacia el interior del ooplasma y desplazando a

los alvéolos corticales hacia la periferia (Nagahama 1983, Leino y col 2005).

Durante esta fase se han caracterizado tres tipos distintos de material vitelino: gotas
lipidicas, vesiculas vitelinas y grénulos vitelinos, la secuencia de aparicion de este material
vitelino varia segun la especie (Nagahama 1983). En estados avanzados de vitelogénesis, las
inclusiones lipidicas (generalmente triglicéridos) coalescen entre si para formar una sola o varias
gotas de grasa, dependiendo de la especie (Zanuy y Carrillo 1987, Zanuy y col 2009, Mylonas y

col 2010).

La arquitectura de la pared folicular aumenta su complejidad durante esta fase. A nivel
estructural el corion en algunas especies como los scianidos, puede ser reconocido por la
presencia de tres capas, denominadas: Z1, Z2, Z3 (Nagahama 1983). Esta Ultima es de
apariencia reticular o estriada durante gran parte de la vitelogénesis, debido al gran nimero de
canales o poros (Leino y col 2005). No obstante, durante el final de la vitelogénesis, puede

perder su apariencia debido a la compactacion (Takashima e Hibiya 1995).

Maduracion: Morfoldgicamente esta fase es caracterizada por el inicio o reanudacion de

la migracion de la vesicula germinal hacia el polo animal y la posterior ruptura de ésta (proceso
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llamado “breakdown” en inglés), ademas se produce una clarificacion del vitelo y un marcado
incremento de tamafio debido a la hidratacion (Nagahama 1983, Zanuy y Carrillo 1987,
Takashima e Hibiya 1995, Unver y Unver Saraydin 2004, Honji y col 2006). Cabe sefialar que en
algunas especies, como los salmonideos y la carpita cabezona (P. promelas), la vesicula
germinal inicia su migracion hacia el polo animal antes de la maduracion durante las Ultimas
etapas de la vitelogenesis, pero en otras como los scianidos la vesicula germinal permanece en
el centro del oocito hasta el inicio de la maduracion final (Takashima e Hibiya 1995, Leino y col
2005). En esta etapa concluye la primera division meiotica con la expulsion del primer cuerpo
polar, para nuevamente volver a detenerse, esta vez en metafase de la segunda division

(Takashima e Hibiya 1995), para luego ser ovulado y eventualmente desovado (o puesto).

Wallace y Selman (1980) observaron que durante la maduracion final en Fundulus
heteroclitus (Linnaeus 1766), células de la granulosa experimentaron algunas alteraciones
citoldgicas especificas, tales como un enorme aumento del aparato de Golgi con presencia de
material secretorio e incremento de las cisternas glandulares de reticulo endoplasmico rugoso y

ribosomas libres.

Los oocitos ya maduros son llamados huevos u ovas, los cuales durante la ovulacion
(con la meiosis detenida en metafase Il) son expelidos en la cavidad peritoneal en especies con
ovarios gimnovarico (Nagahama 1983) o en la cavidad ovéarica en especies con ovario
cistovarico. En muchas especies de peces marinos y de estuario se produce un marcado
aumento del volumen oocitario debido al ingreso de agua dentro del oocito, proceso llamado
hidratacion. El reinicio y finalizacion de la segunda division meiética ocurre posterior a la

fecundacién del oocito 1.

La ovulacion en los teledsteos involucra una serie de pasos preparatorios. Primero la

capa folicular debe separarse del oocito, el mecanismo que comanda la interrupcion en la
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comunicacion foliculo-oocito previo a la ovulacion es desconocido, pero se ha sugerido la
intervencion de enzimas proteoliticas en la disrupcion de la conexion. Se ha demostrado la
presencia de algunos elementos contréctiles como microfilamentos en las células tecales, asi
como la presencia de fibras musculares lisas. A través de experimentos con inhibidores de estos
sistemas contractiles como Citocalasina B, se ha sugerido que este sistema de microfilamentos

es necesario para la ovulacion de los teledsteos (Nagahama 1983).

Posterior a la ovulacion y desove, el ovario contiene foliculos postovulatorios (POFS),
ovas no desovadas, oocitos adultos inmaduros, oogonias y en peces con estaciones de desove
continua o prolongada, oocitos en varias etapas de desarrollo (Takashima e Hibiya 1995, Unver y

Unver Saraydin 2004).

Los foliculos postovulatorios estan constituidos por capas foliculares que permanecen en
el ovario después de liberado el oocito. Inicialmente los POFs son una estructura definida, pero
rapidamente se deterioran tornandose indetectables dentro de algunos dias (Macchi y col 2003,

Honji y col 2006, Ganias y col 2007).

CONTROL ENDOCRINO DE LA REPRODUCCION EN PECES

Similar a lo ocurrido en vertebrados superiores el desarrollo y crecimiento oocitario esta
gobernado por el sistema neuroendocrino, el cual estimula a los tejidos ovéricos para el
desarrollo folicular y la produccion de esteroides (Hafez 2002). En peces, al igual que en otros
vertebrados no mamiferos, la gran sensibilidad al medio ambiente ejerce un importante control

sobre la reproduccion, modulando a través de la integracion de los sistemas sensoriales la
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secrecion de hormonas liberadoras hipotalamicas. EI mecanismo de secrecion de esteroides es
un complejo sistema que involucra la percepcion de estimulos ambientales, conexiones
neuronales y érganos endocrinos, el cual de manera general estd compuesto por érganos de los
sentidos, glandula pineal, hipotdlamo e hipdfisis, esta Ultima es la encargada de secretar
hormonas estimuladoras de tejidos sintetizadores de esteroides (Nagahama 1983, Zanuy y

Carrillo 1987, Zanuy y col 2009).

Las gonadotrofinas (GtHs) se han purificado en especies como el salmdn, la carpa y la
trucha, separandose dos fracciones denominadas GtH | (FSH) y GtH Il (LH) (Zanuy y Carrillo
1987, Arantes y col 2010). La GtH | induce la captura de vitelogenina (Zanuy y Carrillo 1987,
Luckenbach y col 2010) y, dependiendo de la especie, puede estimular la esteroidogénesis y
liberacion de AMPc, por lo cual se la denomina hormona vitelogénica. Por otra parte, la GtH I
induce la maduracion de los oocitos, la ovulacion, ademés de estimular la formacion de AMPc,
denominandose hormona madurativa (Zanuy y Carrillo 1987, Zanuy y col 2009). Ambos tipos de
GtH son liberadas desde la hipofisis y vertidas al torrente sanguineo, donde al llegar a las
gonadas, estimulan a los tejidos ovéricos para realizar la sintesis esteroidogénica a nivel folicular
en las células de la granulosa, células tecales, cuerpos atrésicos y foliculos postovulatorios

(corpora lutea) (Nagahama 1983, Valdebenito 2008, Mylonas y col 2010)
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La sintesis de esteroides gonadales es llevada a cabo por células de la granulosa y de la

teca en forma conjunta, produciendo 17-estradiol y esteroide inductor de la maduracion (170-

20B-dihidroxi-4-pregnen-3ona), respectivamente (Nagahama 1983).

La accidn fisiologica del 17p-estradiol es inducir la biosvntesis y secrecion hepatica de
vitelogenina, la cual es liberada en la sangre y transportada hasta el ovario, en donde cumple un
rol primordial durante la etapa de vitelo-ginesis. La hormona 17a, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona,
es altamente efectiva en la induccion de la maduracionin vitro. Este esteroide es sintetizado por

el foliculo en respuesta a la gonadotrofina, encontrandose en elevadas concentraciones en el
20
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plasma de hembras que experimentan maduracion final oocitaria (FOM) (Nagahama 1983), pero
no solo el foliculo ovarico es el Unico secretor de esteroides gonadales, estructuras
postovulatorias también participan en su secrecion. Los foliculos postovulatorios recientes han
sido caracterizados por un alto grado de vascularizacion de la capa tecal e hipertrofia de las
celulas de la granulosa y al igual que en la granulosa de los foliculos en crecimiento, existe
evidencia de la actividad de enzimas involucradas en la produccion de hormonasesteroidales, lo
que sugiere una similitud de los foliculos postovulatorios con el cuerpo liteo de los mamiferos,
ya que en éstos existe biosintesis de esteroides (Kagawa y col 1981, Nagahama y Kagawa 1982,

Nagahama 1983, Takashima e Hibiya 1995).

ATRESIA FOLICULAR

La atresia folicular se ha caracterizado como un proceso de degeneracion que pueden
sufrir algunos oocitos durante su desarrollo (Nagahama 1983, 1994), el cual se incrementa en
poblaciones de cultivo o silvestres sometidas a altos grados de explotacion o captura, pudiendo
ser generado por distintas disfunciones o alteraciones reproductivas. Por ejemplo, en la
especie Labeo victorianus (Boulenger, 1901), los investigadores Rutaisire y Booth (2004)
examinaron dos poblaciones silvestres en rios distintos, determinandose distintos tipos de atresia
para cada una de las poblaciones y una tasa de atresia mayor para la poblacion con mayor

presion de explotacion.

DISFUNCIONES REPRODUCTIVAS INVOLUCRADAS
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ASPECTOS GENERALES

Varias especies de peces exhiben disfunciones reproductivas cuando son criadas en
cautiverio. ComUnmente, son fallas en hembras cerca de la maduracion final del oocito (FOM),
ovulacion o desove (Zohar 1988,19892b, Peter y col 1993). Estas disfunciones probablemente
resultan de la combinacion del estrés inducido por la cautividad (Sumpter y col 1994, Pankhurst y
van der Kraak 1997) y la falta de un ambiente adecuado para el desove natural (Zohar 1989a.b,
Yaron 1995, Battaglene y Selosse 1996, Ohta y col 1997). Los peces criados en cautividad
generalmente exhiben un acelerado crecimiento y maduracion. Sin embargo, este ambiente
puede fallar en proveer los cambios ciclicos requeridos para completar el ciclo reproductivo

(Linares-Casenave y col 2002).

Los problemas reproductivos pueden ser clasificados en tres tipos:

El primero y mas severo es ejemplificado por la anguila de agua dulce (Anguilla spp.), la cual
experimenta una falla de la vitelogénesis cuando es mantenida en cautiverio, lo que también ha
sido observado en grupos de lisas (Mugil cephalus Linnaeus, 1758) mantenidas exclusivamente
en agua salada en las cuales la vitelogénesis se detiene en etapas muy tempranas (de

Monbrison y col 1997).

En el segundo tipo, la vitelogénesis progresa normalmente, pero al principio de la
temporada de desove los oocitos postvitelogénicos fallan en la maduracion oocitaria final y
ovulacion, convirtiendose en atrésicos (Zanuy y Carrillo 1987, Tucker 1994, Berlinsky y col 1997,
Larsson y col 1997, Mylonas y col 19972b). Este tipo de disfuncion es el problema reproductivo
mas comln encontrado en pisciculturas (Mylonas y col 2010). Como lo observado en la

especies Galaxias maculatus (Jenyns, 1842) y P. promelas.
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El tercer tipo corresponde a la ausencia de desove (puesta) al final del ciclo reproductivo.
En especies que exhiben este problema, el oocito experimenta una vitelogénesis, FOM y
ovulacién normal en respuesta a los estimulos fisioldgicos y ambientales, pero los oocitos
ovulados no son liberados (Zanuy y Carrillo 1987, Zohar y Mylonas 2001). Este tercer tipo es

presentado en todas las especies salmonideas mantenidas en cultivo.

FACTORES EXTRINSECOS

Factores externos como la temperatura, luz, salinidad y confinamiento juegan un papel
preponderante en la maduracion, ovulacion y puesta, debido a su profunda influencia sobre la
sensibilidad folicular, ya que se requieren sefiales ambientales precisas para su sincronizacion
(Ekcstein 1975, Daettlaff y Davydova 1979, Sower y col 1982, Arantes y col 2010). La
temperatura afecta el desarrollo gonadal a través de la accion directa sobre la gametogénesis, la
secrecion de hormonas hipofisiarias, la tasa de depuracion hormonal, la respuesta del higado a
los estrogenos vy, finalmente, sobre la respuesta de las gonadas a la estimulacion (Zanuy y
Carrillo 1987), lo cual ha sido demostrado en estudios de atresia folicular inducida por
temperatura en el esturion blanco (Acipenser transmontanus Richardson, 1836), un actinopterigio
no teledsteo, donde hembras sometidas a medios con temperaturas mayores a las normales
previo a la adquisicion de competencia maduracional han detenido su desarrollo ovarico con la
consecuente aparicion posterior de atresia folicular (Linares-Casenave y col 2002). De manera
similar, en la especie Gillichthys mirabilis (Cooper, 1864) la regresion gonadal es inducida en
individuos sometidos a un régimen térmico elevado por un periodo prolongado. En muchas
especies, ademas de temperaturas elevadas se requiere de fotoperiodos de dias cortos. Sin
embargo, en especies de los géneros Bairdiella y Rhodeusbasta un fotoperiodo de dias cortos

para inducir la regresion gonadal (Zanuy y Carrillo 1987).
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Como se menciond anteriormente, la calidad espectral e intensidad luminosa también
puede modificar la puesta. Se ha observado especies con un amplio espectro de respuesta y
otras mas selectivas donde longitudes de ondas cortas estimulan la maduracién y ondas largas
la inhiben (Lam 1983). La coincidencia existente entre niveles elevados de esteroides sexuales
durante la recrudescencia gonadal y fotoperiodos decrecientes posteriores al solsticio de verano
ha dado lugar a la hipétesis que en los salmonideos los fotoperiodos decrecientes disparan la
maduracion gonadal (Billard y col 1978). Al contrario, en Notemigonus crysoleucas (Mitchill,
1814) la maduracion final de los oocitos y ovulacion sélo se presenta en peces expuestos a
regimenes de fotoperiodos largos y temperaturas elevadas. Cabe sefalar que ambos factores
por separado no fueron capaces de inducir la maduracion y ovulacion en dicha especie (de

Vlaming 1975).

En algunas especies se ha advertido que la melatonina induce la regresion o bloguea el
desarrollo gonadal en peces que estan en las Gltimas etapas de recrudescencia gonadal durante
la primavera a fotoperiodos cortos. Cabe sefalar que la melatonina puede tener efectos anti o
pro gonadotropos segun la hora del dia en que es administrada. Ademas, se conoce la
existencia de influencia lunar sobre la estacion de puestas con la fase de vitelogénesis iniciada,
por lo que es previsible que dicha influencia esté involucrada s6lo en las etapas finales del ciclo

reproductor, como son la maduracion final, ovulacion y puesta (Zanuy y Carrillo 1987).

En la “shemaya” (Chalcalburnus chalcoides Giildenstadt, 1772) se ha descrito la
aparicion de atresia folicular posterior al desove y ocasionalmente durante la etapa de
maduracion, presentandose en oocitos en cualquier etapa de desarrollo. Aparentemente, el
estrés ambiental seria la principal causa de la atresia en esta especie (Unver y Unver Saraydin

2004).

24



REVISION BIBLIGRAFICA

Otros factores que pueden afectar la gametogénesis y puesta son la nutricion, el
ambiente social tales como las feromonas, estimulos visuales y tactiles, corrientes de agua,
oxigeno disuelto, presion barométrica, contaminacion, radiacion, entre otros (Zanuy y Carrillo

1987, Leino y col 2005).

FACTORES INTRINSECOS

Del mismo modo, se han investigado factores internos que pueden alterar el proceso de
oogénesis. Se ha observado que la presencia de la hormona madurativa en salmonideos
presenta niveles mas elevados durante el periodo periovulatorio, mientras que durante la
incorporacion activa de vitelo los niveles de esta hormona son més bajos (Fostier y col 1982, Ng
e Idler 1983). Experimentalmente, se ha visto la imposibilidad de inducir la maduracion en
oocitos de la lubina (Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758) con ovarios en estado avanzado de
vitelogénesis, a pesar de ser inyectada con hCG (gonadotrofina coridnica humana),
demostrandose de esta forma que las hormonas de tipo madurativas son indispensables para
que la maduracién y ovulacion se lleve a cabo. En peces tratados con un anticuerpo contra la
gonadotrofina vitelogénica (FSH) se observo la detencion de la vitelogénesis con posterior
aparicion de atresia folicular. Sin embargo, cuando se administraron anticuerpos contra la
hormona madurativa no se observaron los efectos anteriores. Aparentemente, la sefial que
dispara irreversiblemente todo el proceso de maduracién y ovulacion en salmonideos es la caida
de los niveles plasmaticos de 17p-estradiol, debido a una merma en la actividad de la aromatasa
de la granulosa y por consiguiente la pérdida de la retroalimentacion negativa de los esteroides
sobre la secrecion de gonadotrofina, la que alcanzaria niveles maximos (Zanuy y Carrillo 1987,

Zeilinger y col 2009).

En la carpita cabezona (P. promelas) se estudiaron las disrupciones endocrinas y

cambios gonadales inducidos por quimicos. Los agonistas de receptores de estrégenos
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provocaron un aumento en la incidencia de atresia folicular, probablemente debido a que altos
niveles de vitelogenina interfieren con la maduracion final. Sin embargo, agonistas mas débiles
como el Methoxychlor incrementaron la incidencia de atresia, pero sélo en algunas hembras. En
el caso de los agonistas de receptores de andrdgenos, estos incrementaron la atresia en
foliculos preovulatorios, muchos de los cuales adquirieron una apariencia inusual en su
deposicion de vitelo, la cual se vio disminuida en relacion al tamafio del oocito. Los antagonistas
de andrégenos como Flutamine aumentaron la incidencia de foliculos en desarrollo temprano y
foliculos atrésicos. Observaciones similares se describieron para inhibidores del metabolismo

esteroide (Leino y col 2005).

CARACTERISTICAS DE LA ATRESIA FOLICULAR

Morfolégicamente la atresia folicular comienza con la ruptura y vacuolizacion del corion
(Santos y col 2008), ademas de la disolucion de la membrana nuclear. Segun el grado de
desarrollo alcanzado por el oocito, su contenido de vitelo también sera reabsorbido por
fagocitosis desde las células de la granulosa. La atresia folicular involucra la hipertrofia de las
células de la granulosa y posiblemente las células tecales (Nagahama 1983, Linares-Casenave y
col 2002). Durante la atresia temprana las células de la granulosa remueven la cubierta del
huevo y los contenidos oocitarios por digestion lisosomal y las células tecales son infiltradas por
linfocitos (Linares-Casenave y col 2002). Esta puede presentarse en cualquier momento del
desarrollo oocitario (Leonardo y col 2006, Ganias y col 2008), aunque lo mas comin es que
aparezca en las fases de vitelogénesis y preovulatoria (Bromage y Cumaranatunga 1988).
Desafortunadamente, los mecanismos que regulan la atresia folicular no estan debidamente
entendidos (Santos y col 2008), asi como sus cambios estructurales, ultraestructurales y su
correlacion con cambios biogquimicos a nivel plasmatico (Linares-Casenave y col 2002, Rutaisire

y Booth 2004).
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La atresia folicular y en algunos casos la aparicion de necrosis estan relacionadas con
cambios patoldgicos debidos a afecciones sanitarias o condiciones degenerativas normales
acompafiados de cambios estacionales en la actividad gonadal (Takashima e Hibiya 1995). Los
oocitos atrésicos (corpora atretica preovulatoria) son una caracteristica muy comin del ovario de
los teledsteos (Ball 1960, Saidapur 1978), los cuales pueden presentarse tanto en peces de vida
silvestre como en cautiverio (Leonardo y col 2006). Este proceso de degeneracion se puede
presentar particularmente bajo situaciones de estrés (Santos y col 2008) y condiciones
ambientales adversas, especialmente en peces en cautiverio (Ball 1960, Linares-Casenave y col
2002). Como se menciond, la presencia de ciertos contaminantes en el agua se han relacionado
con la aparicion de atresia folicular (Takashima e Hibiya 1995, Leino y col 2005), asi como con

alteraciones macroscopicas anormales en la morfologia gonadal e inhibicion de la oogénesis,

27



REVISION BIBLIGRAFICA

ademas de tumores ovaricos espontaneos o quimicamente inducidos, tales como cistadenomas,

fibromas, adenomas y linfosarcomas (Takashima e Hibiya 1995).

Los foliculos atrésicos han sido descritos como un sitio de biosintesis de esteroides en
los teledsteos debido a su apariencia glandular (Ball 1960, Hoar 1969, Browning 1973). Sin
embargo, en especies como el esturion blanco (A. transmontanus) se ha concluido que no existe
evidencia morfoldgica de sintesis de hormonas en éstos (Linares-Casenave y col 2002,
Leonardo y col 2006). Pruebas histoquimicas han fallado en demostrar cualquier actividad
enzimatica esteroidogénica, asi como en la deteccién de progesterona, testosterona y 17f3-
estradiol en foliculos atrésicos incubados con gonadotrofinas. Actualmente, diversos autores
postulan que los foliculos atrésicos estan asociados sdlo con degeneracion y reabsorcion de

vitelo (Nagahama 1983).

Sin importar la razon por la cual los oocitos son reabsorbidos por el organismo, las
especies en que se describe atresia folicular comparten un patrén comdn a nivel ultraestrutural,
ya que todos los elementos constitutivos del foliculo ovarico son reabsorbidos (teca externa, teca
interna, células foliculares, corion y oocitos). Los granulos de vitelo, en el caso de estar
presentes, pierden su individualidad, constituyendo una masa amorfa acidofila. La apariencia de
los foliculos atrésicos se caracteriza por la carencia de una forma definida, presentando vacuolas

y pequefias escamas u hojuelas amarillentas (Honji y col 2006).

CLASIFICACION DE LA ATRESIA FOLICULAR

Diversos autores han caracterizado y dividido el proceso de atresia folicular en distintas
etapas segun la especie estudiada, no existiendo unificacion en su nomenclatura (Rutaisire y
Booth 2004). Sin embargo, algunos investigadores han dividido la atresia folicular de los

teledsteos en cuatro etapas consecutivas de acuerdo a la descripcion al microscopio 6ptico de
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Bretschneider y Duyvene de Wit (1947) en Rhodeus amarus (Bloch 1782). Otros autores como
Vizziano y Beroi (1990) clasifican los foliculos atrésicos como hipertroficos y no hipertréficos,
correspondiendo a las fases de proliferacion de células foliculares y reduccion del tamafio del
oocito, respectivamente (Uribe y col 2006). Khoo (1975) entrega una descripcion detallada de los
cambios histologicos de la atresia folicular en el “goldfish” después de realizada su
hipofisectomia, clasificindola en cinco etapas consecutivas: alfa (a), beta (8), gamma (y), delta

() y épsilon (). Para mayores detalles, se recomienda revisar el trabajo de este autor.

La atresia observada por Tricas e Hiramoto (1989) en Chaetodon multicinctus (Garrett
1863) es cualitativamente similar a la descrita en otras especies, l0s oocitos vitelo-génicos que

presentan su desarrollo detenido, muestran distintas etapas degenerativas de atresia:

Alfa: Caracterizada por ondulaciones del corion, disrupcién nuclear, quiebre temprano de

glébulos de vitelo e hipertrofia de células de la granulosa.

Beta: Las células de la granulosa migran y fagocitan el vitelo. Las células de la teca no son
observadas invadiendo el interior del oocito. El final de la atresia beta es caracterizada por la

completa desintegracion del corion.

Gamma: La reabsorcion del contenido oocitario continla durante esta etapa, hasta la
reabsorcion completa del contenido. Se presentan foliculos pequefios y de aspecto irregular
(posibles células luteales) de coloracion amarillo-naranjo con tincion HyE. Las células tecales del

foliculo todavia rodean el oocito remanente.

Delta: Es caracterizada por la presencia de componentes residuales después de la reabsorcion

de vitelo y citoplasma.
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Epsilon: Algunos autores han postulado que en esta etapa “células del cuerpo luteo se podrian

diferenciar en nuevas células oogoniales” (Khoo 1975).

En estudios del “ningu” (L. victorianus), los autores Rutaisire y Booth (2004) clasifican la

atresia folicular en tres tipos, segun las caracteristicas histologicas observadas:

a) Caracterizada por la rapida fragmentacion del corion y disolucion del contenido citoplasmatico,
observandose oocitos liquefactos ademas de una disminucion de éstos. Este tipo de atresia es

mas comuUn en oocitos terciarios de ovarios desovados exitosamente.

b) Fue observada en oocitos en estado de vesicula de vitelo Il, estando determinada por el
quiebre de los glébulos vitelinos en granulos méas pequefios, acompafiado de degeneracion
vacuolar del citoplasma con un corion intacto, no se observaron signos de fagocitosis. La
presencia de atresia tipo Il, generalmente esta relacionada con una falla o interrupcion en el
desove, teniendo esta una alta prevalencia en el estudio conducido por Rutaisire y Booth (2004).
Sin embargo, en este tipo de atresia el ovario reabsorbio activamente los oocitos maduros para

facilitar la recrudescencia gonadal.

c) Fue encontrada en baja frecuencia y so6lo en oocitos previtelogénicos, caracterizandose por
una degeneracion de los oocitos debido a una tumefaccion celular poco nitida al microscopio
optico, no se observo la invasion y fagocitosis de los foliculos a diferencia de lo descrito para

otras especies.
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DESCRIPCIONES DE LA ATRESIA FOLICULAR EN PECES

En el esturion blanco (A. transmontanus) en una primera etapa se inicia la degeneracion
del corion, lo que se manifiesta por la desaparicion de sus estriaciones. A diferencia de otras
especies se observan agregaciones de material nuclear en el citoplasma de foliculos atrésicos
tempranos. La corteza citoplasmatica aparece desorganizada con agregaciones densas de
granulos de glicdgeno y algunos glébulos de lipidos se fusionan incrementando su tamafio. La
lamina basal permanece intacta a pesar de la fagocitosis sufrida por el corion. En una etapa
intermedia se produce la digestion del corion y la capa tecal aparece vascularizada e
incrementada en su espesor con una lamina basal ain intacta. A medida que la etapa intermedia
progresa, la ldmina basal se degenera y las plaguetas de vitelo y gotas lipidicas son fagocitadas.
Este cuerpo atrésico permanece encapsulado por una capa celular vascularizada.
Posteriormente, en una etapa avanzada de la atresia las células fagociticas compartimentalizan
el citoplasma. Durante esta fase las plaquetas de vitelo desaparecen, aunque los lipidos e
inclusiones de pigmentos permanecen por un tiempo prolongado. Los cuerpos atrésicos
multicelulares formados en esta Ultima etapa persisten en el ovario por muchos meses,
exhibiendo una reduccion gradual en el tamafio celular y concomitantemente una acumulacion
de pigmento oscuro. Las observaciones indican que la sensibilidad a la temperatura ocurriria en
la oogénesis tardia, durante el periodo de sintesis de proteinas requeridas para que el oocito
adquiera su competencia maduracional. Las etapas tempranas e intermedias de la atresia
transcurren bastante réapido, la ultima etapa puede durar hasta mas de cinco meses a

temperaturas elevadas en esta especie (Linares-Casenave y col 2002).

Se postula que las células foliculares poseen la habilidad de adquirir caracteristicas

fagocitarias, lo que ha sido observado durante la fagocitosis de foliculos atrésicos en algunos
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peces. Histologicamente se ha caracterizado por areas de tincion color marron con HyE
(Rutaisire y Booth 2004). Sin embargo, en el esturion blanco (A. transmontanus) las células
transformadas de la granulosa sdlo aparecen en la fase inicial de digestion del oocito. En este
mismo estudio las células tecales aparecen involucradas en los principales cambios fibréticos del
foliculo, los que resultan en la formacion de una densa capsula alrededor del cuerpo atrésico sin
participar en la fagocitosis. El destino del pigmento de melanina del oocito y el origen del
pigmento oscuro en foliculos atrésicos no esta claro. Estas observaciones han sido descritas en
muchos estudios de teledsteos y anfibios. Pareciera ser que estos pigmentos estan asociados a
fagocitosis del oocito y degeneracion de células fagociticas en cuerpos atrésicos avanzados

(Linares-Casenave y col 2002).

En algunas especies como la trucha arco iris se ha observado atresia vinculada a
apoptosis en foliculos preovulatorios (Wood y van der Kraak 2001), pero no ha sido descrito en el
esturion blanco. Cabe sefialar que en las Ultimas etapas de atresia los cuerpos atrésicos
compuestos de masas de células experimentan una reduccion en su tamafio debido a una baja
en el namero de ceélulas, sugiriendo la apoptosis de células transformadas de la granulosa, lo
que podria jugar un rol durante las Ultimas etapas de la atresia folicular en el esturion blanco

(Linares-Casenave y col 2002).

En la sardina ibérica (Sardina pilchardus Walbaum 1792) se ha descrito la separacion de
los foliculos atrésicos preovulatorios tardios del epitelio, los cuales se concentran en la parte
central de las laminillas ovigeras (Ganias y col 2007). Este patron también ha sido observado en
otros peces como la lisa (M. cephalus) por los autores McDonough y col (2005). Los foliculos
atrésicos tardios permanecen en el ovario por largos periodos, extendiéndose incluso hasta la

préxima temporada de desove. Esta separacion del epitelio laminar constituye un mecanismo
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para administrar el espacio disponible para los nuevos oocitos de la préxima temporada de

desove (Ganias y col 2007).

A nivel histoldgico la atresia folicular tardia puede ser confundida con los foliculos
postovulatorios (POFs) de mas de 24 horas (Macchi y col 2003, Ganias y col 2007). La duracion
de la degeneracion de los foliculos postovulatorios varia segun la especie, desde menos de un
dia hasta mas de una semana. Histolégicamente estas pueden diferenciarse debido a que
durante todas las etapas de la atresia folicular, el foliculo esta cercado dentro de estructuras
celulares. Por el contrario, los POFs siempre conservan una abertura hacia el lumen ovarico y no
son separados del epitelio de las laminillas, manteniéndose en el epitelio hasta completar su

reabsorcion (Ganias y col 2007).

En la carpita cabezona (P. promelas) el inicio de la atresia folicular estad dada por el
quiebre o aberturas del corion, posteriormente el ndcleo y el material vitelino inician su
degeneracion, provocando la reabsorcion del vitelo, lo que se distingue por una débil tincién del
foliculo. Leino y col (2005) reportaron la aparicion de altos niveles de atresia folicular en tres
génadas de un total de veintisiete, la cual se presentd principalmente en foliculos maduros, lo
que indicaria que estas hembras “perdieron” su oportunidad para desovar. En cultivos
experimentales de carpita cabezona (P. promelas) la incidencia de atresia es relativamente baja
(Jensen y col 2001, Leino y col 2005), oscilando entre 1,6% a 4,6% en algunos experimentos

(Leino y col 2005).

En el bagre rayado (Pseudoplatystoma fasciatum Linnaeus 1766), un pez migrador de
los rios sudamericanos, se observo la aparicion de procesos de degeneracion ovaricos cuando
éstos fueron mantenidos en confinamiento y no se indujo su reproduccion durante un
experimento controlado, en el cual se dividid la poblacidon en grupos que fueron muestreados

histoldgicamente a lo largo de un periodo de tiempo. En el primer grupo se encontraron 0ocitos
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en diferentes etapas de desarrollo. La atresia observada se caracterizo de forma similar a la
encontrada en otras especies por hipertrofia de las células foliculares, corrugacion del corion y
algunas vacuolas en el ooplasma periférico. En el segundo grupo los ovarios presentaban gran
cantidad de oocitos alterados, alrededor de un 10% mas que en la etapa previa.
Microscopicamente estos presentaban la perdida de su forma redondeada, mostrando
desorganizacion nuclear y citoplasmatica. Su nlcleo se presenté ligeramente excéntrico y a nivel
citoplasmatico se observaron grandes cantidades de granulos de diferentes tamafios. Las células
foliculares presentaban una hipertrofia severa, penetrando los alrededores del interior oocitario y
granulos de vitelo emergian entre las células foliculares. El corion estaba altamente corrugado y
roto. En el tercer y cuarto grupo los ovarios contenian gran cantidad de oocitos perinucleares y
pocos oocitos atrésicos, los cuales poseian un corion corrugado y en muchos casos
completamente desintegrado. La mayor parte de los granulos de vitelo estaban desintegrados y
solo una pequefia cantidad de vitelo permanecia en el centro del oocito. Esta etapa final marco la
completa degeneracion oocitaria, con presencia de fagocitosis y vasos sanguineos. Los eventos
morfoldgicos observados son similares a los descritos en otras especies de peces de agua dulce
nativas del Brasil. Los primeros signos de atresia ovérica y folicular aparecieron a finales de
enero, coincidiendo con la caida en los valores de la temperatura del agua, dias mas cortos y
disminucion en las lluvias, lo que supondria que el estrés ambiental induce la atresia folicular en
el caso de esta especie (Leonardo y col 2006). Por otra parte, en la lubina (D. labrax) Zanuy y col
(1995) observaron un mayor numero de oocitos atrésicos en individuos mantenidos en un
fotoperiodo de dias largos constantes y un régimen térmico alterado respecto al grupo control

bajo condiciones naturales de luz y temperatura.

En la anguila de pantano (Synbranchus marmoratus Bloch 1795) el inicio de la atresia
puede ser detectado por cambios en las células foliculares, las cuales modifican su apariencia de

planas o cuboidales a una apariencia cilindrica y vacuolada. Estas ultimas participarian de forma
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activa en el proceso de fagocitosis agrupandose en masas epitelioides en etapas avanzadas de
fagocitosis. Estas estructuras atrésicas muestran una intensa fluorescencia bajo luz ultravioleta
(UV). Al final del proceso, las células fagociticas, granulocitos degenerativos y remanentes
foliculares permanecen juntos formando una estructura heterogénea compacta (Ravaglia y

Maggese 2002).

En el *huaiquil” (Micropogonias furnieri desmarest, 1823) se han registrado incrementos
en los porcentajes de atresia folicular, en poblaciones del estuario del Rio de la Plata, en las
cuales se observo un incremento en la atresia folicular, variando desde un 20% durante la
primera temporada reproductiva hasta un 60% en la segunda temporada (Macchi y col 2003).
Ademés, se observd un aumento en la presencia de oocitos atrésicos a medida que la
temporada de desove progresaba, lo que coincide con lo descrito por valdebenito y col (1995) en
poblaciones de esta especie del Lago Budi en el sur de chile. Los altos niveles de atresia han

sido usados para establecer el final del desove en esta especie (Macchi y col 2003).

En poblaciones silvestres de sardina monterrey (sardina espafiola) (Sardinops
sagax Jenyns 1842) se estimaron los porcentajes de atresia folicular, concluyéndose que un 2%
puede ser considerado normal. Sin embargo, al final de la temporada este porcentaje se eleva a
un 5%, lo que indica el final del méximo de puesta, aunque se ha descrito la reabsorcion
generalizada de los oocitos. Cuando sobre el 50% de los oocitos es afectado se denomina
atresia mayor, lo que generalmente coincide con el final de la temporada de desove. Una vez
alcanzado este nivel de reabsorcion, se reduce la probabilidad que estas hembras desoven
nuevamente. El proceso de atresia mayor es una problematica poco estudiada en poblaciones
silvestres. En la sardina monterrey la atresia puede presentarse en oocitos durante los primeros
estadios de desarrollo hasta en oocitos previos al desove. Las posibles causas de atresia mayor

se han vinculado con condiciones de baja temperatura, problemas nutricionales, hacinamiento y
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contaminantes. Establecer las causas de la interrupcion del desarrollo ovarico es dificil. Sin
embargo, se ha relacionado la atresia de foliculos con vitelo en sardinas adultas con condiciones
0 cambios ambientales que puedan interrumpir la puesta (Torres-Villegas y col 2007). En el caso
de la lubina (D. labrax) Zanuy y col (1995) demostraron que una manipulacion inadecuada del
fotoperiodo y la temperatura para alterar la época de puestas, indujo una atresia generalizada
dando lugar a una drastica disminucion de la fecundidad. En la sardina monterrey (S. sagax) la
aparicion de atresia en oocitos sin vitelo se asocia a factores de condicion corporal subdptimos,
lo que sugiere un efecto ambiental a largo plazo e inanicion prolongada, ya que esta atresia se
presentd principalmente en peces pequefios. El analisis histoldgico de la atresia folicular revelo
una alta incidencia en el porcentaje de atresia de oocitos en estado de alvéolo cortical desde el
inicio de la temporada reproductiva, observandose también atresia alfa y beta sin vitelo. Hacia
finales de invierno e inicio de primavera se observd la presencia de atresia mayor en el 90% de
las hembras, coincidiendo con el maximo de puesta de la temporada reproductiva, ademas de

observarse atresia en oocitos en vitelogénesis avanzada (Torres-Villegas y col 2007).

En algunos peces pelagicos la frecuencia de atresia es alta de forma normal, alcanzando
valores cercanos al 20% en especies como Trachurus trachurus (Linnaeus 1758) (Torres-
Villegas y col 2007). Lee y Yang (2002) observaron la aparicion de atresia folicular en alrededor
de un 60% en la especie Lateolabrax maculatus(Mcclelland, 1844), la cual fue capturada desde
un ambiente silvestre y posteriormente mantenida a una temperatura y horas de luz constantes,

la atresia fue vinculada a una disminucion de la temperatura.

Se ha postulado a la atresia como un mecanismo de reciclaje que permite recuperar
componentes y energia de oocitos que no alcanzaron su desarrollo (Uribe y col 2006). Sin
embargo, algunos autores postulan que la atresia solo se trataria de un proceso de apoptosis

(Torres-Villegas y col 2007). Aparentemente, el proceso de atresia se presenta como una via
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alternativa dentro del desarrollo del ciclo ovarico en peces, permitiendo la creacion de un
ambiente tisular 6ptimo a nivel gonadal para las futuras temporadas reproductivas. Sin embargo,

este proceso se puede presentar de dos formas:

“Normal”, con reabsorcion activa de todos los constituyentes foliculares por parte de
células especializadas del foliculo y estructuras ovaricas adyacentes, la que se puede presentar
en cualquier etapa del desarrollo oocitario, con vacuolizacion y licuefaccion del vitelo en estados
mas avanzados. “Patologica” donde no ocurre reabsorcion del contenido oocitario, la que de
forma general se presenta en oocitos durante etapas de desarrollo avanzado posteriores a la
vitelogénesis, produciendo un endurecimiento irreversible del vitelo que puede hipertrofiar el
ovario y causar finalmente la muerte de la hembra. Esta atresia patologica se ha presentado con
frecuencia en especies como el puye (G. maculatus) en poblaciones sometidas al estrés estando
bajo condiciones de cultivo experimental. En dicha especie, los ovarios presentan un gran
aumento de volumen, rompiendo incluso la pared abdominal en casos extremos, mostrandose
duros al corte, lo que indicaria una alta presencia de minerales. Las causas de la atresia
patologica en esta especie son aun desconocidas. Sin embargo, su incidencia es mayor en
grupos mantenidos con fotoperiodos alterados, presentandose como un proceso cronico, donde
aparentemente estarian involucrados procesos fisiologicos alterados del pez, tales como

alteraciones inmunologicas o del balance mineral, dadas las caracteristicas gonadales

La atresia folicular es un proceso multifuncional, donde los estimulos ambientales
aparecen como los mas relevantes y mas especificamente los que hacen referencia al

fotoperiodo y la temperatura.

Los cambios histologicos de la atresia a nivel folicular son muy similares entre las

distintas especies estudiadas, por lo que la descripcion de los caracteres anatomo-histoldgicos
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de la atresia folicular realizados por diferentes autores no presenta grandes variaciones. A pesar

de esto, no existe una nomenclatura clara para la descripcion del proceso de atresia folicular.

La atresia folicular “normal” se presenta como un proceso estratégico establecido dentro
del ciclo de desarrollo gonadal de diversas especies, el cual permite un reciclaje energético bajo

condiciones adversas. Sin embargo, este proceso puede verse alterado en algunas especies.

La atresia folicular “patologica” afecta a individuos con alto nivel de estrés, en los cuales
debido a factores internos no pueden mantener una adecuada homeostasis de sus procesos
fisiologicos, lo que altera la ovogénesis en cualquiera de sus etapas, pudiendo llevar a la muerte

de la hembra si el proceso se detiene durante la etapa final de desarrollo del oocito.

El sébalo es considerado una especie clave del ecosistema del rio Parand, debido a su
régimen iliofago, su biomasa alta y sus habitos migratorios. Por su abundancia en distintos
ambientes, constituye el recurso pesquero mas importante del litoral fluvial argentino, y es

también un eslabon crucial para ser sostén de la cadena trofica (Espinach Ros & Fuentes, 2000).

Aungue los peces presentan estrategias reproductivas que los adaptan a condiciones
ambientales variables, estas variaciones provocan cambios en algunas de sus caracteristicas
reproductivas. El régimen de lluvias y crecidas constituye la principal fuerza selectiva del
ambiente en la modulacion de la actividad reproductiva, existiendo elevado sincronismo entre las
crecientes y los principales eventos del ciclo biologico (Agostinho & Julio, 1994). Como otras
especies migradoras, el sabalo es particularmente vulnerable a la creciente alteracion del
ambiente como ser la interrupcion de los circuitos utilizados, la regulacion de los rios por la

construccion de las represas o los niveles de polucion en aumento.
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En teledsteos, durante el proceso de desarrollo folicular se forman ciclicamente los
foliculos, desde primarios hasta su fase de maduracion y ovulacion. Sin embargo, no todos los
foliculos ovaricos que inician su desarrollo llegan a madurar, algunos de ellos inician un proceso
de degeneracion y reabsorcion, formando foliculos atrésicos. La atresia es un proceso de
degeneracion y reabsorcion de foliculos ovéaricos que ocurre de manera normal en los ovarios de
todos los vertebrados, incluidos los peces. Oocitos atrésicos pueden presentarse tanto en peces
de vida silvestre como en los que permanecen en cautiverio (Ball, 1960; Saidapur, 1978;
Leonardo et al., 2006) y pueden observarse en todos los estadios del ciclo reproductivo, aunque
lo mas comUn es observarlos durante el periodo de post-desove (Miranda et al., 1999; Guraya,
1994). En teledsteos, la atresia puede ser inducida por stress, confinamiento, feromonas,
estimulos visuales y tactiles, agentes biocidas, contaminacion, radiacion, inanicion, niveles
hormonales inadecuados y cambios en las caracteristicas del ambiente como luz, temperatura,

corrientes de agua (Leino et al., 2005; Nagahama, 1983; Zanuy & Carrillo, 1987).

Varios autores postulan que en los dltimos afios se produjo una disminucion de las
poblaciones silvestres de sabalo (Oldani, 2006a, 2006b). La atresia esta vinculada a los indices
de fertilidad ya que reduce el nimero de foliculos que maduran. Los foliculos atrésicos son
importantes indicadores del impacto ambiental en los ovarios de los peces, sin embargo los
mecanismos de la atresia folicular no estdn completamente entendidos. EI aumento de la
preocupacion en la conservacion de las especies nativas genera interés en conocer las
caracteristicas de todas las fases de su hiologia reproductiva de tal manera que se puedan

detectar los cambios que podrian llevar a una posible disminucion de las mismas.

En este trabajo se analizan los cambios morfoldgicos en ovarios de Prochilodus lineatus

caracterizando particularmente la presencia de foliculos atrésicos durante el ciclo reproductivo.
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Aln cuando la atresia folicular es un fenomeno involutivo normal en los ovarios de todos
los vertebrados incluidos los peces, constituyendo uno de los eventos mas enigmaticos de la
biologia reproductiva (Hurwitz & Adashi, 1992). Los foliculos atrésicos de P. lineatus
predominaron en los meses de febrero a mayo en ejemplares con RGS inferior a 6,5%, y en
estadio folicular posvitelogénico. Se sefialdo que la atresia puede presentarse en cualquier
momento del desarrollo oocitario (Ganias et al., 2008; Leonardo et al.; Miranda et al.), sin
embargo en cautividad, lo mas comun es que aparezca en las fases de vitelogénesis y
preovulatoria (Bromage & Cumaranatunga, 1988; Linares-Casenave et al., 2002; Miranda et al.).
En algunas especies, los factores mas importantes que determinan el destino hacia la ovulacion
0 la atresia de los foliculos son la capacidad de respuesta a gonadotropinas, la capacidad de
producir estradiol (Bao & Garverick, 1998; Braw-Tal & Roth, 2005; Garverick et al., 2002; Webb
et al., 1999), la participacion del sistema de factor de crecimiento insulinoide (IGF) (Rivera &

Fortune, 2003a, 2003b) y el medio endocrinologico en el que se desarrollan (Webb et al.).

Los foliculos atrésicos de P. lineatus compartieron un patron comun a nivel estructural.
Se encontré disminucion progresiva del diametro folicular, fragmentacion del corion y disolucion
del contenido citoplasmatico, observdndose como un proceso degenerativo paulatino e
irreversible, que se extiende a todo el foliculo, lo que determina la pérdida de su integridad y por

lo tanto de su funcionalidad (Chedrese, 2003; Sharma, 2000).

En algunas especies la incidencia de atresia fue directamente relacionada con el tamafo
de los foliculos asi, donde en los foliculos mas grandes, por presentar un indice proliferativo
mayor, se tornan mas susceptibles a la muerte por apoptosis y por lo tanto a la atresia (Rosales
Torres & Guzman Sanchez, 2008). En P. lineatus los foliculos maduros tuvieron un didmetro
medio de 698,45 W, en tanto que en los foliculos atrésicos detectados en el inicio del proceso era

de 565 .
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El primer signo de atresia descripto a nivel microscopico es la desintegracion del ndcleo
del oocito seguido de la fragmentacion de la zona pelicida (Lowerre-Barbieri et al., 1996;
Mylonas et al., 1997). El primer evento observado en el sdbalo fue la presencia de ondulaciones
del corion, que coincide con la fase alfa descripta en Chaetodon multicinctus (Tricas & Hiramoto,

1989).

Los granulos de vitelo perdieron su individualidad y las células de la granulosa se
hipertrofiaron. Estas modificaciones fueron descriptas por algunos autores que ademas
observaron hipertrofia de células tecales (Linares-Casenave et al.; Nagahama). En P. lineatus no
se observaron células tecales hipertréficas, lo que coincide con el escaso desarrollo celular

descripto en L. taeniatus (Santos et al., 2008).

La caracterizacion del proceso de atresia realizada por diferentes autores, en especies
diferentes y con distintos criterios, explica la falta de unificacion de la nomenclatura (Khoo, 1975;
Rutaisire & Booth, 2004; Santos et al.). Algunos autores describen las etapas de la atresia
folicular en base a los datos morfoldgicos (Bretschneider & Duyvene de Wit, 1947), mientras que
otros separan los foliculos atrésicos en hipertréficos y no hipertréficos (Uribe Aranzébal et al.,

2006).

En P. lineatus los elementos constitutivos del foliculo, teca, células foliculares, corion y
oocito, fueron desapareciendo gradualmente. Los cambios vasculares a nivel de la teca que
fueron observados en algunas especies (Linares-Casenave et al.; Santos et al.) resultaron
practicamente imperceptibles, sin embargo se observd escasa infiltracion linfoplasmocitaria
periférica, indicando una relacion con el sistema inmune, detalle observado en otros vertebrados

(Santos et al.).
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La dltima etapa del proceso de atresia se caracteriza por la presencia de componentes
residuales luego de la reabsorcion de vitelo y citoplasma. Algunos trabajos expresan que la
duracion del proceso de atresia es mas reducida en especies que en forma similar al sabalo
tienen estrategia reproductiva de puesta total (Miranda et al.). Los cuerpos atrésicos
multicelulares fueron encontrados en las distintas muestras de P. lineatus durante los sucesivos
muestreos, observandose que los cuerpos formados en esta etapa persisten en el ovario por
muchos meses. Por sus caracteristicas morfolégicas fueron relacionados inicialmente con la
biosintesis de esteroides (Hoar, 1969), aunque otros trabajos no hallaron evidencias de la

secrecion hormonal (Leonardo et al.; Linares-Casenave et al.).

Como en otras especies, en P. lineatus se observan granulos oscuros dentro y fuera del
citoplasma de las células foliculares. Algunos autores identificaron el origen del pigmento oscuro
contenido en los foliculos atrésicos como lipofucsina, residuo del proceso de digestion del vitelo,
corion y organulos. Fue sefialado que, mediante la atresia, la remocion de los ovocitos que no
alcanzaron su desarrollo permite recuperar parte de la energia y los componentes invertidos

durante la maduracion folicular (Blazer, 2002; Miranda et al.; Norris, 1997; Saidapur ).

La estructura de los foliculos atrésicos muestra reduccion gradual del tamafio. Al parecer
las células tecales estan involucradas en los principales cambios fibréticos del foliculo, los que
resultan en la formacion de una densa cépsula alrededor del cuerpo atrésico (Rutaisire & Booth).
La reduccién en el tamafio se relaciona con un proceso de apoptosis de las células
transformadas de la granulosa, lo que provoca una disminucion en el nimero de células
(Linares-Casenave et al.). La presencia de nucleos picnoticos y cariorrexis en las células de la
granulosa y teca de foliculos atrésicos (Bao & Garverick; Saidapur), asi como la fragmentacion
internucleosomal del ADN en estas células, permitieron conocer que la apoptosis es el tipo de

muerte preponderante en la atresia (Santos et al.; Sharma) aunque no el dnico (Nagahama).
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Algunos autores postularon que en esta etapa las células tecales se podrian diferenciar en

nuevas células oogoniales (Khoo).

Dado que los foliculos atrésicos pueden ser utilizados como importantes indicadores del
impacto ambiental en los ovarios de los peces, en este trabajo las caracteristicas morfologicas
de los foliculos atrésicos de P. lineatus se correspondieron con un proceso degenerativo que
tuvo su mayor frecuencia en las gonadas de ejemplares en el final del ciclo reproductivo, con
RGS baja. Tampoco se pueden establecer vinculos entre la atresia observada en P. lineatus con
algn proceso patologico que conduzca a la disminucion de la especie en el ecosistema del

Parana.

La presencia de atresia tipo Il, de alta prevalencia encontrada en algunas poblaciones de
Labeo victorianus, se caracterizd por el quiebre de los globulos vitelinos en granulos mas
pequefios, degeneracion vacuolar del citoplasma, presencia de corion intacto, sin detectarse
signos de fagocitosis. Este es el tipo de atresia relacionada con una falla o interrupcion en el
desove (Rutaisire & Booth). Este cambio no fue observado como un evento definido en las
génadas de P. lineatus capturados, aunque si pudieron encontrarse escasos foliculos

atravesando este proceso.

Para otros usos de este término, véase 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina.

w
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La formula estructural y esquema de numeracion de sustituyentes del compuesto principal

de dibenzo-p-dioxina.

Las dioxinas son compuestos quimicos obtenidos a partir de procesos de combustion

que implican al cloro.X El término se aplica indistintamente a las policlorodibenzofuranos (PCDF)

y las policlorodibenzodioxinas (PCDD).

Las dioxinas son un grupo de compuestos quimicos que son contaminantes ambientales
persistentes. Las dioxinas se encuentran en el medio ambiente por todo el mundo y se acumulan

en la cadena alimentaria, principalmente en el tejido adiposo de los animales.

En los alimentos estan presentes en forma de trazas, es decir en cantidades del orden

del nanogramo y del picogramo por kilogramo,

Las dioxinas se han hecho muy conocidas en los ultimos afios porque preocupa su presencia en
el medio ambiente ya que se encuentran en muchos lugares, aunque en bajas concentraciones,
y algunas de ellas son extremadamente tdxicas.2 Junto con las dioxinas se suelen encontrar

furanos que son unos compuestos quimicos similares.

Las dioxinas son fundamentalmente subproductos de procesos industriales, pero
también pueden producirse en procesos naturales como las erupciones volcanicas y los
incendios forestales. Las dioxinas son subproductos no deseados de numerosos procesos de
fabricacion tales como la fundicion, el blanqueo de la pasta de papel con cloro o la fabricacion de
algunos herbicidas y plaguicidas. En cuanto a la liberacion de dioxinas al medio ambiente, la
incineracion descontrolada de desechos (solidos y hospitalarios) suele ser la causa mas grave,
dado que la combustion es incompleta. Existe tecnologia que permite la incineracion controlada

de desechos con bajas emisiones.4

Las dioxinas no se fabrican deliberadamente, excepto en pequefias cantidades para

trabajos de investigacion.
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Hay varios cientos de dioxinas y furanos. Una simple dosis de 6 millonésimas de gramo
de la dioxina mas letal, la 2,3,7,8-TCDD, puede matar a una rata. Todavia no se sabe bien como
afectan a los humanos estas sustancias. Se ha podido observar la accidn de estos compuestos
cuando alguna persona ha quedado expuesta por accidente a ellas, pero en estos casos solo se
puede conocer la dosis que han recibido muy aproximadamente. Por esto es arriesgado
pronunciarse sobre los efectos que producen las distintas dosis, especialmente cuando

hablamos de contacto con estas sustancias durante periodos de tiempo largos.

La dioxina 2,4,5-T es uno de los componentes del Agente Naranja, arma quimica

utilizada por Estados Unidos en la Guerra de Vietnam.

Efectos en humanos y en el medio ambiente

Las dioxinas tienen elevada toxicidad y pueden provocar problemas de reproduccion y
desarrollo, afectar el sistema inmunitario, interferir con hormonas y, de ese modo, causar
cancer.2 Cuando algunas personas han estado expuestas a altas concentraciones de 2,3,7,8-

TCDD han tenido cloracné, con efectos que puede durar décadas eliminar.

Recientemente se ha encontrado una asociacion de las dioxinas con la génesis de
la endometriosis 8, una enfermedad ginecoldgica caracterizada por el crecimiento del tejido
endometrial por fuera de la cavidad uterina y que puede ocasionar dolor pélvico, dismenorrea 0

dolor menstrual e infertilidad.

A bastantes investigadores [citarequeridal |es preocupan mas los efectos que a largo plazo
pueden darse en personas expuestas a dosis muy bajas, que no provocan efectos apreciables a
corto plazo. El problema con este tipo de sustancias es que no se eliminan con facilidad (tardan

cinco afios en reducirse a la mitad [citarequerida] pj se degradan y, por tanto, van acumulandose en
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los tejidos. En experimentos de laboratorio con animales se ha comprobado que dosis no letales
pueden producir cancer, defectos de nacimiento, reduccion en la fertilidad y cambios en el

sistema inmunoldgico.
Efectos cancerigenos

La mayoria de los estudios que se han hecho con personas expuestas a estos productos
no han encontrado que tengan mas probabilidad de tener cancer que los demas: Aunque existen
estudios realizados y expuestos en la Ocupational & Environmental Medicine que atribuyen, con
seguimiento de 23 afios después de cerrada una planta quimica en Hamburgo, y concluyen que
mortandad de sus trabajadores por cancer tiene su origen a la exposicion de estos compuestos
PCDD/F. Un estudio hecho por investigadores suecos encontrd proporciones anormalmente
altas de un extrafio tipo de cancer entre personas que trabajaban con herbicidas que contenian
muy pequefias cantidades de 2,3,7,8-TCDD. Pero estudios similares en otros
paises Litarequeridal ng han confirmado este resultado. La Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos considera el estudio de los investigadores suecos como una evidencia
importante pero no adecuada de que estos productos producen cancer en humanos. De todas
formas recomienda [citarequeridal e se tenga a esa sustancia como probablemente cancerigena

ya que produce cancer en animales en los experimentos de laboratorio.

Efectos en la reproduccion sexual

Las dioxinas y los furanos también reducen el éxito reproductivo en los animales de
laboratorio al provocar nacimientos de bajo peso, camadas mas pequefias y abortos
prematurosletarequeridal | os problemas sélo suceden cuando es la madre la expuesta al 2,3,7,8-
TCDD, nunca cuando es el macho, lo que demuestra que no se produce alteracion del ADN, sino

alteraciones en el proceso de formacion del embrién:
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Se han hecho muchos estudios sobre defectos de nacimiento entre mujeres expuestas
al 2,3,7,8-TCDD. Algunos han encontrado un nimero de nacimientos defectuoso mayor que el
normal, pero en la mayoria de las investigaciones no se han encontrado evidencias de defectos

de nacimiento o problemas reproductivos por este motivo.

Por lo que sabemos hasta ahora, con estudios minuciosos y detallados , las personas
que han recibido dosis anormalmente altas de estas sustancias mantienen una salud normal
Todo indica que el hombre soporta estas sustancias mucho mejor que la mayoria de los
animales de laboratorio- También es claro que trazas (concentraciones muy bajas, casi
inapreciables) de estas sustancias se han encontrado en tejidos y en la leche materna de
personas de muchos paises; pero no se puede afirmar nada con seguridad sobre los efectos a
largo plazo que esta contaminacion puede suponer hasta la realizacion de nuevos y mas

detallados estudios.

Mecanismos de formacién

Las dioxinas proceden principalmente de las emisiones de incineradores y otras fuentes
de combustion. Su formacion se produce como consecuencia de procesos quimicos que ocurren
durante la combustion, principalmente a partir de compuestos quimicos relacionados

como clorobencenos, clorofenoles y policloruros de bifenilo. Debido a la elevada toxicidad de las

dioxinas, se han realizado numerosos estudios sobre sus mecanismos de formacion, ya que este
conocimiento es de vital importancia a la hora de estudiar posibles procesos para su
degradacion. Se ha propuesto un mecanismo en fase gas que transcurre mediante una serie de

reacciones radicalarias:
1.P —>Pe+H
2.P+0H — P+ +H20

3.Pe—Pr
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4.P+P+—PD +Cl
5.PD — D + HCI
6.PD + OH — D + H20
7.Pe+R—P+Re

8. P+ OH — Pr
9.D—Pr
10.D + OH — Pr

11. P+ + 02 — Pr
12.R+ OH — R+ + H20
13.R — Pr

Donde P son fenoles policlorados, Pe son radicales fenoxi policlorados, PD son 2-
fenoxifenoles policlorados (precursores de las dioxinas), D son PCDDs, R es algun componente
del combustible organico, Re es una molécula del combustible sin un dtomo de hidrégeno y Pr

son productos sin especificar.

La formacién de dioxinas en fase gas solo explicaria una parte del contenido total de
estos compuestos encontrados en las emisiones de los procesos de combustion, por lo que
también se ha propuesto un mecanismo basado en una catalisis heterogénea. Se sugiere que un
mecanismo de Langmuir-Hinshelwood, que implica reacciones radical-radicales superficiales, y
un mecanismo de Eley-Rideal, que implica reacciones entre una molécula en fase gas y otra
adsorbida, son los responsables de la formacién de PCDFs y PCDDs, respectivamente, en
superficies. Las principales diferencias de este mecanismo con el mecanismo en fase gas es la
formacion del radical fenoxi clorado por el impacto de quimisorcion del fenol policlorado en la

superficie catalitica (normalmente 6xidos metalicos como CuO) y el impedimento estérico de
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radicales centrados en el oxigeno adsorbidos en la superficie, que inhiben reacciones radical-

radical que llevan a la formacion de dibenzo-p-dioxina.

Este tipo de reacciones son muy complejas y dificiles de estudiar, ya que los radicales
que intervienen en ellas son extremadamente reactivos. Ademas, la variabilidad del material
organico incinerado y el amplio rango de tecnologias de combustion hacen su estudio todavia
mas complejo. Por ello, el mecanismo preciso de la formacion de dioxinas aun no esta del todo

claro, aunque existen varias teorias en desarrollo.

Es importante mencionar que también se pueden encontrar estudios sobre posibles
mecanismos para la inhibicion de estas reacciones, los cuales sugieren que la presencia de
algunos compuestos basicos como amoniaco, 0xido de calcio o hidroxido sodico inhiben la
formacion de PCDDs y PCDFs a partir de fenoles y bencenos clorados con eficacias de hasta el

99%.

La presencia de las dioxinas en el ambiente es consecuencia de actividades
antropogeénicas. Inevitablemente, restos de las dioxinas son emitidos directamente al agua, al
sedimento/suelo y a la atmdsfera desde instalaciones industriales. De la cantidad emitida, de las
caracteristicas fisicas (especialmente la solubilidad de agua, la presion de vapor, la constante de
Henry, y el coeficiente de particion del octanol-agua) del riesgo ambiental y de la
biodegradabilidad del BPA dependera la distribucion de éste en el medioambiente (Wen-Tien,

2006).
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Contaminacion acuatica

Aunque las dioxinas sea un material facilmente biodegradable y altamente tratable en
depuradoras de aguas residuales bien disefiadas, se detecta en efluentes de muchas aguas
residuales industriales (Wen-Tien, 2006) debido a que no es eliminado totalmente durante el
tratamiento. Estas aguas residuales que contienen dioxinas pueden ser una fuente de
contaminacion del ambiente acudtico (Staples et al., 1998; Furhacker et al., 2000). Lee y Peart
(2000) demostraron que el dioxinas en aguas residuales se redujo tras su paso por plantas de
tratamiento de un 37 a un 94%. Recientemente, se identificaron altos niveles de dioxinas en los
residuos de un vertedero (Yamada et al., 1999; Behnisch et al., 2001; Yamamoto et al., 2001;
Filho et al., 2003), con niveles de dioxinas en estos peligrosos efluentes de 1,3 a 17.200 ng/ml
(con una media de 269 ng/ml). Yamada et al (1999) encontraron en cuatro vertederos unos
niveles de BPA de 15 a 5.400 ng/ml y observaron que tras el tratamiento en diversas plantas
depuradoras se pasé a niveles de 0,5 a 5,1 ng/ml. A pesar de esta reduccion, los niveles de
dioxinas pueden contaminar el ambiente acudtico (Yamada et al., 1999; Behnisch et al., 2001;

Yamamoto et al., 2001; Filho et al., 2003).

Las dioxinas en aguas fluviales puede degradarse bajo condiciones aerobias (Ike et al.,
2000; Klecka et al., 2001; Kang y Kondo., 2002a), pero no bajo condiciones anaerobias (Kang y
Kondo, 2002b). Recientemente, Kang y Kondo (2002a) encontraron que la mayoria de las
bacterias (10 de 11 bacterias) aisladas a partir de 3 aguas fluviales podian biodegradar el BPA,
pero con diferencias en el ratio de eliminacion de las dioxinas (18-91%) y, solamente dos cepas

de Pseudomonas demostraron alta biodegradabilidad.

Puede persistir mas tiempo en agua de mar que en agua fluvial sin ninguna degradacion

(cerca de 30 dias) y la posibilidad de contaminacion con las dioxinas en un mamifero marino
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puede ser mas alta que en un organismo de agua dulce (Ying y Kookana, 2003; Kang y Kondo,
2005). El equipo de Basheer divulgdé que la concentracion de BPA en mariscos (gamba,
cangrejo, berberecho, almeja blanca, calamar y pescado) de un supermercado de Singapur
oscilaba entre 13,3 y 213,1 ng/g (Basheer et al., 2004). Por lo tanto, en el ambiente acuético, el
consumo de peces de agua dulce o mariscos contaminados por las dioxinas podria ser una ruta

importante de contaminacion para los seres humanos.

Las emisiones anuales de las dioxinas publicadas en el inventario de emisiones toxicas
(TRI) para la Union Europea (con resultados similares para los E.E.U.U.) incluyen 85.300
kilogramos de emisiones al aire, 3500 kilogramos directamente al agua, 1100 kilogramos que
son eliminados en un 90% en instalaciones de tratamiento, y 10000 kilogramos adicionales al
agua asumiendo similares mezclas de fuentes. Estas incluyen el papel de fax, migracion de
productos de la polimerizacion y otras pérdidas de los vertederos, residuos de tuberias, otros
materiales desechados que no son depositados en vertederos y formacion de polvo (Cousins et

al., 2009),

Descripcion del modelo EQC (criterio en el equilibrio)

Para el analisis de evaluacion de las caracteristicas del comportamiento del quimico en
el ambiente, es decir, en cuyos medios el producto quimico tendera a repartirse, los mecanismos
primarios de pérdida, su tendencia al transporte, a la bioacumulacion, y su persistencia

ambiental; se utilizé el modelo EQC (Mackay et al., 1996), en forma de programa de ordenador,
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que deduce el destino de un producto quimico en el ambiente a 3 niveles I, I, e I, usando un

area de 100.000 km2.

Efectos de las dioxinas en la vida salvaje

Anualmente en el mundo, unas 100 toneladas de las dioxinas son liberadas al
medioambiente durante el proceso de fabricacién, manejo y transporte de las dioxinas
(Vandenberg et al., 2009). Por ello, se estan realizando multiples estudios en la fauna
salvaje, con el objetivo de evaluar el impacto ecologico de las dioxinas en el

medioambiente.

Los efectos disruptores endocrinos de las dioxinas identificados en la fauna
incluyen (1) la alteracion de la determinacién del sexo en la exposicion durante la
organogénesis gonadal, (2) alteracién de la funcion gonadal, durante y después de la
organogénesis gonadal e (3) induccion de la produccién hepética de vitelogenina

(VTG) (Crain et al., 2007).
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Determinacion del sexo

En animales con determinacion del sexo temperatura-dependiente (TSD), esta
determinacion es particularmente susceptible a las perturbaciones ambientales. Por
ello, los contaminantes con potencial disruptor endocrino han influido en la
determinacion del sexo en especies TSD desde la Revolucién Industrial (Crain et al.,
1998). La exposicion del huevo a las dioxinas en los cocodriloideos Caiman latirostris a
concentraciones de 140 ppm durante el momento critico de la determinacion del
género (etapa 20 de la embriogénesis), hizo que todos los cocodrilos descendientes
fuesen hembras sin importar la temperatura de incubacion (Stoker et al., 2003). Todos
los embriones de caiman expuestos a las dioxinas eran feminizados, teniendo ovarios

al parecer normales.

En algunos péjaros, la presencia de 200 ppm de las dioxinas en la yema de
huevo caus6 anormalidades en el conducto de Miller en codornices hembras,
mientras que la misma concentracion en la yema de huevo causé feminizacion del

testiculo izquierdo en embriones de pollo machos (Berg et al., 2001).

La diferenciacion del sexo se puede también alterar en el zebrafish (Danio
rerio) expuesto a las dioxinas durante el periodo de desarrollo embrionario asociado a
la ontogenia gonadal. Peces alimentados con dosis altas de 2000 mg/kg de las
dioxinas tenian cocientes de sexo anormales de 11,5:1 (Drastichova et al., 2005).
Ambientalmente, unos niveles relevantes de las dioxinas pueden contribuir a una
reversion del sexo. Por ejemplo, barbos encontrados rio abajo de una fuente de

contaminacion de BPA tenian una alta incidencia de intersexualidad (30-50%),
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mientras que éstos mismos barbos intersexuales no se encontraron corriente abajo en
un afluente de este rio contaminado (Vigano et al., 2006). Estos peces feminizados
presentaban gonadas que contenian sobre todo oogonias primarias y oocitos
previtelogénicos, pero también incluian espermatogonias, espermatocitos, Yy

espermatidas.

Alteracion de la funcion gonadal y caracteristicas sexuales secundarias

Considerando que altas concentraciones de las dioxinas causan una
determinacion anormal del sexo en algunos peces, anfibios, reptiles y péjaros,
concentraciones mas bajas causan alteraciones en la funcién gonadal en un variado

ndmero de vertebrados.

Por ejemplo, concentraciones de las dioxinas encontradas cominmente en el
medioambiente, tienen el potencial para alterar la estructura y la funcién testiculares
en los peces. Cuando machos de fathead minnow (Pimephales promelas) fueron
expuestos a 16 pg/l o a concentraciones mas altas de las dioxinas, sus testiculos
redujeron perceptiblemente el nUmeros de espermatocitos maduros e incrementaron
significativamente el numero de espermatozoides en estadios inmaduros en los
tdibulos seminiferos (Sohoni et al., 2001). De forma semejante, el recuento de
espermatozoides se redujo perceptiblemente en guppies (Poecilia reticulata) machos
expuestos a 274 pg/l de las dioxinas durante 21 dias, aunque la cantidad de esperma
no se vio afectada (Haubruge et al., 2000). Lahnsteiner et al. (2005) expusieron a
truchas de ambos sexos a las dioxinas antes y durante el desove, e investigaron los
efectos sobre los huevos, ademas de la maduracion, cantidad y calidad del semen. El
BPA fue afiadido en un sistema de flujo continuo a concentraciones de 1,75 pg/l, 2,4

ug/l y 5 pg/l. La calidad del semen fue mas baja a concentraciones de 1,75 pg/l y 2,4
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ug/l comparada con los controles (reducida densidad espermatica, ratio de movilidad y
velocidad de desplazamiento). El porcentaje de hembras ovuladas fue similar en el
grupo control y en los dos grupos expuestos a las concentraciones mas bajas; sin
embargo, las hembras del grupo que eran expuestas a las concentraciones mas altas
no ovularon y ésta se retrasé unas 2 semanas en el grupo expuesto a 1,75 ug/l y 3
semanas en el expuesto a 2,4 pg/l por grupo. Mandich en su estudio utilizé carpas las
cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones de BPA (1, 10, 100 y 1000 pg/l).
En la carpa macho las dioxinas causé severas alteraciones de los testiculos desde la
concentracion mas baja, con pérdida de la tipica estructura lobular, con
espermatozoides libres degenerados dentro de la luz de los conductos
espermatogénicos. En las hembras se pudo ver atresia de oocitos desde la
concentracion de 1 pg/l, llegando a estar presente en el 57,1% de las hembras en la
concentracion de 1000 pg/l. A esta misma concentracion, el 27% de las hembras

demostraron intersexualidad (Mandich et al., 2007).

Produccion de VTG

La VTG es una proteina precursora de la formacion del huevo y es comin para todas las
hembras oviparas vertebradas. Esta fosfogliproteina es producida por el higado en respuesta a
estrogenos circulantes. Normalmente, los machos no sintetizan VTG, pero sus hepatocitos
pueden producirla y liberarla si son expuestos a estrogenos. La presencia de VTG en la sangre
ha sido usada ampliamente como biomarcador para la exposicién a tdxicos estrogénicos (Crain
etal., 2007).
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Peces

Numerosos estudios han demostrado que peces macho capturados rio abajo de
depuradoras de aguas residuales tenian elevadas concentraciones de VTG en el suero (Folmar
et al., 1996; Vermeirssen et al., 2005; Bjerregaard et al., 2006) Estas elevaciones no solo se
atribuyen las dioxinas sino también a etinilestradiol y nonilfenol presentes en los efluentes de

estas aguas residuales.

Varias especies de peces (fathead minnow, medaka, trucha arco iris y zebrafish) se han
expuesto solamente las dioxinas en condiciones controladas de laboratorio encontrandose un
incremento de las cantidades de VTG aunque a concentraciones mayores que las medidas en
las aguas superficiales. Mandich en su estudio con carpas, observd un incremento significativo
de las concentraciones de VTG plasmaticas en las hembras a dosis de 1000 pg/l. Ademas, a
dosis ambientales de BPA de 1 y 10 pg/l, un creciente numero de machos mostraron

sensibilidad a la VTG (Mandich et al., 2007).

En otro estudio, Van den Belt, expuso a zebrafish y trucha arco iris a dosis de 40, 200 y
1000 pg/l de dioxina, encontrando un incremento significativo de las concentraciones de VTG

plasmatica en respuesta a la exposicion a 1000 pg/l de BPA (Van den Belt et al., 2003).
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Invertebrados

Los moluscos son usados generalmente como centinelas de ambientes acuéticos, y
pueden ser organismos sensibles las dioxinas debido a un incremento de su exposicion
(inmovilidad y alimentacion por filtrado). Mejillones azules de agua dulce (Mytilus edulis)
hembras, expuestos a 50 g/l de las dioxinas durante 3 semanas mostraron elevados niveles de

VTG (Aarab et al., 2006).

FUENTES DE EXPOSICION

Cada afio, se utilizan mas de 2 millones de toneladas de dioxinas en la fabricacion de
una gran variedad de productos domesticos (Le et al., 2008; Vandenberg et al., 2009). EI BPA
esta presente en los envases de alimento de policarbonato plastico y de bebida, los biberones,
asi como en el recubrimiento de las latas de bebida y de alimento, o en los sellantes dentales

utilizados en odontologia (vom Saal y Myers, 2008).

La exposicion humana a las las dioxinas es extensa como se ha comprobado en el
andlisis de muestras de orina humana (Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003; Calafat et al.,
2005; Kawaguchi et al., 2005; Liu et al., 2005; Ye et al., 2005). Calafat et al (2005) observaron
las dioxinas en el 95% de las muestras de orina (= 0,1 ng/ml) recogidas a 394 adultos de
diversas edades, lugares de residencia y sexo. Varios estudios sugirieron que esos niveles de
las dioxinas en orina estaban correlacionados con el consumo de alimentos conservados (Inoue

et al., 2003; Matsumoto et al., 2003; Yang et al., 2003).
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Aunque el consumo diario de las dioxinas en humanos puede ser considerablemente
menor que las referencias de ingesta diaria tolerable, o los niveles de migracion de la dioxina
menores que los limites fijados por las diferentes agencias y paises, varios estudios han
sugerido un efecto endocrino adverso para las dioxinas a dosis de sélo 0,025-0,2 ug/kg/dia tales
como disminucion de la produccion diaria de esperma e infertilidad en varones a dosis de 0,2
g/kg/dia (vom Saal et al., 1998; Chitra et al., 2003), estimulo del desarrollo de la glandula
mamaria a dosis de 0,025 g/kg/dia (Markey et al., 2001), una disminucién de enzimas
antioxidantes a 0,2 g/kg/dia (Chitra et al., 2003) y alteraciones persistentes en el desarrollo

peripuberal de la glandula mamaria a dosis de 0,025-0,25 g/kg/dia (Mufioz del Toro et al., 2005).

Las rutas posibles de exposicion para los miembros de la poblacion en general se
pueden dividir en (1) la exposicion ambiental directa e indirecta debido a la liberacion de las
dioxinas durante su produccion, uso, y disposicion; (2) exposicion a través de los envases al
alimento; y (3) el contacto con o la inhalacion de productos de consumo no en contacto con el

alimento.

Segln el Programa Nacional de Toxicologia, la exposicion de las dioxinas es
probablemente casi exclusiva a través del alimento (National Toxicology Program, 2007). Por
ejemplo, Wilson et al., (2007) examinaron la exposicion a las dioxinas y a otros fenoles en 275
nifios de 1,5-5 afios de edad, concluyendo que el 99% de la exposicion al BPA era dietética
basandose en medidas de los niveles de las dioxinas de una variedad de fuentes tales como el
alimento, el aire, y el polvo de sus hogares. Miyamoto y Kotake (2006) concluyeron que el 95%
del las dioxinas en el varon adulto era procedente del alimento y de la bebida, exceptuando el

agua.
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Las medidas y el conocimiento ambiental de las caracteristicas las dioxinas sugieren que
las fuentes ambientales de exposicion de dioxina no contribuyen perceptiblemente a la
exposicion de la poblacion total (European Union Risk Assessment, 2003). Asi, la mayor
preocupacion esta puesta sobre la exposicion a través del alimento (National Toxicology
Program, 2007) particularmente en los nifios que pueden ser expuestos por migracion de dioxina
a la leche en los biberones de policarbonato y la migracion de las dioxinas en formulas
alimenticias infantiles a través de las capas de resina epoxi de los envases que contienen el
alimento (Kamrin et al, 2004). En formulas infantiles consumidas por los nifios (listas para utilizar,
en concentrado o en polvo), Environment Canada apoya la conclusion de que la migracién de la
dioxina es significativa sélamente para las formulas infantiles liquidas (Environment Canada,

2008).

Ademas de fuentes comerciales de alimento, los nifios consumen la leche materna.
Calafat et al (2005) publicaron una concentracion media de las dioxinas de 1,4 ug/l en la leche a
partir de 32 mujeres. Ye et al (2005) encontraron concentraciones de las dioxinas en muestras
de leche a partir de 18 mujeres lactantes, las dioxinas libre se encontr6 en las muestras de 12 de
esas 18 mujeres. La concentracion total media de las dioxinas en la leche era de 1,1 pg/l. Sun et
al (2004) también midieron concentraciones del las dioxinas en leche a partir de 23 mujeres
japonesas lactantes sanas. Las concentraciones de las dioxinas se encontraban entre 0,28 a

0,97 ig/l, con una concentracién media de 0,61 pg/l.
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Migracion de las dioxinas de las superficies de recubrimiento de las latas

La dioxina se ha detectado en los vegetales en conserva, bebidas en latas, productos
conservados de pescado y carne, productos lacteos conservados y formulas infantiles (Kang et

al., 2006).

Los principales factores que influyen en la migracion de las dioxinas de los envases a los
alimentos son el tiempo de almacenamiento y la temperatura de calentamiento utilizados en el
proceso de fabricacion (Kawamura et al., 1999, 2001; Munguia-Lopez y Soto-Valdez, 2001;
Goodson et al., 2002; Takao et al., 2002; Kang et al., 2003; Munguia-Lopez et al., 2005).
Munguia-Lopez y Soto-Valdez (2001) en México, encontraron las dioxinas en las latas de atin y
de jalapefio a la pimienta en supermercados a concentraciones de 82 y 2 ng/g, respectivamente,

a temperatura y tiempo similar (90 minutos a 121 °C el atin y 90 minutos a 100 °C el jalapefio).

Kawamura también encontrd niveles de migracion de las dioxinas dentro del liquido de
latas de 2 empresas diferentes tras el calentamiento a 120 °C durante 10 y 60 minutos (64 y 87
ng/ml respectivamente para las latas de una empresa y 99 y 166 ng/ml, respectivamente, para

las latas de otra empresa) (Kawamura et al., 2001).

En otros recientes estudios (Kang et al., 2006) sobre muestras de agua, observaron que

la temperatura tenia més efecto sobre la migracion de las dioxinas de las latas que el tiempo de
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calentamiento. Los niveles de migracion del BPA para el agua fueron de 1 ng/ml tras el
calentamiento a 105 °C durante 30 minutos y 5 ng/ml después de calentar a 121 °C durante 30
minutos. Sin embargo para latas calentadas a 121 °C, el nivel de migracion de la dioxina (6
ng/ml) tras 60 minutos de calentamiento era similar a los 5 ng/ml de migracion alcanzados tras

calentar esas latas durante 15y 30 minutos a 121°C.

La migracion de las dioxinas también puede verse afectada por el tiempo de
almacenamiento (Munguia-Lopez y Soto-Valdez., 2001; Yoshida et al., 2001; Munguia-Lopez et
al., 2002, 2005), aumentando ésta migracion. Sin embargo, otros autores sugirieron que el nivel
de las dioxinas no cambia en tiempos de almacenamientos largos (hasta 9 meses) (Goodson et
al., 2004). También se observé que cuando las latas eran calentadas a 121 °C en presencia de
cloruro sodico al 5-10% o en presencia de aceites, la migracion del BPA en las latas aumento

enormemente (> 10 ng/ml) (Kang et al., 2003).

Migracion de las dioxinas de los plasticos

Estudios de laboratorio han demostrado que las dioxinas biologicamente activo es
liberado por las botellas de policarbonato después de un uso normal (Brede et al., 2003; Le et al.,
2008). La migracion de pequefas cantidades de las dioxinas a través del uso repetido de los
envases de policarbonato tales como biberones, botellas de consumo o jarras pueden contribuir
a la exposicion oral (Environment Canada, 2008). Se han publicado numerosos estudios sobre la

migracion de las dioxinas de las botellas de policarbonato bajo diversas condiciones (Mountfort
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et al., 1997; Takao et al., 1999; Brede et al., 2003; Howdeshell et al., 2003; Miyamoto y Kotake,

2006; Maragou et al., 2008; Cao y Corriveau, 2008; Ehlert et al., 2008; Le et al., 2008).

Un estudio encontré que las concentraciones de las dioxinas liberadas de biberones
nuevos 0 poco usados de policarbonato eran de 1 a 3,5 ppb y de 1 a 6,5 ppb respectivamente,
pero eran de 10 a 28 ppb en biberones muy usados y deteriorados (Takao et al., 1999). De forma
similar, después de la incubacion en agua a 100 °C durante 1 hora, la cantidad de las dioxinas
que migra de biberones sujetos a un uso simulado (lavado en lavavajillas, cepillado y hervido)

excedio la cantidad que habia migrado de los biberones nuevos (Brede et al., 2003).

Cao y Corriveau (2008) probaron cinco botellas de policarbonato, tres biberones y dos
botellas de consumo recargables. Las concentraciones de las dioxinas en el agua se elevaron
desde 1,7 a 4,1 ug/l. Ademas, la EFSA (2006) resume dos estudios llevados a cabo en biberones
disponibles en el mercado, realizados de forma experimental disefiados para representar unas

condiciones reales de uso, obteniendo concentraciones de hasta 50 pg/l de las dioxinas..

Los altos niveles de migracion de las dioxinas de los envases utilizados de
policarbonato comparados con envases nuevos, se debe a la degradacion del polimero. Los
acoplamientos del carbonato son estables, pero el calentamiento y el contacto con compuestos
acidos o basicos acelera la hidrolisis del enlace éster que une las moléculas de las dioxinas en el
policarbonato plastico y las resinas epoxi (vom Saal y Hugues, 2005). El calor, tal como ocurre

en la pasteurizacion, en la esterilizacion o el calentamiento al microondas, asi como el proceso
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de lavado y cepillado o el almacenamiento de los envases, da lugar a una migracion creciente de

las dioxinas desde los envases al alimento (Erler et al., 2010).

Exposicion ocupacional.

La exposicion ocupacional a las dioxinas podria ocurrir potencialmente durante su
fabricacion, en la produccion de plasticos de policarbonato, y durante la fabricacion o el uso de
las resinas epoxi, pinturas o lacas (European Union Risk Assessment, 2003). Segun la Union

Europea.

La Unién Europea resumio los datos de la exposicion ocupacional para las dioxinas en
Europa y en E.E.U.U. La Union Europea indico que las exposiciones a las dioxinas estaban por
debajo de 5 mg/m3. Las exposiciones diarias mas elevadas fueron observadas en la fabricacion
del BPA. Hay informacion limitada sobre la exposicion a las dioxinas a corto plazo. En la
fabricacion de las dioxinas se han publicado exposiciones a corto plazo a partir de 0,13-9,5

mg/m3 (European Union Risk Assessment, 2003).

En relacion a la exposicion por contacto con las dioxinas, el principal peligro para la
salud son las dermatitis alérgicas de contacto (ACD), a través de un mecanismo aun
desconocido (Tarvainen y Kanerva, 1999). La mayoria de las ACD ocurren en trabajadores que

tratan con productos basados en el BPA, tales como trabajadores de productos plasticos,
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expuestos a cintas adhesivas epoxi... (Jolanki et al., 1995; Kanerva et al., 2000, 2002). Los
sintomas en la piel por las ACD ocupacionales causadas por las dioxinas o productos
relacionados suelen aparecer en las manos, aunque también en otras areas de la piel expuestas,
tales como las piernas y la cara. La ACD puede ser mas severa si la exposicion al agente
causante es duradera (Jolanki et al., 1995; Tarvainen y Kanerva, 1999; Kanerva et al., 2000,

2002).

CINETICA Y MECANISMO DE ACCION DE LAS DIOXINAS

Cinética

El primer estudio acerca del metabolismo de las dioxinas se llevo a cabo en 1966 en
ratas de la cepa ELIAS, utilizando una dosis oral de BPA de 800 mg/kg (Knaak y Sullivan, 1966),
donde los mayores compuestos identificados en las heces de las ratas fueron las dioxinas no
conjugado y su &cido glucuronido conjugado. La orina también fue una importante ruta de
excrecion y principalmente contenia el glucurénido conjugado. Los mismos autores también
observaron la formacion de un metabolito hidroxilado de las dioxinas. Se acepta que el
glucurdnido conjugado es el mayor metabolito in vivo (Miyakoda et al., 2000; Pottenger et al.,
2000; Snyder et al., 2000) e in vitro (Yokota et al., 1999; Elshy et al., 2001; Nakagawa et al.,
2000, 2001) de la dioxina incluyendo estudios llevados a cabo en microsomas hepaticos
humanos (Elsby et al., 2001). Se ha establecido que el glucurénido conjugado, tienen un

potencial estrogénico mucho mas bajo que las dioxinas (Elsby et al., 2001; Mathews et al., 2001;
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Nakagawa et al., 2001), y no parecen jugar un papel importante en la toxicidad reproductiva de

las dioxinas..

Méas tarde, los resultados del estudio de Pottenger (2000) en ratas macho F-344
dosificadas por via oral, confirmaron en gran parte los hallazgos obtenidos previamente por
Knaak y Sullivan en 1966. Sin embargo existen algunas diferencias entre el estudio de Knaak y
Sullivan con el de Pottenger. Los primeros encontraron que del 54 al 60% de la dosis fue
excretada en la orina 8 dias despues de la exposicion, mientras que el segundo encontro que
ésta excrecion era del 80%, independientemente de la via de administracion. Pottenger encontré
que tanto en la via oral como en otras vias, s6lo una muy pequefia fraccion de la dosis fue
excretada en ratas macho por la orina (13-16% por un 26-31% en el estudio previo). Knaak y
Sullivan administraron dosis muy altas de la dioxina, 800 mg/kg de las dioxinas, mientras que en
el estudio de Pottenger se administraron dosis de 10-100 mg/kg. Asi, el hecho de que fuese méas
alta la fraccion excretada en la orina parece que fue debida a la saturacion del mecanismo
metabdlico excretor responsable de la eliminacion de las dioxinas por via fecal. El trabajo de
Knaak y Sullivan (1966), sugiere que el metabolismo oxidativo puede ocurrir in vivo a altas dosis,
pero quizas sélo después de la saturacion de otras rutas metabolicas. Ademas en este estudio
no se encontraron mas de un 7% de metabolitos en heces. Asi, segun esto, a estas dosis no hay
evidencia de una fraccion significativa fecal de un metabolito hidroxilado de las dioxinas como

publicaron Knaak y Sullivan.
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Diferencias entre especies

Volkel en 2002 investigo la toxicocinética y la biotransformacion de las dioxinas en
humanos después de la administracion de dosis bajas de 5 mg/kg (Volkel et al., 2002). Segin
Volkel, los resultados obtenidos demuestran que las dioxinas se absorben rapidamente del
aparato gastrointestinal en los seres humanos, conjugandose en el higado de forma casi
completa las dioxinas a su &cido glucurénido, gracias a la accién de la enzima
difosfoglucuronosil-transferasa (UGT) (Pottenger et al., 2000; Upmeier et al., 2000; Inoue et al.,
2003), con un metabolismo de primer paso muy eficiente, siendo éste las dioxinas glucurénido,
detoxificado rapidamente de la sangre y eliminado con la orina completamente a las 24 horas y
en un 90% en las primeras 4-5 horas después de la administracion oral. Segun los resultados de
éste estudio, tras la administracion de dosis ambientales de las dioxinas en los humanos,
solamente un porcentaje muy pequefio de la dosis de las dioxinas estaria disponible para otras

vias de biotransformacion, debido a una rapida glucuronidacion.

La mayor parte de los estudios sobre la toxicocinética de las dioxinas en roedores

utilizan a las ratas como modelo experimental. Sin embargo, existen diferencias en la
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eliminacion biliar de productos quimicos del higado segun las diferencias existentes en el peso
molecular entre los roedores y los seres humanos. Productos quimicos con peso molecular >350
dalton (D) se eliminan preferentemente por la bilis del higado del roedor, mientras que el peso
molecular para la eliminacion biliar en seres humanos es de 500-600 D. Esto da lugar a
diferencias entre los roedores y los seres humanos en la eliminacion de la dioxina (peso

molecular 403 D) del higado y asi a diferencias importantes en la toxicocinética de las dioxinas.

En contraste con los seres humanos, debido a la eliminacion de las dioxinas glucuronido
por la bilis y la reabsorcion de las dioxinas del intestino, éste experimenta una circulacion
enterohepatica en ratas. Asi, la excrecion urinaria de las dioxinas y sus metabolitos resulta

s6lamente en un 10 a un 40% de la dosis administrada.

Seguln el trabajo de Volkel en 2002, en los seres humanos, la excrecion rapida y
completa de las dioxinas como glucurdnido en la orina sugiere que no ocurre la circulacion

enterohepatica.

- Diferencias en el metabolismo segin la via de administracion

Donde més conocemos acerca del metabolismo de las dioxinas es principalmente en
roedores (Miyakoda et al., 2000; Snyder et al., 2000; Takahashi y Qishi, 2000; Upmeier et al.,

2000; Yoo et al., 2000), en los que es rapidamente absorbido por cualquier via de administracion
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pero su disponibilidad es mas baja cuando la administracion oral es comparada con la

parenteral.

La biodisponibilidad relativa, que se define como la concentracion de las dioxinas en
sangre sistémica, fue claramente dependiente de la via de administracion, resultando la
administracion oral en una mucho menor biodisponibilidad que en la intraperitoneal o la
subcutanea (Pottenger et al., 2000). Las concentraciones sistémicas de las dioxinas en sangre o
plasma fueron muy bajas tras una administracion oral de 10-100 mg, donde la dioxina fue
principalmente metabolizado a su monoglucuronido conjugado en un metabolismo de primer

paso (Pottenger et al., 2000).

El alto aclaramiento metabolico de primer paso parece estar mediado por el intestino y
por las enzimas hepaticas. La probable contribucion de la UDP-glucuroniltransferasa es apoyada
por una bastante mayor concentracion arterial sistémica de las dioxinas en la administracion
intraperitoneal comparada con la oral, esto significa una mas alta disponibilidad de las dioxinas

en las vias subcutanea o intraperitoneal.

Esta dependencia de la via en cuanto a la biodisponibilidad relativa ofrece
probablemente una explicacion farmacocinética para las diferencias evidentes de la via en la
potencia estrogénica (es decir, cambios uterinos) observados con las dioxinas en las ratas
hembras. Especificamente, recientes estudios han demostrado una dependencia clara de la via

de la administracion en la magnitud de la respuesta uterotropica las dioxinas, donde se requerian
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dosis orales mas elevadas para producir una respuesta estrogénica que las requeridas a nivel

subcutaneo (Laws y Carey, 1997; Twomey, 1998 a, b).

- Diferencias entre sexos en la especie humana

Como explicacion a las diferencias entre sexos en la conjugacion de las dioxinas
encontramos que la actividad de la UGT hepatica es doble en los machos que en las hembras y
otra puede ser las diferencias sexuales en la glucuronidacion extrahepatica, tanto en intestino

como en rifion (Pottenger et al., 2000)

- Cinética de las dioxinas en el feto

Aunque el feto es muy sensible a trastornos en el desarrollo debido a compuestos
quimicos (Welshons et al., 2006), se presuponia inicialmente que era protegido por la barrera

placentaria (Matsumoto et al., 2003).

Sin embargo, disruptores endocrinos como las dioxinas y el nonilfenol pueden llegar
facimente a los drganos reproductores de los fetos y las ratas recién nacidas a través de
componentes activos libres (Matsumoto et al., 2002). Trabajos recientes han publicado que las
dioxinas tiene un rapido acceso al feto tras la exposicion maternal (Miyadoka et al., 1999;

Takahashi y Oishi, 2000).
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Nishikawa (2010) observd que las dioxinas pasan a través de la placenta y es
reconjugado a las dioxinas en el feto. La placenta actlla como barrera para el feto contra
xenobidticos, drogas y otros compuestos quimicos. Sin embargo, en la perfusion uterina en ratas
utilizada en el estudio de Nishikawa, los datos cinéticos para las dioxinas glucurénido después
de la perfusion indicaban que aunque la placenta proteja en su mayor parte al feto contra la
exposicion las dioxinas, una pequefia cantidad de éste, es transferida al feto a través de los
vasos sanguineos maternales en la placenta. Ademas, detect6 que en el compartimento fetal,
menos del 4% de las dioxinas estaba en la forma conjugada. A esto habria que afiadir la baja
capacidad del feto para metabolizar las dioxinas a su forma glucurénida debido a una baja
expresion de la UGT2B1 (isoforma activa de la enzima hepatica) en el feto. Las dioxinas es
retenido en la circulacion fetal e incrementado entre las 12 y 50 horas tras una dosis individual en
ratas prefiadas (Miyadoka et al., 1999; Takahashi y Oishi, 2000). Incluso en exposiciones agudas
individuales, las dioxinas se acumula en el feto, excediendo los niveles fetales, de los
maternales, sélo 40 minutos después de la exposicion a la madre (Takahashi y Oishi, 2000).
Zalko et al en 2003 midieron directamente los niveles de las dioxinas en ratonas prefiadas y en
sus fetos tras la administracion de una dosis baja medioambiental de la dioxina, de 25 pg/kg, por
via subcutanea a ratonas CD-1 gestantes, el dia 17 de gestacion. El transporte de las dioxinas a
los fetos ocurrié rapidamente, como se muestra en sus concentraciones hepaticas, plasmatica y
fetal a las 0,5 horas (cerca de 10, 1, y 4 nglg, respectivamente). A este tiempo las
concentraciones de la dioxina calculadas en el feto eran similares a las de las dioxinas no

conjugado (Zalko et al., 2003).
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Los niveles de las dioxinas sin conjugar en el suero fetal humano recogidos en el parto
estan entre 0,1-10 ng/ml, y la concentracion principal de las dioxinas en fetos masculinos
humanos es de 3,5 ng/ml (Schonfelder et al., 2002). Los niveles de las dioxinas encontrados en
fetos humanos en el estudio de Schonfelder, son similares a los niveles en ratones fetales poco
después de que ratonas gestantes sean expuestas a las dioxinas (a bajas partes por millon).
Entre 2 y 24 h después del tratamiento de ratonas gestantes a estas dosis tan bajas de las
dioxinas, los niveles fetales humanos exceden de los niveles fetales en ratones (Zalko et al.,

2003).

Mecanismos de accion y estrogenicidad de las dioxinas

Los estudios moleculares empleando gran cantidad de modelos in vitro han revelado una
variedad de rutas moleculares a través de las cuales las dioxinas pueden conseguir respuestas
celulares. Como prototipo de estrégeno no esteroideo, las dioxinas interfiere con la actividad de
estrogenos enddgenos (por ejemplo el 17f estradiol) mimetizandolo in vivo incluso a bajas dosis
(vom Saal et al., 2005; Welshons et al., 2006; Vandenberg et al., 2009), interrumpiendo la propia
actividad de los receptores nucleares estroégenicos en mdltiples tejidos diana (Nagel et al., 1997;
Kurosawa et al., 2002; Vivacqua et al., 2003; Adachi et al., 2005). Es hien conocido que el BPA
ejerce algunos de sus efectos por unién a los receptores nucleares esteroides ERa y ERA. Las
dioxinas se une selectivamente a ellos y tiene una alta afinidad sobre todo por el ERB en las

celulas diana (Matthews et al., 2001).
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Sin embargo, las actividades de disrupcion endocrina primarias de las dioxinas se
extienden méas alla de su capacidad de mimetizar, realzar o inhibir la actividad de estrogenos
endégenos y/o de interrumpir la accion nuclear del receptor de hormona del estrogeno,
incluyendo efectos sobre el sistema androgeno (Wetherill et al., 2002; Xu et al., 2005; Sun et al.,
2004) ademas, las dioxinas es el primer producto quimico ambiental conocido que se une a los
receptores estrogenicos “no clasicos” (Alonso-Magdalena et al., 2005), ya que existen evidencias
de que se une a los receptores de la glandula tiroides, afectando su funcion (Kitamura et al.,
2005; Zoeller et al., 2005; lwamuro et al., 2006), a la membrana plasmatica del receptor de las
celulas pancredticas, pudiendo inducir insulina-resistencia (Alonso-Magdalena et al., 2006) y
aumentando de esa forma los riesgos del sindrome metabdlico (Hugo et al, 2008), tiene
influencias diversas en el desarrollo, en la diferenciacion y la funcién del sistema nervioso central
(Ishido et al., 2004; Kabuto et al., 2004) e influencias en el sistema inmune (Youn et al., 2002;

Tian et al., 2003; Yoshino et al., 2004; Yurino et al., 2004; ).
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Malformaciones en la uretra

En cuanto a la actividad estrogénica de las dioxinas ha sido determinada por una amplia
variedad de andlisis in vitro, incluyendo la unién a los receptores estrdgenos (ERs) (Kuiper et al.,
1997), por proliferacion de células cancerosas humanas de mama MCF-7 (Pérez et al., 1998),
induccion de los receptores de la progesterona en células humanas MCF-7 (Krishnan et al.,

1993) y celulas de carcinoma endometrial (Bergeron et al., 1999).
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El metabolismo puede desempefiar un papel importante en la modulacion de la actividad
estrogénica de xenoestrogenos in vivo (Elsby et al., 2000). La glucuronidacion de las dioxinas, es
probablemente determinante del grado de ésta actividad estrogénica in vivo. En un estudio, la
actividad estrogénica de las dioxinas, disminuy6 entre 3'y 7 veces después de la glucuronidacion
en mujeres y en microsomas de higado de hembras no maduras de rata, respectivamente (Elsby
et al., 2000). Los resultados del estudio de Elsby confirmaron que la glucuronidacion disminuye
la actividad estrogénica de las dioxinas (Elsby et al., 2000). Por ello, Volkel sugirié que la
glucuronidacion de las dioxinas y una rapida excrecion son mas eficaces en la reduccion de la

actividad estrogénica de las dioxinas en los seres humanos que en los roedores.

EFECTOS DE las dioxinas SOBRE LA SALUD

Efectos sobre la reproduccion

Numerosos estudios han implicado las dioxinas y a otros disruptores endocrinos en una
reduccion de la fertilidad en las hembras y el papel de los estrdgenos sobre el desarrollo de los
oocitos es un tema de considerable interés investigador. Las células de la teca en su Gltima fase
folicular expresan ambos receptores tanto el ERa como el ERp, mientras que las células de la
granulosa expresan predominantemente el ERB. En consecuencia, las dioxinas tiene potencial
para afectar tanto a las cilulas de la teca como a las cilulas de la granulosa, sin embargo el
grado de impacto y la afinidad sobre estas cilulas ovaricas es desconocido. (Routledge et al.,
2000; Matthews et al., 2001). El impacto de las dioxinas, a dosis tan bajas como 0,1 nM sobre las

células granulomatosas en el ovario de raton fue investigado por Xu et al (2002) quienes
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encontraron a estas dosis tan bajas, una disminucion de la viabilidad de las células de la
granulosa por apoptosis, sugiriendo que éstas células son altamente sensibles a las dioxinas. En
un estudio in vivo se encontrd que la exposicion cronica a bajas dosis de las dioxinas causo
aneuploidia mei6tica en oocitos de ratones, lo que implica las dioxinas en la disrupcion de la

meiosis en las hembras (Hunt et al., 2003).

La exposicion en mujeres embarazadas es una preocupacion debido a la posibilidad de
bioacumulacion en los fetos y en periodos sensibles especificos durante el desarrollo
embrionario (Lee et al., 2003; Soto et al., 2006; Sun et al., 2004; Wetherill et al., 2007). Diversos
estudios han demostrado que las mujeres embarazadas estan expuestas posiblemente a niveles
mas altos de las dioxinas que la poblacion en general (Lee et al., 2003; Kruger et al., 2008).
También se conoce que las dioxinas atraviesa la placenta, segin lo evidenciado por su
presencia en el tejido placentario y liquido amniético (Wetherill et al., 2007). Ademas, un estudio
reciente en células placentarias expuso los multiples efectos deletéreos demostrados por las
dioxinas en varios resultados adversos de embarazo tales como preeclampsia, nifios prematuros
y pérdida del embarazo (Benachour et al., 2009) lo que podria ayudar a explicar abortos

involuntarios de etiologia desconocida.

En cuanto a animales de laboratorio, en ratones hembra se produjo un incremento en la
mortalidad de los embriones tras exponer a las madres a dosis de 25 pg/kg/dia (Al Hiyasat et al.,
2004). La exposicion fetal con las dioxinas a través de la madre resultd en un comienzo
temprano del desarrollo en la maduracion de ratones hembras a 2,4-20 pg/kg/dia (Howdeshell
et al., 1999; Honma et al., 2002) y en otro estudio a dosis de 500 pg/kg/dia, la dosis mas baja

examinada (Nikaido et al., 2004).
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La exposicion a las dioxinas durante la gestacion y la lactacion causa disrupcion del ciclo
estral en las ratas y los ratones adultos a dosis de entre 100 y 500 ug/kg/dia (Talsness et al.,
2000; Nikaido et al., 2004).ademas de alterar los niveles de la hormona luteinizante (LH) a dosis

de 2 pgl/kg/dia (Akingbemi et al., 2004).

Ejemplos de efectos causados sobre las células y los tejidos reproductivos masculinos
por exposicion a bajas dosis de las dioxinas en ratas y ratones, son una significativa disminucion
en la produccion diaria de esperma y en la fertilidad en machos a dosis de entre 0,2 y 20
pg/kg/dia (vom Saal et al., 1998; Sakaue et al., 2001; Al Hiyasat et al., 2002; Chitra et al., 2003).
Estudios sobre las células de Leydig en adultos, demostraron que bajas dosis de las dioxinas
(0,01 nM) disminuyen la sintesis de testosterona en un 25% como resultado de una disminucion
en la expresion de la enzima esteroidogénica 17a-monooxigenasa (Kawai et al., 2003;

Akingbemi et al., 2004).

La exposicion postnatal a las dioxinas disminuy6 los niveles de 17B-estradiol en ratas
Long-Evans expuestas a 2,4, 10 o 100 pg/kg/dia de las dioxinas por inhibicion de la actividad
aromatasa de las células de Leydig y exposiciones inferiores a dosis medioambientalmente
relevantes (2,4 pg/kg/dia) disminuyeron los niveles de ARNm de la hormona luteinizante (LH)
(Akingbemi et al., 2004). Estos hallazgos demuestran que el periodo perinatal es una ventana de

sensibilidad para la exposicion las dioxinas en este sistema animal (Wetherill et al., 2007).
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Accion sobre la hormona tiroidea

La hormona tiroidea (TH) es esencial para el desarrollo normal del cerebro tanto en

seres humanos como en animales (Dussault y Ruel, 1987).

Existe una cierta evidencia de que las dioxinas se une a los receptores de la hormona
del tiroides (TR), actuando como antagonista de la activacion de la triyodotironina (T3)
(Moriyama et al., 2002). Ademas, se encontro que la exposicion las dioxinas en ratas produce un
perfil endocrino similar al que se observa en el sindrome de resistencia a la hormona tiroidea

(Cheng, 2005).

Estudios in vivo que examinaban los efectos de las dioxinas sobre la hormona del
tiroides han sido llevados a cabo en ratas expuestas a 1, 10, 0 50 mg/kg de peso vivo, en ratas
perinatales (Zoeller et al., 2005), observando en el dia 15 posterior al nacimiento una sobre
regulacion de los niveles del gen responsable de la hormona tiroidea en el cerebro. También fue
observado en pez medaka que la aceleracion en el desarrollo y el tiempo de fertilizacion
embrionario inducido por las dioxinas fue bloqueado por un receptor antagonista de la hormona
del tiroides, sugiriendo que las dioxinas actla a través de la ruta de la hormona tiroidea

(Ramakrishnan y Wayne, 2008).

Meerts et al (2001) demostraron que los compuestos polibrominados de las dioxinas
tienen actividad estrogénica y son capaces de unirse al ERa, demostrando que los derivados

brominados actdian como TR agonistas en las células GH3 de la pituitaria.

77



REVISION BIBLIGRAFICA

Seiwa et al (2004) demostraron que las dioxinas bloquea el desarrollo de la T3 inducida
por las células precursoras oligodendrociticas (OPCs). Ademas, puede haber una asociacion
entre el sindrome de resistencia a la hormona tiroidea y el sindrome de atencién dispersa e
hiperactividad (ADHD) en los seres humanos (Vermiglio et al., 2004; Siesser et al., 2005) y en las
ratas (Siesser et al., 2005), por lo tanto, es potencialmente importante que las ratas expuestas

las dioxinas mostraran sintomas parecidos a los del ADHD (Ishido et al., 2004).

La exposicion las dioxinas también altera la histogenesis neocortical en el raton
(Nakamura et al., 2006), siendo posible que las dioxinas altere el desarrollo temprano de la

corteza interfiriendo con la sefalizacion de la hormona tiroidea.

Efectos sobre el pancreas endocrino

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que mas de 180 millones de
personas en el mundo padecen diabetes mellitus. La diabetes tipo 2 comprende el 90% de la
gente afectada, y se estima que la diabetes es responsable de 2,9 millones de muertes al afio.
Las causas parecen misteriosas, aunque la predisposicion genética, la obesidad, la dieta, la falta
de ejercicio y una poblacion envejecida estan entre las principales causas consideradas

(www.diabetes.org). La diabetes tipo 2 ocurre tras un periodo prolongado de resistencia a la

insulina, caracterizada por una disminucion de la accién de la insulina en tejidos periféricos.
También es la principal causa del sindrome metabolico caracterizado por obesidad visceral,

dislipidemia, hiperglicemia e hipertension (Biddinger y Kahn., 2006).
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Las dioxinas afectan drasticamente las funciones de los islotes de Langherans, la unidad
fisiologica del pancreas endocrino. Cada islote contiene entre 1000 y 3000 células de cinco tipos,
las mas abundantes son las células 3, que sintetizan y liberan la insulina y las células a que

sintetizan y secretan el glucagon (Brissova et al., 2005; Cabrera et al., 2006).

En estudios sobre ratones se demostré que las dioxinas y el estradiol tienen la misma
potencia y eficacia, ademas ambos inhiben la liberacion de adiponectina de los adipocitos
humanos a 1 nM, més alld de una implicacion adicional de las dioxinas en la resistencia a la
insulina y el sindrome metabdlico en humanos a niveles actuales de exposicion (Hugo et al,
2008; vom Saal y Myers, 2008). Las concentraciones a las cuales las dioxinas afecta a las
células a y [ estan dentro del rango de las dioxinas detectado en el suero humano (0,9-8,8 nM)
(Takeuchi y Tsutsumi, 2002). In vivo, a dosis tan bajas como 10 pg/kg (una dosis 5 veces por
debajo de la IDA) se observd un aumento rapido en la insulina plasmatica y una disminucion
consiguiente de la glicemia (Alonso-Magdalena et al., 2006). El tratamiento en ratones machos
adultos durante 4 dias con dosis diarias de 100 pg/kg/dia alter el contenido y la secrecion de la
insulina pancredtica, provocando hiperinsulinemia postprandial y resistencia a la insulina en

ratones machos (Alonso-Magdalena et al., 2006).

Un exceso en la accidn ERa mediada por un estrégeno como las dioxinas provocara un
aumento en el contenido y secrecion de las células B pancreaticas in vivo e in vitro,
sobreestimulando a las células . Una excesiva sefial de insulina en el higado o el endotelio
produce dislipidemia, y en el tejido graso produce obesidad, intolerancia a la glucosa y
dislipedimia (Biddinger y Kahn, 2006). Ademas, una excesiva sefial de insulina puede provocar

resistencia a la insulina en el higado y el musculo (Ueno et al., 2005), ademas de un agotamiento
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de las células By de esa forma contribuir al desarrollo de diabetes tipo 2 (Nadal et al., 2009). Los

receptores estrdgenos son moléculas claves envueltas en la homeostasis de la glucosa en la

sangre. Particularmente, el ERa en las células B tiene un papel crucial en el incremento de la

biosintesis de la proinsulina en respuesta a concentraciones fisioldgicas de estradiol. Por otra

parte, el tratamiento in vivo con las dioxinas a dosis ambientalmente relevantes induce

resistencia a la insulina en ratones machos adultos sanos.
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Se ha demostrado que la diabetes tipo 2 solamente se desarrolla en sujetos insulina
resistentes con inicio de disfuncién de las células . En seres humanos adultos, sin embargo,
existe evidencia epidemioldgica de que las dioxinas actia como un importante factor de riesgo
dentro del desarrollo de la diabetes tipo 2 (Lang et al., 2008). Ademas, hay nexos causales entre
la exposicion las dioxinas y la resistencia a la insulina (Alonso-Magdalena et al., 2006), alteracion
de la biosintesis de la insulina y secrecién de las células B en ratones macho adultos (Alonso-
Magdalena et al., 2008) y disminucidn de la adiponectina de los adipocitos humanos (Hugo et al.,

2008).

Aungue dos de las causas principales de fallo en las células 8 en la diabetes tipo 2 son
la sobrenutricion y la carencia de ejercicio, los estrogenos ambientales, en particular las dioxinas,
son fuertes candidatos a exacerbar y acelerar el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Nadal et al.,

2000).

Efectos sobre el sistema inmune

Se conoce hien que los estrégenos juegan un papel fundamental en el sistema inmune,
recientes hallazgos demuestran que las dioxinas es capaz de influenciar las funciones del
sistema inmune (Paavonen et al., 1981; Holdstock et al., 1982) Por otro lado, las enfermedades
alérgicas tales como el asma bronquial y la dermatitis atopica han crecido marcadamente
durante las Gltimas décadas en los paises desarrollados (Burr et al., 1989; Bjorksten, 1999; von
Mutius, 2000). Revisando todos los datos disponibles se ha sugerido que los factores

ambientales contribuyen a este aumento observado en las enfermedades alérgicas (Fujimaki et
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al., 1994;; Takano et al., 1997; Nel et al., 1998). También se ha divulgado que enfermedades
autoinmunes tales como la purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), el lupus eritematoso
sistémico (SLE), la dermatomiositis y la escleroderma han aumentado de forma alarmante
durante varias décadas (Yurino et al., 2004). Al mismo tiempo, ha existido un aumento de la
atencion cientifica y social en productos quimicos que podemos encontrar en el medioambiente y
que pueden ser incorporados a nuestro organismo por ingestion o absorcion, mimetizando las

acciones de los estrogenos, siendo uno de estos productos quimicos las dioxinas

Yurino et al estudiaron el grado de implicacion de los disruptores endocrinos entre ellos
las dioxinas en las enfermedades autoinmunes demostrando que las dioxinas aumento la
produccion de autoanticuerpos por las células B1 tanto in vivo como in vitro en ratones BWF1 en

un modelo para el lupus eritematoso sistémico (Yurino et al., 2004).

Un estudio in vitro a concentraciones tan bajas como 10 nM, disminuyé el indice de
adherencia de los macréfagos peritoneales en ratas (Segura et al., 1999). Basandonos en que la
adhesion es el primer paso en el proceso fagocitico de los macrofagos y de la presentacion de
antigenos, los autores de este estudio sugirieron que las dioxinas puede modular respuestas

inmunes e inflamatorias.

Han et al (Han et al., 2002) examinaron la regulacién de la produccion de Ig por las
dioxinas en esplenocitos de raton. Estos fueron tratados con dosis de entre 10 nM-1 uM las
dioxinas midiéndose los niveles de IgM, IgE, IgA e IgG, la dosis de 1 UM aumento la produccion

de IgMy disminuyd los niveles de IgE.
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Youn et al también estudiaron la respuesta inmune tras exposicion a la dioxina en
células esplénicas de raton. Las dioxinas se administrd en el agua de bebida durante 4 semanas
a dosis de 0,015, 1,5 y 30 mg/ml, induciendo una produccion de prolactina en el bazo y un
incremento en la actividad de proliferacion esplenocitica (Youn et al., 2002). Basandose en
estos hallazgos, el autor especulé con que la estimulacion de la produccion de prolactina debida
a efectos estrogénicos de la dioxina puede afectar a la produccion de citoquinas,

desencadenando una respuesta celular inmune desequilibrada (Wetherill et al., 2007).

También se han examinado los efectos de las dioxinas sobre la produccion de
interleukina-4 (IL-4), una citoquina proinflamatoria muy asociada a la respuesta alérgica inmune,
llegando a la conclusion de que las dioxinas aumenta la produccion de varias citoquinas,

incluyendo la IL-4 (Lee et al., 2003; Tian et al., 2003).

Efectos sobre el tejido adiposo

La incidencia de obesidad ha crecido notablemente en las Ultimas décadas, aunque se
ha considerado como principales causas una alta dieta caldrica y un estilo de vida sedentaria, el

rol de los factores medioambientales esta ganando crédito (Hugo et al., 2008).
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La adiponectina es una hormona especifica de los adipocitos que incrementa la
oxidacion de acidos grasos y el metabolismo de la glucosa en el musculo, reduce la salida de
glucosa y aumenta la sensibilidad a la insulina en el higado, también tiene funciones protectoras
contra el sindrome metabdlico (Kadowaki et al., 2006) el cual incluye obesidad abdominal,
intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia e hipertension y es asociado con un aumento en el
riesgo de diabetes y enfermedades cardiovasculares (Ritchie y Connel, 2007). La disponibilidad
de la adiponectina es controlada a 3 niveles: biosintesis, ensamblaje y liberacion (Trujillo y
Sherer, 2005). La sintesis es estimulada por el agonista PPARY, la insulina y el IGF-1 e inhibido
por el TNFa y las catecolaminas (Lihn et al., 2005). EI BPA podria suprimir la adiponectina por un

antagonismo del PPARy (Wright et al., 2000; Knouff y Auwerx, 2004).

La formacion correcta de enlaces disulfuro es critica para el ensamblaje y retencion de
adiponectina (Trujillo y Scherer, 2005). La formacion del enlace disulfuro dentro del reticulo
endoplasmico es catalizado por oxirreductasas, de las cuales la proteina disulfuroisomerasa
(PDI) juega un papel critico (Tsao et al., 2003; Wang et al., 2007). Puesto que se publico que las
dioxinas se unia a la PDI inhibiendo su actividad enzimdtica, éste podria representar otro

mecanismo por el cual la dioxina inhibe a la adiponectina (Ben-Jonathan et al., 2009).

Un estudio demostro una inhibicion de la liberacion de adiponectina a concentraciones
nanomolares las dioxinas (1-10 nM) en tejidos cultivados de adipocitos maduros humanos
aislados de tejido mamario, subcutaneo y visceral, sumado al estudio de Alonso-Magdalena en el
que dosis bajas de las dioxinas y estradiol estimularon respuesta en las células del tejido
adiposo, mientras que dosis cien veces mas altas no estimularon la produccion de insulina ni
liberaron adiponectina de los adipocitos humanos, demuestran claramente una curva dosis-

respuesta en las dioxinas con forma de U invertida (Alonso-Magdalena et al., 2008; Hugo et al.,
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2008). La accion de diversos disruptores endocrinos, entre ellos las dioxinas, podria explicar el
aumento significativo de peso del cuerpo humano durante el Gltimo medio siglo (Rubin y Soto,

2009; Somm et al., 2009; Trasande et al., 2009).

Otros efectos

Las dioxinas provoca otros efectos a diferentes niveles, como cambios en los receptores
de somatostatina del cerebro a dosis muy bajas de 400 pg/kg/dia (Facciolo et al., 2002), efectos
comportamentales que incluyen hiperactividad a 30 pg/kg/dia (Ishido et al., 2004), un incremento
en la agresividad a 2-40 pg/kg/dia (Farabollini et al., 2002; Kawai et al., 2003) una alterada
reaccion al dolor a 40 ug/kg/dia (Aloisi et al., 2002), una alteracion del aprendizaje a 100
ug/kg/dia (Negishi et al., 2004). De manera importante, Lang, en su estudio, relacion¢ altas
concentraciones de las dioxinas en la orina de humanos con un incremento en la prevalencia de

enfermedades coronarias (Lang et al., 2008).

Evaluacién del riesgo en la salud humana

Las Agencias Reguladoras Europeas han confirmado que no existe riesgo para los
consumidores, por materiales basados en las dioxinas en contacto con los alimentos

(EFSA, 2006).
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Pequefas cantidades de las dioxinas pueden migrar del plastico o del recubrimiento
de resina a los alimentos y bebidas. En este caso la directiva 2002/72/CE establece un limite

de migracion especifico de 0,6 mg/kg.

En enero de 2007, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) emitio su
opinién sobre la seguridad de las dioxinas en aplicaciones de contacto con los alimentos para
consumidores. La EFSA es un grupo cientifico independiente que asesora a la Comision

Europea sobre cuestiones de seguridad alimentaria.

Tras un examen de alrededor de 200 nuevos estudios, se decidio que se debian utilizar
los resultados de un extenso estudio de tres generaciones en ratas para determinar el nivel de
seguridad. Utilizando el "Nivel Sin Efecto Adverso Observado” (NOAEL) de 5 mg/kg y aplicando
un factor de incertidumbre de 100 (10 para diferencias entre especies, 10 para las diferencias
entre individuos) la ingesta diaria tolerable (IDT) de las dioxinas se ha establecido en 0,05 mg/kg
de peso corporal al dia, esto representa la cantidad de las dioxinas que un consumidor

(incluyendo bebés y nifios) puede ingerir con seguridad sin efectos dafinos.

En cuanto a los niveles de migracion tipicos de las dioxinas procedentes de materiales
en contacto con el alimento, segun la EFSA, son menores a 10 pg/kg de alimento y, por tanto,
muy por debajo del nivel reglamentario de migracion especifica de las dioxinas de 600 pg/kg de
alimento (sobre la base de la IDT, bajo el supuesto de que una persona de 60 kg coma 1kg de
comida al dia, con un factor de seguridad adicional de 5). Utilizando nimeros conservadores de
migracion, la EFSA concluy6 en 2007 que la exposicion a las dioxinas por las botellas de plastico
de policarbonato y las latas de comida y bebida revestidas por resinas epoxi esta muy por debajo

de la IDT.
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La evaluacion de riesgos actualizada de junio de 2008, asi como la actualizacion del
dictamen de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) de julio de 2008, establecen
claramente que los materiales en contacto con alimentos, tales como los biberones de
policarbonato y otras botellas, asi como las latas de alimentos y bebidas revestidas en resinas

epoxi son seguros en sus usos indicados.

En cuanto a los limites de exposicion ocupacional, el riesgo de exposicion a las dioxinas
a través de particulas de polvo, debido a una exposicion ocupacional liberada en altas
concentraciones durante periodos de tiempo medio y corto es poco frecuente. Segun los analisis
de las dioxinas hechos por la Comision Alemana acerca de la M&xima Concentracion del Lugar
de Trabajo (MAK), los datos sobre inhalacion a medio plazo y la toxicidad asociada a la
exposicion a las dioxinas tienen un” nivel de efecto no observado” (NOEL) de 10 mg/m3 (German
MAK Comission, 1996) y por lo tanto, en base a los datos sobre la toxicidad de inhalacion a
medio plazo se establecié un valor maximo de concentracion del lugar de trabajo (MAK) para el
BPA de 5 mg/m3 (medidos como la fraccion de polvo inhalable). En contraste, en E.E.U.U. no
hay estandares o limites ocupacionales fijados sobre las dioxinas por las diferentes agencias

sobre seguridad ocupacional (Wen-Tien, 2006)

Para la evaluacion de riesgo de las dioxinas, los expertos gubernamentales examinaron
varios cientos de estudios que han ido apareciendo en los Gltimos afios, tanto pequefios estudios
exploratorios que no siguen los protocolos establecidos, como estudios amplios,
estadisticamente robustos y que cumplen con los protocolos y normas internacionalmente
aceptados, asi como la Directiva de Buenas practicas de laboratorio (BPL). Asimismo, la
evaluacién abarca todos los grupos de edad de consumidores potencialmente afectados,

incluidos bebés y nifios pequefios.

87


http://www.efsa.europa.eu/EFSA/efsa_locale-1178620753812_1211902017492.htm
http://www.olis.oecd.org/olis/1998doc.nsf/LinkTo/env-mc-chem(98)17

REVISION BIBLIGRAFICA

La ultima conclusion de la EFSA sobre las dioxinas es similar a las conclusiones de las
evaluaciones cientificas de otros organismos reguladores, incluyendo la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE.UU. y el Ministerio Japonés de Salud, Trabajo y

Bienestar Social.

Sin embargo, la publicacién relacionada con efectos de las dioxinas en roedores de
laboratorio en 1997 (Nagel et al., 1997) sac6 a la luz problemas en el sistema reproductor
masculino en la descendencia, al utilizar dosis orales de BPA en ratones, 25000 veces mas
bajas que las estudiadas comunmente, y 25 veces por debajo de la dosis de exposicion diaria
definida como “segura” por la EPA y la FDA de los EE.UU, asi como por la Agencia Europea de

Seguridad Alimentaria (EFSA).

A raiz de ésta publicacion, gran cantidad de estudios publicados, financiados en
multiples casos por los gobiernos y llevados a cabo por Institutos Nacionales de Salud, describen
efectos de las dioxinas en animales expuestos a menos de 50 mg/kg/dia, incluyendo un
desarrollo alterado del tracto reproductivo en machos y hembras, una organizacion alterada del
dimorfismo sexual en el hipotalamo, alteracion del ciclo estral, una pubertad temprana, alteracion
del peso corporal, una organizacion alterada de la glandula mamaria y cancer de mama y
prostata (Richter et al., 2007), por lo que se han publicado numerosas revisiones discutiendo el
calculo de los niveles de exposicion seguros para las dioxinas (Markey et al., 2003; Welshons et

al., 2003, 2006; vom Saal y Hughes, 2005; vom Saal y Myers, 2008).

A pesar de que Volkel en 2002, observd un metabolismo rapido y eficiente para la

dioxina en los humanos, se ha sugerido que la exposicion a xenoestrogenos como las dioxinas
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durante el desarrollo temprano puede contribuir de manera importante a una incidencia creciente
de la infertilidad, anormalidades del tracto genital, obesidad, desorden del déficit de atencion-
hiperactividad, infertilidad, y cancer de prostata y mama observado en poblaciones humanas
durante los dltimos 50 afios (Sharpe y Skakkebaek, 1993; Soto et al., 2006). Sin embargo, para
traducir los resultados de estos estudios animales en riesgo para la salud en los seres humanos,
la biomonitorizacion para la evaluacion de la exposicion a las dioxinas en diversas poblaciones,

es esencial.

En 2010, Vandenberg et al, examinaron méas de 80 estudios de biomonitorizacion que
median concentraciones de las dioxinas en tejidos y fluidos humanos, centrandose
especificamente en individuos expuestos al BPA a través del ambiente. Estos estudios,
examinaron miles de individuos de diversos paises, y las dioxinas fue detectado de forma
aplastante en adultos, adolescentes y nifios, lo que contrasta con los estudios de
biomonitorizacion de Volkel en los que concluia que tras la absorcion oral de las dioxinas éste
era rapidamente metabolizado en el higado y el intestino (Volkel et al., 2002, 2005). Segun
Vandenberg et al (2010), Volkel en 2002 y 2005, al extraer su conclusion de que no existe riesgo
de exposicion a las dioxinas a los niveles de exposicion humanos actuales pasé por alto varios

aspectos importantes de la evaluacion del riesgo:

1) No reconocio la probabilidad de una toxicocinética diferente cuando la exposicion a
las dioxinas es a largo plazo comparada a la que se produce con una sola
administracion.

2) El potencial para que las dioxinas tenga acciones a niveles bajos (ng/ml) no fue

considerado.
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Hasta muy recientemente (Stahlhut et al., 2009), fue asumido que la mayoria, si no
toda, de la exposicion las dioxinas en seres humanos ocurre via oral. Sin embargo,
como no todas las fuentes de las dioxinas se han identificado, las exposiciones no
orales no pueden ser descartadas.

Finalmente, Volkel (2002, 2005) paso por alto la posibilidad de las diferencias
toxicocinéticas bajo diversas situaciones fisiologicas. La posibilidad de que la
toxicocinética de productos quimicos y farmacos, incluyendo las dioxinas, sea muy
diferente en fetos y en recién nacidos comparado a los adultos. De hecho, esto fue
confirmado en dos modelos cinéticos independientes, que encontraron que la
exposicion interna a las dioxinas en recién nacidos puede ser 3-10 veces mas alta
que en los adultos (Edginton y Ritter, 2009; Mielke y Gundert-Remy, 2009). Ademas,
estudios en roedores han encontrado que los recién nacidos tienen limitada la
capacidad de convertir las dioxinas en wuna forma conjugada inactiva,
independientemente de la ruta de la administracion (Taylor et al., 2008), pudiendo

igualmente considerarse esto para los fetos y recién nacidos humanos.

Lang et al (2008) realizaron un andlisis de las concentraciones de las dioxinas y del

estado de salud de la poblacion en general de los Estados Unidos, de datos derivados del
NHANES 2003-2004. De acuerdo con las dioxinas urinario medido en los sujetos (n = 1455) de
entre edades de 18 a 74, los investigadores encontraron que una concentracion urinaria mas alta
de las dioxinas fue asociada a un aumento en la incidencia de diabetes, enfermedad
cardiovascular y hepética y anormalidades enzimaticas (Lang et al., 2008). Melzer en 2010
también relaciond altas concentraciones urinarias de las dioxinas con enfermedad cardiovascular
(Melzer et al., 2010). Stahlhut en 2009, utilizando datos de 1469 personas, observo que el

periodo de eliminacion de las dioxinas en la base de la poblacion es mucho mas largo que el
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esperado, basado en estudios publicados de exposicion aguda. En este estudio se demostro una
fuerte disminucion de las dioxinas en sangre en el intervalo de 4,5-8,5 horas, representando
posiblemente una fase inicial de eliminacion tras la exposicion oral. Sin embargo, a partir de las
8,5 a 24 horas, la pendiente es esencialmente constante, demostrando un pico del 46% de la
concentracion de las dioxinas a las 17 horas, con lo que la vida media del BPA es larga,
encontrandose altos niveles de las dioxinas en sujetos que habian ayunado entre 8-24 horas
previas, obteniéndose niveles de las dioxinas de entre 12-80 ng/ml. Estos niveles de las dioxinas
son sustancialmente mayores que la media de 2,7 ng/ml determinada por Calafat et al (2008), y
sugieren la posibilidad de a) una importante exposicion no alimenticia a través de via no-orales
que evitan el higado y el metabolismo de primer paso intestinal (Stahlhut et al., 2009), que no
han sido identificadas en su totalidad (la tinta de las impresoras contiene las dioxinas, el papel
sin carbono usado en los recibos de las compras que esta recubierto con las dioxinas, al igual
que el papel de periodico o el papel reciclado) ni estan siendo consideradas como fuentes de
exposicion en algunos estudios de biomonitorizacion (Vandenberg et al., 2010); 0 b) una
acumulacion de las dioxinas debido a exposiciones frecuentes, que podrian dar lugar a una

bioacumulacion si las dioxinas se distribuye en los tejidos humanos liberandolo lentamente.

Por ello, para una completa evaluacion del riesgo, Vandenberg et al (2010) sugieren que
los pequefios estudios de biomonitorizacion realizados previamente se deben repetir usando
como referencia grandes poblaciones, ya que es necesario obtener multiples muestras de sangre
y orina para determinar la variabilidad de la exposicion en un cierto plazo, de semanas, meses, 0
afios probablemente, ya que son necesarios estudios de biomonitorizacion a lo largo de la vida
de una persona para confirmar los niveles de las dioxinas totales y sin conjugar en la sangre.
Estos estudios necesitan comparar niveles de exposicion en hombres y mujeres, adultos, recién

nacidos y nifios (antes y después de la pubertad), mujeres embarazadas y no embarazadas,
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individuos obesos y no obesos, poniendo especial atencion al analisis de las dioxinas totales y
sin conjugar en las poblaciones mas vulnerables (nifios y mujeres embarazadas). Ademas, son
necesarios estudios toxicocinéticos humanos de las dioxinas que empleen métodos sensibles a
través de estados fisioldgicos diversos, y de grupos de la misma edad, asi como la necesidad de
identificar todas las fuentes de exposicion y determinar la dosis diaria de las dioxinas a la que

estamos expuestos.

Ademas para la evaluacion del riesgo es muy importante el uso de las bases de datos
(http:/www.cdc.govinchs/nhanes.htm) sobre los niveles de las dioxinas y la relacion de éstos con
diversas enfermedades, asi como ejemplos los ya comentados estudios recientes de Lang y

Stahlhut en 2008 y 2010, respectivamente (Vandenberg et al., 2010).

Para finalizar, recientemente, segun informo la Comision Europea en un comunicado, el
25 de noviembre de 2010, la Unién Europea (UE) ha acordado prohibir los biberones de plastico
que lleven el componente de las dioxinas por sus posibles efectos perjudiciales para la salud de
los nifios. Expertos de los Veintisiete paises de la UE asi como del Ejecutivo comunitario, en el
marco del Comité Permanente para la Cadena Alimentaria y la Salud Animal, han adoptado esta
prohibicion, que entrard en vigor el 1 de junio de 2011. Se trata de una Decision de la Comision
Europea en base al informe realizado por la EFSA que hace que se modifique la Directiva
2002/72/EC de 6 de agosto de 2002 de la Comision Europea, relativa a los materiales y objetos

plasticos destinados a entrar en contacto con productos alimenticios.
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EL ZEBRAFISH COMO ORGANISMO MODELO

El zebrafish (Danio rerio) es un pequefio pez que pertenece a la familia Ciprinidae y al
grupo de los barbos, mas concretamente al de los danios. Fue uno de los primeros peces que se
importaron a Europa para el mercado acuariéfilo. El zebrafish tiene un tamafio de unos 4-5 cm
de largo. Los machos son delgados y con el cuerpo en forma de torpedo, con rayas
longitudinales negras y generalmente una coloracion oro en el vientre. Las hembras son mas
gruesas cuando estan cargadas con huevos y tienen poco o nada de color oro en su superficie

inferior (Wixon, 2000).

Los primeros pasos hacia el establecimiento del zebrafish como un importante modelo
para el estudio del desarrollo vertebrado fueron llevados a cabo en 1972 por George Streinsinger
en Eugene, Oregon (USA). Buscando un vertebrado en el cual poder estudiar el desarrollo
temprano, eligié al zebrafish por poseer tres importantes cualidades: la produccion de un gran
numero de huevos accesibles en los primeros estadios de su vida, la claridad Optica en el

desarrollo del pez y el genoma diploide que permitiria los estudios geneticos.
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Un organismo modelo debe ofrecer ventajas técnicas y practicas para estudiar los
principales procesos hioldgicos, sus efectos y sus mecanismos. Ademas, el organismo modelo
tiene que ser representativo para un grupo mas grande de organismos (Segner, 2009). El
zebrafish, en contraste con otros organismos modelo, los cuales pueden ser triploides o
tetraploides (lo que hace dificil el analisis genético), mantiene el estado diploide (Wixon, 2000),
ademas, debido a que la embriogénesis ocurre externamente, unido a que los embriones son
transparentes, permite la observacion al microscopio de todos los estadios de su desarrollo y
seguir con detalle las primeras divisiones celulares y la formacion de las capas embrionarias
(ectodermo, mesodermo y endodermo). El desarrollo de este organismo es rapido y a las 24
horas ya se aprecia la segmentacion del cerebro y se han formado estructuras como el tubo
neural, la notocorda, los somitas (precursores del musculo y del esqueleto), ademas de ser
visibles los eritrocitos (Wixon, 2000). A los cinco dias de desarrollo se han formado algunos
organos sensoriales como los 0jos y los oidos. Asimismo, han aparecido el corazon, el higado,
los rifiones y el pancreas, ademas de ser funcionales los sistemas circulatorio, digestivo y

nervioso (Kimmel et al., 1995).

El tiempo de generacion relativamente corto, de tres a cuatro meses es una ventaja para
los estudios cronicos o genéticos. Los descendientes pueden ser producidos continuamente y en
ndmero elevado, puesto que bajo condiciones laboratoriales, el zebrafish se reproduce durante
todo el afio (Spence et al., 2008). Generalmente, las hembras desovan una vez por semana y
generan de 50 a 200 huevos 0 mas, los cuales son fertilizados externamente. Ademas, mientras
que los embriones de los mamiferos se desarrollan en el interior del Utero, los embriones del
zebrafish se desarrollan fuera de la madre donde se pueden manipular facilmente, por ejemplo,

por exposicion en el agua o por microinyeccion en el huevo (Segner, 2009).
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En resumen, la capacidad para medir una amplia variedad de objetivos, junto con un
numero elevado de descendientes, el pequefio tamafio del embridn y su rapido desarrollo han
promovido el uso del zebrafish para grandes analisis. Estas caracteristicas hacen del zebrafish
un modelo conveniente para estudiar la base genética de enfermedades humanas, por ejemplo
enfermedades inmunes (Yoder et al., 2002), cancer (Berghmans et al., 2005), o desérdenes del

metabolismo de la glucosa (Elo et al., 2007).

El zebrafish también se ha utilizado como modelo general vertebrado en toxicologia
(Spitshergen y Kent, 2003; Hill et al., 2005; Carvan et al., 2007), asi como especie
ecotoxicoldgica para determinar diversos efectos adversos de productos quimicos en relacion
con la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion de estos peces y asi establecer criterios de

la calidad del agua (Bresch et al., 1990; Nagel, 1991).

La investigacion sobre el zebrafish ha progresado de menos de 10 publicaciones
internacionales al afio en los afios 70, a mas de 400 en los 90, unos 1000 articulos al afio a final

del siglo XX, hasta llegar a los 3500 articulos por afo en la actualidad (Houart, 2001).

El zebrafish en el anélisis de la actividad endocrina

Hasta la fecha, una gran variedad de desordenes reproductivos y del desarrollo han sido

observados en diversas especies de nuestra fauna (Tyler et al., 1998; Guillete, 2000; Vos et al.,
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2000; Edwars et al, 2006), y han sido claramente relacionados con la exposicion a

contaminantes ambientales que actian como disruptores endocrinos (EDCs).

Para estudiar el potencial de una sustancia quimica, que puede ser endocrinamente
activa, se realiza un andlisis de screening. En los estudios de EDCs frecuentemente se
seleccionan biomarcadores los cuales especifican la actividad endocrina de los productos a
analizar, por ejemplo la VTG, proteina precursora del huevo sintetizada en el higado de las
hembras de los peces bajo el control de los estrogenos. La sintesis de VTG en hembras es
fisioldgica y puede ser inducida en el higado de los machos si son tratados con compuestos
estrogénicamente activos. La VTG es inducida rapidamente, Rose et al (2002) demostraron que
en zebrafish machos se podian detectar cambios cuantificables en la VTG tras 24 horas de

exposicion a 17f estradiol.

El zebrafish también puede ser utilizado como modelo para estudiar los efectos de los
EDCs sobre procesos centrales de retroalimentacion, en la regulacion neuroendocrina gonadal
(hipotalamo-hipofisis-gonadas). Las gonadas juegan un papel clave en la sintesis de esteroides
sexuales y en su accion; la exposicion a EDCs altera la progresion de la gametogénesis, puede
causar dafio tisular, necrosis, apoptosis, hiperplasia celular e hipertrofia (van der Ven et al.,
2003). Para este tipo de screening se utilizan 2 tipos de test toxicoldgicos: los test de ciclo

completo y los de ciclo parcial.

Los test de ciclo completo tienen 2 importantes desventajas: requieren varios meses

para completarlos, con un alto coste y, no son capaces de discernir si la generacion reproductiva
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es debida a una disrupcion del desarrollo y diferenciacion sexual, 0 a una disminucion de las

capacidades reproductoras de los adultos.

Los test de ciclo parcial suelen ser mas rapidos y menos costosos para detectar efectos
de los ECDs. Existen 2 tipos de test parciales (Ankley y Johnson, 2004) y ambos han sido
llevados a cabo en el zebrafish: a) actuando sobre las capacidades reproductivas de los adultos
(Van den Belt et al., 2001; Brion et al., 2004; van der Ven et al., 2007) y b) observando el impacto
que tienen los EDCs sobre la diferenciacion sexual durante la “ventana sensitiva” de desarrollo
gonadal. Durante este periodo sensible, las génadas indiferenciadas estan bajo la influencia del
balance entre estrégenos y androgenos (Devlin y Nagahama, 2002; Piferrer y Blazquez, 2005).
Si este balance es modulado por la exposicion a EDCs exdgenos, la sefial medioambiental
puede determinar el sexo genético y generar un fenotipo sexual alterado. Esta ventana sensitiva
en el zebrafish suele ir desde la fertilizacion hasta los 60 o 70 dias postfertilizacion (Andersen et

al., 2003; Hill y Janz, 2003; Orn et al., 2003; Brion et al., 2004; Holbech et al., 2006).

Sdlo han sido publicados datos del zebrafish en cuanto a su ciclo de vida para algunos
ECDs: etinilestradiol (EE2) (Nash et al., 2004; Fenske et al., 2005; Schafers et al., 2007), BPA, 4
tert-octilfenol (Segner et al., 2003a, b) y fitosteroles (Nakari y Erkooma, 2003). En estos estudios
se ha observado que la exposicion cronica a sustancias estroégenicas en el zebrafish indujo
sintesis de VTG, crecimiento alterado, retraso en la maduracion, diferenciacion y proporcion
sexual alterada, ademas de fecundidad y éxito de fertilizacion reducida (Nash et al., 2004,

Fenske et al., 2005; Schéfers et al., 2007).
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Morfologia gonadal en el zebrafish

Ovarios

Los ovarios tienen como funcion primordial generar células femeninas u 6vulos. En
general, la mayoria de los teledsteos, entre ellos el zebrafish, poseen un ovario bilobulado,
aunque en algunas especies ambos I6bulos llegan a fundirse en un 6rgano Unico durante el

desarrollo temprano.

El ovario del zebrafish tiene una morfologia coincidente con la estructura tipica del
ovario de los teledsteos, correspondiendo al tipo cistovarico, donde la luz del ovario se prolonga

en un oviducto que termina en la papila o poro genital.

De acuerdo con el patron de desarrollo de los ovocitos, el ovario del zebrafish se
encuadraria dentro del tipo asincrénico (metacronico) ya que contiene ovocitos en todos los

estados de desarrollo, y la puesta de huevos se extiende durante todo el afio.

Los foliculos ovaricos se originan a partir del epitelio germinal y estan constituidos
por las ovogonias u ovocitos, y por otras células sométicas de funcion diversa, como las células
de la granulosa y las células de la teca, que constituyen la envoltura folicular y que presentan un

desarrollo mas 0 menos sincrdnico con las células de la linea germinal
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Zona radiata

Envuelta
vitelina

Teca

Citoplasma

OVOCITO FOLICULO

El ciclo de crecimiento de los ovocitos en el zebrafish pasa por diferentes

etapas (figura 8), tomando como base las -caracteristicas morfoldgicas mas

importantes para su identificacion, sucediendo este ciclo en un periodo de unos 10

dias.

99



REVISION BIBLIGRAFICA

|. Estado primatia de crecimienta II. Estado caorical alveaolar

I, ¥itelogenesis

(O-6)—

W, Foliculo atrésico [v. Maduracion del oocito

. Diferentes etapas del desarrollo folicular (modificado de Clelland et al., 2007).

El crecimiento del ovocito se clasifica en diferentes fases que van a

conformar los diferentes foliculos ovaricos existentes.

Fase |. Estado de crecimiento primario

Esta fase se corresponde con el crecimiento primario del ovocito. El ovocito

de menor grado de desarrollo encontrado es denominado ovocito con cromatina y
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nucleolo. Los ovocitos empiezan a aumentar de tamafio y comienzan a formarse los

foliculos.

Se distingue por presentar poco citoplasma, fuertemente baséfilo vy
dispuesto de forma homogénea. El nucleo es grande y esférico y en su interior se
encuentran los nucleolos. En la periferia del ovocito se encuentra en contacto con las
futuras células foliculares y las envueltas tipicas del foliculo, las cuales en esta fase

aun no se distingue.

Fase II. Estado cortical alveolar

Durante este periodo, aparecen los alveolos corticales, que dan nombre a
esta segunda fase. Son unas vesiculas esféricas compuestas de mucopolisacéaridos y
glicoproteinas, que forman un anillo alrededor del ndcleo y liberan su contenido al
espacio perivitelino en el momento de la fecundacién. Los ovocitos primarios, antes de
iniciarse la etapa de vitelogénesis, experimentan una serie de transformaciones que
afectan al ndcleo, al nucleolo y al citoplasma: el ovocito comienza un periodo de
crecimiento y aparecen multiples nucleolos que suelen situarse en la periferia del

nucleo (estado perinucleolar).

Fase lll. Vitelogénesis

La fase de vitelogénesis esta caracterizada por la acumulacion de material de

reserva en forma de vitelo. El crecimiento del ovocito implica la captacion de los
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derivados de una glicolipofosfoproteina formada en el higado en respuesta a los
estrogenos endogenos, la VTG, y su incorporacion en los granulos de vitelo. La VTG
llega a la superficie del foliculo y atraviesa la envoltura folicular y la membrana
plasmatica del ovocito, llegando hasta el citoplasma. Los granulos de vitelo van a ir
aumentando progresivamente en numero y tamafo, hasta ocupar totalmente el
citoplasma. La vitelogénesis es el principal evento responsable del enorme crecimiento
del oocito. Los oocitos deben alcanzar un cierto valor minimo antes de entrar en el

desarrollo vitelogénico y la absorcion de la VTG.

Fase IV. Maduracion del ovocito

Esta fase representa la fase final de formacion y maduracion de los foliculos
ovaricos. La maduracion del ovocito tiene lugar antes de la ovulacién. El primer suceso
indicativo de la maduracion es la migracion del nucleo o vesicula germinal hacia el
polo animal. A continuacion, tiene lugar la ruptura de la vesicula germinal, la
condensacion de los cromosomas y la emision del primer corplsculo polar. Los
granulos de vitelo y las vacuolas lipidicas sufren coalescencia. Como consecuencia de
todos estos fenémenos, el ovocito adquiere un aspecto translicido. Previo a la
ovulacion, las conexiones microvellosas entre el oocito y las células de la granulosa se
rompen, una serie de enzimas digieren la capa folicular y la contraccion del foliculo
permite la liberacion del ovocito. Por lo tanto, la ovulacién es la liberacion del ovocito al

lumen del ovario, y supone la separacion del 6vulo de la envuelta folicular.

Fase V. Fase de atresia
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La fase de atresia supone la degeneracién y absorcién de los ovocitos en
cualquiera de las fases de su desarrollo. La atresia es un proceso que ocurre de forma
natural en el ovario, aunque también puede estar provocado o amplificado por estrés

ambiental o por deficiencias hormonales.

Se trata de un fendomeno fisioldgico en el ovario de animales vertebrados bajo
condiciones naturales y experimentales (Saidapur, 1978), aunque se da en un bajo
porcentaje de foliculos. Este mecanismo es un proceso muy regulado y esencial para
el mantenimiento de la homeostasis ovarica; en peces se ve generalmente al final de
cada ciclo reproductivo (Krysko et al., 2008). En los foliculos atrésicos el contenido
celular se reabsorbe y las células foliculares se colapsan, formandose una masa

celular que terminard por desaparecer del ovario.

En relacién a su presentacién, los foliculos atrésicos es mas comdn que se
produzcan en foliculos que se encuentran en la ultima fase vitelogénica o en la fase
correspondiente a la maduracion /ovulacién y, aunque de forma mas improbable,
también pueden afectar a foliculos no maduros que se encuentren en las primeras

fases de division y crecimiento (OECD, 2009).

La formacién del ovario de los peces varia en general con el de los
mamiferos en la constitucién de los ovocitos, sin embargo, para su exposicion, son

numerosos los autores que plantean las diferentes fases en cinco foliculos ovaricos:

- Primordiales (estado de crecimiento primario)

- En transformacién (estado alveolar cortical)
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- En crecimiento (fase de vitelogénesis)
- Maduros (fase de maduracion del ovocito)

- Atrésicos (fase de atresia).
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Material y métodos

Para el presente estudio se utilizaron 120 zebrafish (Danio rerio) hembras, de
unas 16 semanas de edad, con un peso medio de 0,568+0,139 gramos y una longitud
media de 4,173+0,239 centimetros, en buen estado de salud y libres de

malformaciones.
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El procedimiento experimental se realizd en el Servicio Centralizado de Animales
de Experimentacion de la Universidad de Cérdoba, centro registrado como
establecimiento de cria, suministrador y usuario de animales de experimentacion y
otros fines cientificos cumpliendo con el Real Decreto 199/2005 de 20 septiembre y
siguiendo en todo momento las directrices del Real Decreto 1201/2005 de 10 de
octubre sobre proteccién de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, asi como la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 22 de septiembre de 2010, relativa a la protecciéon de los animales utilizados para

fines cientificos.

Previamente a la experiencia, los peces se sometieron durante 2 semanas a un
periodo de aclimatacion en condiciones idénticas a las que posteriormente utilizaremos
en nuestra experiencia (pH: 7-8; temperatura del agua: 26+1° C; dureza: 50-250 mg
CaCQ:.,). El fotoperiodo utilizado para los peces fue de 16 horas luz: 8 horas oscuridad.
Durante toda su estancia los animales fueron alimentados 2 veces al dia, por la
mafiana y por la tarde (Supervit® minigranulado compuesto de: pescado y
subproductos de pescado, cereales, extractos de proteinas vegetales, moluscos y
crustaceos, carnes y subproductos animales, levaduras, subproductos de origen
vegetal, algas, aceites y grasas, sustancias minerales, vitamina A6 500 IU/kg, vitamina
E 190 mg/kg, proteina bruta 48%, materias grasas brutas 8,5%, celulosa bruta 3,5%,

cenizas brutas 10,5% y humedad 8%).

Antes del inicio de la experiencia, los peces fueron separados por sexos, el
sexaje se realiz6 mediante las caracteristicas fenotipicas especificas. El zebrafish

hembra posee un abdomen mas abultado y redondeado y carece de un tinte rojizo a lo largo de
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zebrafish hembra

Una vez realizado el sexaje, los animales se introdujeron al azar en acuarios de
25 litros en 5 grupos 12 y 12 hembras a diferentes concentraciones de dioxina, grupo
control, 1, 10, 100 y 1000 pg/l (tabla 4). Las condiciones a las que se encontraba el
agua de estos acuarios era la misma a la utilizada en el periodo de aclimatacion, para

evitar cualquier tipo de estrés o cambio de comportamiento.

La dioxina (Sigma Aldrich®, St. Luis, EE.UU.) se les administr6 a los animales
disuelto en el agua, durante 14 dias siguiendo las directrices de la OECD
(Organizacion para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econdmico) nimero 204: "Fish,
Prolonged Toxicity Test: 14-day Study" a través de un flujo continuo regulado por
bombas peristélticas programadas (GHL® EL09819) que renovaban a intervalos
regulares de tiempo (10-12 renovaciones/dia) la solucién formada por la dioxina y el

agua. Distribucion de los peces en los acuarios.
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1 CONTROL 12 12 24
2 1lpg/l D 12 12 24
3 10 pg/l D 12 12 24
4 100 pg/l D 12 12 24
5 1000 pg/l D 12 12 24

Los acuarios contaban en su interior con un filtro interno (Eheim modelo Pick Up
2006-02%) que mediante un motor, aspiraba el agua y la transportaba a través de una
esponja filtrante, para a continuacion el agua limpia volver a ser conducida al interior
de la pecera a través de un difusor ajustable; ademas, en cada acuario colocamos un
termémetro de cristal con ventosa (Ica ka 21®), para controlar la temperatura, y un
aireador (Sonic silent powerful 9905®) que consistid en un sistema que producia
burbujas por medio de un motor, que distribuye de manera uniforme el oxigeno,
mejorando la captacién de éste por parte de los peces y facilitAndoles el intercambio

gaseoso (figura 11).
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Acuario de peces con el filtro interno y el aireador.

Con el fin de asegurarnos de que las concentraciones de dioxinas no variaban a
lo largo del experimento, se tomaron diariamente y siempre a la misma hora, muestras
de los acuarios, las cuales se congelaron para realizar posteriormente la medicion de
los niveles de dioxina en el agua mediante la técnica LC-MS/MS (cromatografia liquida

acoplada a la espectrometria de masas).

Después de las 2 semanas de exposicién, todos los animales fueron
eutanasiados segun las recomendaciones de FELASA (Federacion de Asociaciones
Europeas de las Ciencias del Animal de Laboratorio), con una solucion del anestésico

MS-222° (tricaina metano sulfonato, CAS: 886-86-2) a una concentraciéon de 100-500
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mg/l y bicarbonato sédico (NaHCO; CAS: 144-55-8) a una concentracion de 300 mg/I
para reducir la irritacion de las membranas mucosas y el dafio tisular que pudiera
producir el MS-222. Se sexaron, se midi6 la longitud y se pesaron, e inmediatamente
se diseccionaron 6 y 6 hembras de las que se extrajeron las gbénadas para su estudio

histopatologico y morfométrico.

El resto de peces, tras el sacrificio, fueron macerados por lote y por sexo para el
posterior estudio de la dioxina mediante la técnica LC-MS/MS, y de la VTG mediante
un kit inmunoenzimatico ELISA. El macerado del cuerpo entero de los peces se realizo
con un homogeneizador (Ribolyser®) a 10.000 G en tubos de 1 ml con bolas de
cerdmica, utilizando una proporcion peso del pez: volumen (50 mM Tris-HCl ph 7,4 y
1% de la proteasa inhibidora (P 8340 Sigma-Aldrich®, MO, USA)) de 1:2. La proteasa
inhibidora fue utilizada sélo en el caso de la determinacion de VTG y no en la
determinacion de BPA, para evitar la degradacibn de esta proteina. Para la
determinacion de la VTG, el homogeneizado fue centrifugado en la centrifuga
(Eppendorf Microfuge 5404®) durante 20 segundos, a 3.500 revoluciones por minuto,
recogiendo posteriormente el sobrenadante en tubos eppendorf. Tanto para la
determinacion del dioxina como para la determinacion de VTG, las muestras
procedentes del homogeneizado del cuerpo entero de los peces fueron congeladas a -

80°C.

El andlisis de las dioxinas se llevé a cabo sobre las muestras del cuerpo
entero de los zebrafish, que fueron descongeladas previamente a realizar
determinacion de los niveles de dioxinas. Paralelamente a las muestras y para cada

lote se preparo:
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Blanco de reactivos: compuestos por 0,5 ml de H,O ultrapura (mili

Q), 6 ml de acido nitrico y 1 ml de H,0,.

Muestras a analizar: se tom6 1 gramo de pez homogenizado.

Muestra adicionada a 5 ppb: Se tomé 1 gramo de una muestra
Control negativa y se afiadieron 50 ul de la solucién de 0,1 ppm de

Dioxina. Muestra adicionada a nivel de 5 ppb.

Muestra adicionada a 10 ppb: Se tomé 1 gramo de una muestra
Control negativa y se afiadieronn 10 pl de la solucién de 1 ppm de

Dioxina. Muestra adicionada a nivel de 10 ppb.

Muestra adicionada a 25 ppb: Se tomé 1 gramo de una muestra
Control negativa y se afiadieron 25 ul de la solucién de 1 ppm de

Dioxina. Muestra adicionada a nivel de 25 ppb.

Muestra adicionada a 50 ppb: Se tomé 1 gramo de una muestra
Control negativa y se afiadieron 50 ul de la solucién de 1 ppm de

Dioxina. Muestra adicionada a nivel de 50 ppb.

Afadir a todos los puntos de la serie de trabajo 25 ul de la

solucion de 1 p.p.m. de dioxina.
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Una vez preparados el blanco y las muestras adicionadas podemos distinguir tres
etapas en la realizacion de la deteccion del dioxina: extraccion, purificacion y

deteccion.

a) Extraccion
- Anadimos 100 pl de tampén acetato sédico 2M pH 4,8 y 25 i
de B-glucuronidasa a cada una de las muestras y elementos de la

serie de trabajo.

- Incubamos en estufa a 40 + 5°C durante al menos 150 minutos.

Enfriar, afiadir 2 ml de agua reactiva tipo |, agitar y centrifugar a

3000 rpm durante 10 minutos.

- Tomar el sobrenadante.

b) Purificacion

- Activar el cartucho de extraccion en fase sélida de Oasis HLB

con3 mlde metanol y 3 ml de agua calidad reactiva tipo |.

- Pasar la muestra (sobrenadante) por el cartucho.

- Lavar el cartucho con 3 ml de de la solucién de (2% de acido

férmico en agua) 50 %/metanol 50 %.

- Reequilibrar con 3 ml x 2 de agua calidad reactiva tipo I.

- Lavar con 3 ml de la solucién (4% de hidroxido amonico) 90
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%/ metanol 10 %.

- Pasar 6 ml de agua calidad reactiva tipo | (3 ml x 2).

- Secar bien con N, para eliminar el agua.

- Acondicionar el cartucho bondelut NH, con 3 ml de metanol (1 x

3 ml).

- Acoplar los cartuchos oasis hlb reservados con los cartuchos

isolute ya acondicionados (hlb sobre isolute).

- Eluir con 3 ml de metanol (1ml x 3).

- Evaporar los 3 ml de metanol en el TurboVap y llevar a

sequedad a48 +5°C.

- Disolver el residuo de evaporacion con 200 microlitros de
acetonitrilo/agua (10/90) y filtrar a través del filtro de 0.45 um y

transferirlo a viales.

c) Deteccion por LC-MS/MS

El sistema cromatografico, debe ser capaz de visualizar la

solucién patrén de 50 ppb con una relacion sefal/ruido = 3 para

la transicion.

- Condiciones instrumentales
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Cromatégrafo liquido:

1) Temperatura del horno de columna: 40° C.
2) Flujo: 0,2 ml/min.
3) Volumen de inyeccion: 20 pl.

4) Fase movil: Gradiente.

Tiempo % A % B
0,00 90 10
0,40 90 10
5,00 50 50

13,00 50 50
14,00 20 80
18,00 20 80
18,01 90 10

21 90 10

Condiciones del espectrometro de masas:

5) lonizacion negativa.

6) Detector 1400 V.

7) Gas de secado: 350° C.

8) Presion del gas de secado: 30 psi.

9) Presion del CID: 2-2,1 psi.

10) Housing: 60 ° C.

11) Manifold: 42 ° C.

12) Método de MS-MS: Se trabaja en modo MRM en un

s6lo segmento en las siguientes condiciones:
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_ Voltaje de o Energiade
Analito ] Transicion o
capilar colision
o - 108V 227 > 132 24.0 Volts
dioxina
- 108V 227 > 211 18.0 Volts
- 112V 241 > 142 26.5 Volts
dioxina— d16
- 112V 241 > 222 20.0 Volts

Se realiz6 una curva de calibrado correspondiente a 5, 10, 25, 50
ppb. La ecuacion de la curva es y=ax+b. Siendo:
X= Concentracion (ppb) del bisfenol manteniendo fija la
concentracion de bisfenol-d16.
Y= Relacion entre el &rea del bisfenol correspondiente a la
transicion 227>132, y el bisfenol-d16 correspondiente a la

transicion 241>142.

La concentracion final en la muestra en el caso de dos 0 mas replicados sera
la media de la concentracion de los replicados debiendo tener un C.V. <2 x 32
%. La concentracion obtenida en la muestra, debera estar dentro de los

margenes de la curva de calibrado.

El analisis de la dioxina en el agua, se llevd a cabo sobre muestras
de 20 ml de agua recogidas diariamente de los acuarios en los que se
encontraban los peces. Las muestras se mantuvieron en congelacion hasta

su analisis, atemperandose antes de empezar el analisis.
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Se utilizaron diversos reactivos, patrones quimicos asi como material
de referencia. Paralelamente, se prepararon unas muestras adicionadas
segun se describe a continuacion. Se prepararon en tubos eppendorf y se

pasaron a los viales de microinyeccion del cromatografo.

- Muestras a analizar: se tomaron 940 pl de agua + 10 pl

de amoniaco al 0,1 % en agua.

- Muestra adicionada a 1 ppb: Se tomaron 940 pl
amoniaco al 0,1 % en agua y se afiadieron 10 pl de la
solucion de 0,1 ppm de dioxina. Muestra adicionada a

nivel de 1 ppb.

- Muestra adicionada a 10 ppb: Se tomaron 850 pl de
amoniaco al 0,1 % en agua y se afiadieron 100 pl de la
solucion de 0,1 ppm de bisfenol. Muestra adicionada a

nivel de 10 ppb.

- Muestra adicionada a 25 ppb: Se tomaron 700 pl
amoniaco al 0,1 % en agua y se afadieron 250 pl de la
solucion de 0,1 ppm de dioxinas. Muestra adicionada a

nivel de 25 ppb.

- Muestra adicionada a 50 ppb: Se tomaron 900 ul de
amoniaco al 0,1 % en agua y se afaden 50 pl de la solucion

de 1 ppm de dioxinas. Muestra adicionada a nivel de 50 ppb.

- Muestra adicionada a 100 ppb: Se tomaron 850 pl
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amoniaco al 0,1 % en agua y se afiadieron 100 pl de la
solucién de 1 ppm de dioxinas. Muestra adicionada a nivel de

100 ppb.

- Afadir a todos los puntos de la serie de trabajo 50 pl

de la solucion de 1 p.p.m. de dioxinas-d16

La fase de deteccién por medio de la técnica LC-MS/MS es similar a la
realizada para la detecciéon de las dioxinas en las muestras del homogeneizado
de los

peces..

Para determinar cuantitativamente la VTG se utiliz6 un ensayo inmunoenzimatico
ELISA (zebrafish vitellogenin kit ELISA® nimero V01008402, laboratorios Biosense, en
Bergen, Noruega) especifico para el zebrafish. Este ELISA esta optimizado para el
andlisis de las muestras del homogeneizado del cuerpo entero, aunque también puede

utilizarse en otros tipos de muestra como el plasma sanguineo.

Para la realizacion de la determinacion de la VTG, previamente se
descongelaron los tubos eppendorf que estaban a -80° C y, que contenian el
sobrenadante procedente del macerado de los peces que habiamos realizado tras el

sacrificio. Debido a la inestabilidad de la molécula de VTG, durante toda la realizacion
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de la técnica ELISA, tanto las muestras de homogeneizado de los peces como la VTG

patrén, estuvieron mantenidas en hielo picado.

En la determinacién de la VTG se utilizo:

A) Una microplaca pretratada de 96 pocillos

B) 2 tabletas de PBS (fosfato buffer salino)

C) 1 tableta de PBS/Tween

D) 2 gramos de suero bovino de albumina (BSA)
E) 1 vial que contiene el anticuerpo revelador

F) 1 vial que contiene el anticuerpo secundario
G) 1 tableta del sustrato OPD-peroxidasa

H) 1 vial del patrén de la VTG de zebrafish

e Preparacion de los buffers/reactivos

En primer lugar se prepard la dilucién buffer que contenia PBS (fosfato
buffer salino) y suero bovino albdmina al 1%, contenidos ambos en el kit, en un
volumen de 100 ml de agua, y permaneciendo almacenado en refrigeracion

hasta su uso. Después se preparo el buffer lavador (PBS 0,05% Tween-20) el
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cual se diluy6é en un volumen de 1 litro de agua destilada refrigerdndolo hasta

Su uso.

e Preparacion de las diluciones de las muestras vy los patrones

1) Se realizo la solucion del patrén de VTG, disolviendo el contenido de
un vial de VTG patron de zebrafish en un volumen de 1 ml de la dilucién buffer
(solucion stock). Posteriormente se realizaron por duplicado una serie de
diluciones para asi poder establecer la recta patrén. Se prepard la primera
dilucién de la recta patrén diluyendo 50 pl de la solucién stock en un volumen
apropiado de dilucion buffer consiguiéndose asi una solucién de 125 ng de VTG
de zebrafish/ml. La serie patrén incluyé 11 diluciones mas, hasta finalizar con

una concentracion de 0,12 ng de VTG de zebrafish/ml.

2) Se hicieron las diluciones de las muestras homogeneizadas, tal y como
recomendaba la técnica ELISA, dado el amplio rango de niveles de VTG
encontrados en los estudios experimentales, se realizaron tres diluciones
diferentes de cada muestra. Las diluciones fueron 1: 500 (afiadiendo 5 pl de
muestra y 2495 pul de dilucion buffer), 1: 30.000 (afiadiendo 10 ul de la dilucién 1:
500 a 590 pl de dilucion buffer) y 1: 1.800.000 (afiadiendo 10 pl de la dilucion 1:

30.000 a 590 pl de la dilucién buffer).
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La disposicion del control negativo, el patron de VTG y las muestras en la

microplaca fue la siguiente:

NSB S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

NSB S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

PL P2 P3 |PL P2 P3 |P1 P2 P3

P4 P5 P6 |P1L P2 P3 |P1L P2 P3

P1 P12 P3

P1 P2 P3

Disposicién del control, el patrén y las muestras en las microplaca.

NSB: Control S1-S11: Diluciones patrones 1-11 (0,12-125 ng/ml VTG)
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La adicion de las alicuotas en la placa se realizé afiadiendo 100 pl de la
dilucién buffer a los dos pocillos control (NSB), 100 ul por duplicado de cada
dilucién del patron de VTG de zebrafish, 100 pl por duplicado de cada dilucion
de las muestras, después se incubd la placa en la oscuridad a temperatura

ambiente durante 1 hora.

e Incubacion del anticuerpo revelador

Se realiz6 una dilucién 1: 350 del anticuerpo revelador, afiadiendo 31 pl
a 11 ml de la dilucion buffer. A continuacion, lavamos la placa 3 veces
consecutivas utilizando en cada lavado 100 pl de la diluciéon buffer, la cual
habiamos preparado al comienzo de la técnica, utilizando para ello un lavador
de microplacas (Dynex ultra wash plus®, figura 12). Por Gltimo, se afiadié 100 pl
de la diluciéon del anticuerpo revelador a todos los pocillos, tras lo cual se

incubd la placa en la oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora.
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. Lavador de microplacas.

e Incubacién del anticuerpo secundario

Se realiz6 una dilucién 1: 2.000 del anticuerpo secundario afiadiendo 6
pl a 12 ml de dilucién buffer. Se lavé de nuevo la placa con 300 ul de buffer de
lavado. Se afiadieron 100 pl de la dilucién del anticuerpo secundario a todos los
pocillos, volviendo a incubar la placa en la oscuridad a temperatura ambiente

durante 1 hora.
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e Visualizacién de la placa

Finalmente, para terminar la técnica, se prepard la solucién sustrato
(OPD-peroxidasa®), contenida en el kit. Lavamos la placa 5 veces consecutivas
utilizando en cada lavado 100 pl de la dilucion buffer. A continuacion, afiadimos
100 pl de la solucion sustrato a todos los pocillos e incubamos en la oscuridad
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Finalmente, afiadimos 50 pl de
acido sulfarico en todos los pocillos para detener la reaccion, y tras 5 minutos
de incubacion leimos la absorbancia a 492 nm en el lector de microplacas

(Asys Expert 96°, figura 13).

Al et

/ - o |
// /// EXPERT 96

Lector de microplacas.
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El lector de microplacas nos dio un valor de absorbancia por cada pocillo de la
placa, y estos valores son los que, posteriormente, utilizamos para realizar los

siguientes calculos:

e Preparacion de la recta patrén

Para determinar el rango de absorbancias con el que ibamos a realizar

la recta patron, tuvimos en cuenta que:

b) El coeficiente de correlacion (R?) de nuestra recta de regresion
debia ser siempre mayor de 0,990. Si el valor de (R?) era menor de
0,990, excluimos los puntos que se salian de la recta, hasta
obtener un valor de (R?) superior a 0,990.

c) Los puntos que se desviaban claramente de la recta de regresion,
no se incluyeron, incluso si el valor de (R?) estaba por encima de
0,990.

d) Los puntos con valores de absorbancia que se encontraron por

debajo de 0,020, no se incluyeron en la recta de regresion.
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Calculo de las concentraciones de VTG en las muestras

Para calcular las concentraciones de VTG, soOlo tomamos las diluciones
con valores de absorbancia que entraban dentro de nuestro rango de
trabajo de la recta patrén. Si mas de una dilucion de una misma muestra
cumpliera este requisito, habria que calcular la media de la absorbancia
de VTG de cada una y multiplicar por el correspondiente factor de
dilucién. El kit también recomendaba que si la media de todas las
diluciones de una muestra se salian del rango de trabajo de nuestra
recta patrén, esa muestra deberia ser analizada de nuevo, pero no fue
nuestro caso, ya que en todas las muestras que analizamos, al menos
una de las 3 diluciones realizadas entraba dentro de nuestra recta

patron.

Posteriormente aplicamos la férmula y=ax+b, calculandose los valores
de las concentraciones que se correspondian con las absorbancias
seleccionadas, obteniendo asi la concentracién de VTG de cada
muestra correspondiente a un acuario expuesto a una determinada

concentracion de dioxinas.

125



MATERIAL Y METODOS

Estudio histopatol6gico estructural y ultraestructural

Tras el sacrificio, las gbnadas de 3 machos y 3 hembras de cada lote al azar, se
incluyeron para estudiar la histopatologia al microscopio 6ptico y la morfometria y las

gonadas de 3 machos y 3 hembras se procesaron para el estudio histopatoldgico

Mediante microscopia electrénica y morfométrica.

Microscopio Optico

Las muestras de las gonadas seleccionadas fueron fijadas en
formaldehido tamponado al 10% a temperatura ambiente, se deshidrataron en

escala ascendente de etanol y fueron incluidos en parafina.

Las primeras secciones de cada bloque (4 um) fueron tefiidas con
hematoxilina/eosina para su estudio morfométrico e histopatolégico. Los cortes

fueron observados y fotografiados en un fotomicroscopio Leitz Ortholux.

Microscopio electronico

Pequefias muestras de las gonadas fueron fijadas en glutaldehido al 2% en
solucion 0,1 M de buffer fosfato (pH 7,4) a 4 °C durante toda la noche v,

posteriormente refijadas en tetréxido de osmio en solucion 0,1 M de buffer fosfato (pH
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7.4) durante 30 minutos. Después de la deshidratacion en escala ascendente de
alcoholes e inclusién en Araldita, los cortes semifinos y ultrafinos se realizaron en un
ultramicrotomo LKB. Los cortes semifinos se tifieron con azul de toluidina, mientras
gue en los cortes ultrafinos se realizd doble tincion con acetato de uranilo y citrato de
plomo. Los cortes para el estudio ultraestructural fueron estudiados y fotografiados en

un microscopio electronico de transmisién Philips CM10.

Procedimientos morfométricos vy estereolégicos

El estudio cuantitativo se llevé a cabo mediante un sistema de andlisis de
imagen constituido por un microscopio triocular Leitz Ortholux conectado con un
sistema informatico digitalizador de imagenes por medio de una camara de video

SONY SSC-C370P® vy utilizando el programa informatico Visilog 5*

Los cortes histolégicos de cada espécimen fueron muestreados de forma
sistemética para seleccionar las imagenes microscépicas que fueron digitalizadas con
objetivos de 10x (N.A. 0,25) y 40x (N.A. 0,70). En cada seccion se capturaron una
media de 7 campos, lo que teniendo en cuenta el nUmero medio de secciones por

animal (4), contabilizaron una media de 28 campos capturados por érgano.

Estimaciones morfométricas nucleares

Los parametros morfométricos incluyeron datos sobre el tamafio de los nucleos

de las poblaciones celulares de interés (figura 16). Las estimaciones se realizaron

trazando los perfiles de los nucleos a estudiar mediante el cursor del sistema de
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analisis. Los datos morfométricos comprendieron los valores sobre los diametros

maximo, minimo y medio, asi como los factores de forma siguientes:

FFELL (diametro minimo / diametro maximo) con los valores de 1,00 para el

circulo y < 1,00 para las estructuras elipticas.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa estadistico
Statgraphic (Centurién XVI®), a través de diferentes pruebas estadisticas y gréficas.
Para ver si existian diferencias significativas entre las medias se usé la prueba- F en la
tabla ANOVA. Las Pruebas de Multiples Rangos se utilizaron para comprobar si las
medias son significativamente diferentes unas de otras, usando el método de LSD de
Fisher para discriminar entre las medias. Los resultados se expresan como media +

desviacion tipica y un valor de p<0,05 fue considerado significativo.
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Resultados

Tras las 2 semanas de exposicion a la dioxina, todos los peces presentaban un
aspecto externo normal, no mostraron variaciones en su tamafo, no se observaron
cambios en el comportamiento natatorio ni en la ingesta de la comida. No se produjo
mortalidad en ninguno de los acuarios, de la misma forma que no existieron
diferencias significativas en los valores medios de peso y longitud de los peces al

terminar la experiencia.
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Las concentraciones de dioxina en el agua de los diferentes acuarios se
mantuvieron practicamente constantes durante toda la experiencia, con una variacion

del 10% en relacién a las concentraciones basales de dioxina.

Determinacion de dioxina en los peces

Los valores de dioxina obtenidos en los peces aparecen recogidas en la tabla 6

donde se muestran los niveles obtenidos para cada lote.

Concentracion dioxina )
Concentracion BPA en
en
) N° peces los peces (ug/l)
el acuario (ug/l)
CONTROL 6 Nd
1 pg/l BPA 6 0,0465+0,005
10 pg/l BPA 6 0,071+0,0152
100 pg/l BPA 6 0,57+0,0340

130



RESULTADOS

1000 pg/l BPA 6 29,5617+4,076

nd: no detectable

Medias y desviaciones tipicas de las diferentes concentraciones de dioxina

en los zebrafish expuestos a las distintas concentraciones en los acuarios.

En los peces expuestos se obtuvieron valores de dioxina frente al lote control
en el que no se detect6 presencia del mismo. Los valores obtenidos de dioxina en los
peces estan correlacionados con la concentracion de dioxina en el agua a la que
estaban expuestos. La funciébn que mejor los representa es una exponencial cuya

férmula esta incluida en la grafica.
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38 -

18- s

Concentracion BPA (ug/l)

. T T 1 1

T Lote 1ug/l Lote 10ug/l Lote 100ug/l Lote 1000ug/l

Medias de las diferentes concentraciones de dioxina en los acuarios.

Existe una correlacion entre los niveles de dioxina determinados en los peces,

y la concentracidn de dioxina a la que fueron expuestos.
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Al realizar la prueba F en la tabla ANOVA, obtenemos un valor de p<0,05, por
lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias con un

nivel del 95 % de confianza.

Al realizar la comparacion mdultiple entre los lotes, observamos que no existen
diferencias significativas al comparar entre ellos los lotes 1, 10 y 100 pg/l de dioxina,
mientras que si existen diferencias estadisticamente significativas de cada uno de
ellos al compararlo con el dltimo lote de estudio (1000 pg/l). Ademas existieron

diferencias estadisticamente significativas entre los 4 lotes tratados y el control.

ns: diferencias no significativas al comparar ambos lotes
*. diferencias significativas al comparar ambos lotes

Comparacion multiple entre los diferentes lotes de estudio v significacion de las mismas.
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Control | Lote 1 ug/l | Lote 10 ug/l | Lote 100 pg/l | Lote 1000 ug/l
Control * * * *
Lote 1 pg/l * ns ns *
Lote 10 pg/l * ns ns *
Lote 100 pg/l * ns ns *

Lote 1000 pg/I

Determinacién de vitelogenina en los peces

Al realizar la lectura de la placa en el lector, nos proporcioné una imagen que se

tradujo en unos valores de absorbancia por pocillo.

Para realizar el célculo de las concentraciones de VTG en las muestras, en primer

lugar tomamos los datos de absorbancia obtenidos de los pocillos S1-S11 de la

microplaca y calculamos la concentraciéon (tabla 8) para asi poder realizar la recta

patrén del analisis.

Concentracién de VTG patrén y sus correspondientes valores de absorbancia.
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125 62,5 31,3 15,6 7,81 391 | 1,95 0,98 0,49 | 0,24 | 0,12

CONCENTRACION VTG PATRON (ng/g)

Las concentraciones obtenidas de VTG de las muestras de peces, se

obtuvieron tomando los valores de las absorbancias de la microplaca que se hallaron

. N

2 y =0,0562x - 0,0033

18 R=1

1,6 A

1,4 /

1,2 / )
' / ¢ Seriel

—Lineal (Seriel)
0,8
0,6 ~

0,4 1
0,2

Absorbancia
'_\

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion VTG (ng/g)
N J

Representacion de la recta de regresion patron (concentracion vs absorbancia).

mediante la ecuacion que aparece en la recta patron y=0,0562x-0,0033, donde y=valor
de absorbancia; x= concentracion de VTG (ng/g), aplicando ésta obtuvimos los valores
de concentracion de VTG en las muestras de peces segln sexo y concentracion de

dioxina a la que habian sido expuesto.
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CONCENTRACION VTG (ng/g)
LOTE HEMBRAS 1 HEMBRAS 2
Control 446,42 21.133,93
1 pg/l BPA 1.875,00 4.676.785,60
10 pg/l BPA 5.892,85 8.308.928,50
100 pg/l BPA 755.357,04 9.321.428,50
1000 pg/l BPA 1.189.285,60 11.925.000,00

Concentracién de VTG (ng/g) segun sexo del pez en funcion de la concentracion de dioxina

a la que han sido expuestos.
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Estudio histopatoldégico y morfométrico

En las observaciones macroscopicas de los ovarios realizadas en la
necropsia de los peces, se aprecia un aspecto aparentemente normal de estas, tanto

en el lote control como en los lotes tratados.
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Ovarios

Lote control.

Se trata de un 6rgano hueco, que presenta una cavidad central o luz, cuyo
tamafio varia segun la fase del ciclo ovarico. El ovario estd formado por un tejido de
soporte o estroma ovarico y células de diversos tipos, recubierto de una membrana
serosa peritoneal que constituye el epitelio germinal y en cuyo tejido conjuntivo laxo

aparecen vasos sanguineos y terminales nerviosos, asi como tejido adiposo.

Bajo la capa serosa se encuentra la tunica albuginea formada por tejido
conjuntivo denso, y un manto muscular liso constituido por dos capas, una externa
longitudinal y una interna mas gruesa y circular. De esta capa muscular parten haces
de tejido conjuntivo laxo, que se entremezclan con fibras musculares lisas hacia el
interior de ovario, separando las diferentes lamelas ovéricas. Las lamelas ovaricas son
pliegues del estroma que se proyectan hacia la luz del ovario, recubiertas por un

epitelio simple plano.

El parénquima del ovario correspondiente al grupo control, estudiados al
microscopio optico y electronico, muestra imagenes de un amplio desarrollo de sus
foliculos, exhibiendo una distribucion correcta de todos sus elementos. En este grupo
control, el intersticio mostré las imagenes tipicas de este componente tisular en la
especie que estamos estudiando, con presencia de abundantes células conectivas y

vasos sanguineos.
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Foliculos primordiales.

El foliculo primordial es la primera fase de la evolucion folicular del
ovocito y esta integrado por el ovocito recubierto por una capa Unica de células
foliculares planas, que establecen un epitelio simple plano rodeado por una nitida

membrana basal.

El ovocito integrante del foliculo primordial tiene un nucleo esférico,
vesiculoso y de gran tamafio, de situacion excéntrica con respecto al citoplasma y un
nucleolo muy desarrollado. El citoplasma de los ovocitos tiene una basofilia muy

intensa, que al electrénico muestra una imagen de una fortisima densidad electrénica.

Los ovocitos tienen un citoplasma homogéneo y muy basdfilo.
Destacamos los nucleos, que poseen un gran tamafio, ocupando la mayor parte del
citoplasma, apreciandose unos nucleolos patentes. La densidad electrénica disminuye,

destacandose los numerosos nucléolos pequefios y de alta densidad-

Foliculos en transformacién

El paso de un foliculo primordial a un foliculo en transformacion, implica una
serie de cambios en el ovocito, en el epitelio folicular y en el tejido conectivo que lo
rodea. El inicio del desarrollo viene marcado por un notable aumento en el tamafio del
ovocito en relacion a los foliculos primordiales, ya que esta comenzando un periodo de

crecimiento que va a implicar al nucleo, al nucleolo y al citoplasma, acompafado por la
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transformacion de las células epiteliales foliculares desde su forma plana a células

cubicas.

También se producen otra serie de cambios. En las zonas periféricas del
citoplasma del ovocito, aparecen las vesiculas vitelinas, 1o que hace que el nlcleo se
comprima en la zona central, éste es de un tamafio aun méas evidente que en los
foliculos primordiales, tiene los contornos ondulados y posee una cromatina
homogénea y de menor basofilia que el citoplasma. El nimero y tamafio de los
nucleolos se incrementa, aumentado su basofilia y situandose en la periferia del

nucleo (estado perinucleolar).

Las vesiculas vitelinas, que eran escasas en los foliculos primordiales,
rapidamente aumentan su numero, y como hemos comentado, ocupan todo el
citoplasma del ovocito. Estas vesiculas tienen una morfologia de esférica a oval. Se
constituyen por una membrana envolvente nitida y un contenido homogéneo y de

escasa acidofilia y densidad electrénica.

Los ovocitos muestran una envuelta externa, homogénea y acidodfila,
denominada zona pellcida. En esta fase dicha membrana esta en formacion, por lo
gue es estrecha e irregular. La pared folicular, que tiene dos capas, esta separada

del ovocito por la zona peltcida.

Los foliculos primordiales se integran en las zonas interiores del parénquima

ovarico, entremezclandose con el resto de foliculos ovaricos.
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Foliculos en crecimiento

Los foliculos en crecimiento estan formados por el ovocito rodeado por una
gruesa membrana pellcida, formando las células foliculares un epitelio cilindrico. Se
localizan en el seno del parénquima ovarico, junto a los foliculos primordiales, siendo

un paso intermedio entre los foliculos en transicion y los foliculos maduros

Los nacleos se mantienen en el centro del ovocito, con los bordes ondulados,
siendo la cromatina homogénea y de escasa basofilia. En su seno se aprecian
numerosos nucleolos que se disponen preferentemente en la periferia del nucleo,
aunque también los encontramos en el resto del nucleo. Morfologicamente son

esféricos, muy basdfilos y electrodensos, y tienen una oquedad en el centro.

La membrana peliucida rodea totalmente al ovocito. Es muy gruesa y
homogénea, con una acidofilia y densidad electronica manifiestas. El epitelio
envolvente esta formado por escasas capas, pero se destaca por estar formado por un

epitelio de células cubicas.

Foliculos maduros.

Los foliculos maduros estan constituidos por ovocitos muy transformados en

relacién al foliculo primordial.
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Estos foliculos poseen una fina envuelta de células planas. Se disponen por
todo el ovario, ocupando la mayor parte del mismo, y representan a los ovocitos que
en la fase final seran liberados al exterior. En ellos podemos destacar sobre todo el
citoplasma, ya que en estos foliculos se produce un enmascaramiento del nucleo.
El citoplasma esta muy bien desarrollado, es de unas grandes proporciones y esta
ocupado practicamente en su totalidad por grandes granulos de vitelo y por vacuolas

lipidicas.

La capa pelldcida se mantiene, si bien su grosor ha disminuido notablemente y
aunque mantiene su acidofilia, el contorno es irregular. La capa de células foliculares

es mas delgada, debido a una disminucion en el numero y el grosor de sus células.

Foliculos atrésicos.

En esta fase podemos destacar principalmente la fagocitosis e invasion por
parte de las células foliculares de los restos citoplasmaticos del ovocito, produciéndose

la atresia y reabsorcion de los foliculos ovéricos con:

- Destruccioén del nucleo.

Plegamiento y disolucién de la zona pelucida.

- Desorganizacion y licuefaccion de las vesiculas vitelinas.

- Destruccion de los granulos lipidicos.
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En esta fase de atresia podemos encontrar los centros melanomacrofagicos,

cuya presencia se relaciona con la degradacion final de los foliculos atrésicos.

Lote 1 ug/l.

En este grupo de estudio encontramos todos los foliculos que previamente
habiamos descrito en el grupo control: foliculos primordiales, foliculos en
transformacion, foliculos en crecimiento, foliculos maduros y foliculos en atresia.

Todos ellos mantienen la composicion y el tipo de células de revestimiento.

Los foliculos primordiales mantienen una fuerte basofiia y densidad
electronica en los ovocitos, y como diferencias en relacion al grupo control sélo
tenemos que mencionar la existencia de ciertas vacuolizaciones en la zona periférica

del ovocito. Este tipo de foliculo sigue representando el estrato germinal del ovario.

Los foliculos en transformacion, en comparacion al lote control, no muestran
signos evidentes de lesion, solo ciertas vacuolizaciones junto al inicio de formaciéon de

la zona pelucida.

En los foliculos en crecimiento, aparecen principalmente numerosas vesiculas

de vitelo, siendo menos numerosas las gotas lipidicas.
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Los foliculos maduros son muy numerosos y mantienen su morfologia normal,
destacandose las numerosas vesiculas de vitelo y sobre todo las gotas lipidicas.

Finalmente podemos indicar que son escasos los foliculos atrésicos.

Lote 10 pg/l.

Como en el caso anterior, en el segundo grupo de exposicion también se
aprecian con toda nitidez todos los foliculos ovéaricos comentados en el grupo control:
foliculos primordiales, foliculos en transformacion, foliculos en crecimiento, foliculos

maduros y también foliculos en atresia.

Los foliculos primordiales realizan la funcion de estratos germinales, ya que
tras su activacion formaran el resto de foliculos. Se disponen dispersos por todo el

ovario y se destaca la fuerte basofilia de su ovocito.

Los foliculos en transformacién, estan formados por los ovocitos y las
envueltas de células foliculares. Los nucleos del ovocito tienen numerosos nucleolos,
un citoplasma basdfilo y se puede destacar la presencia de vesiculas de vitelo

iniciando su formacion.
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Los foliculos en crecimiento, muestran una membrana peldcida muy
desarrollada, homogénea y aciddfila con abundantes vesiculas de vitelos y gotas

lipidicas.

Los foliculos maduros actian como almacenamiento de vesiculas vitelinas y
gotas de grasa, con una membrana pellcida nitida y algo delgada. En ellos no se

aprecia el nucleo del ovocito.

Por ultimo, destacar los foliculos atrésicos, con una destruccion parcial de

todos sus componentes granulares.

Lote 100 pg/l.

Como en el caso anterior, en el tercer grupo se aprecian con toda nitidez los
diferentes tipos de foliculos ovéricos ya comentados: foliculos primordiales, foliculos
en transformacion, foliculos en crecimiento, foliculos maduros y también foliculos en

atresia, predominando sobre todo las fases mas maduras.

Los foliculos primordiales, mantienen su composicion y podemos destacar

gue su citoplasma se encuentra vacuolizado, manteniendo una fuerte basofilia.
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Los foliculos en transformacion tienen los mismos componentes. También

podemos apreciar numerosas vesiculas en formacion.

En los foliculos en crecimiento son muy numerosas tanto las vesiculas como
las gotas lipidicas. En ellos podemos destacar que el nucleo presenta los bordes

anfractuosos.

Los foliculos maduros presentan abundante contenido vesicular, con una

disminucion del grosor de la membrana peldcida.

Son muy numerosos los foliculos atrésicos, con desintegracion de sus

componentes. La atresia incide sobre todos los foliculos ovaricos.

Lote 1000 pg/l.

De la misma forma que en los grupos anteriores, en éste Ultimo también se

aprecian con nitidez todos los tipos de foliculos ovéricos.

Los foliculos primordiales mantienen la morfologia normal, con la presencia

de los ovocitos con un revestimiento de células foliculares.
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Los foliculos en transformacion, presentan la vacuolizacion del citoplasma,

aunque mantienen las vesiculas. El nacleo tiene los bordes contorneados y muestra

abundantes nucleolos.

Lotes Control | Lote 1ug/l | Lote 10ug/l | Lote 100ug/l | Lote 1000ug/I
0 -
#Foliculos | 6103 | 41:08 | 63416 14,4+2,7 18,7+3,5
atrésicos

Tanto los foliculos en crecimiento como los maduros presentan un gran
desarrollo, con abundantes estructuras granulares, destacando su nacleo basdéfilo con

abundantes granulos y gotas lipidicas.

En este dltimo grupo de estudio son muy numerosos los foliculos atrésicos,

con degradacion de todos los componentes de los foliculos ovéricos.

En este lote también podemos destacar una fibrosis intersticial caracterizada
por la presencia de tejido conectivo fibroso en el interior del estroma ovérico, ademas
de infiltraciones granulomatosas.Mediante el estudio morfométrico observamos un
incremento en el porcentaje de foliculos atrésicos a medida que aumentamos las

concentraciones de exposicion a la dioxina.
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Scheffe Test; Variable: F. primordiales (Ovarios.sta)
Marked differences are significant at p <,05000
[0 ‘ @ ‘ €] @ 5]
GRUPO M=22,706 | M=23,214 | M=24,088 | M=25,214 | M=24,208
CONTROL {1} 0,839643 0,038900 0,000005 0,018727
G1 {2} 0,839643 0,383881 0,000488 0,252095
G2 {3} 0,038900 0,383881 0,145603 0,999201
G3 {4} 0,000005 0,000488 0,145603 0,241688
G4 @ 0,018727 0,252095 0,999201 0,241688

RESULTADOS

dioxinas concentration (ug/L)

Control
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1000

nd

0.046+0.005

0.071+0.015

0.570+0.034"

29.562+4.076
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Grupo control y 1°
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Leyendas.

Figs. 1 al 8.
Grupos control y 1°.

Se aprecian al microscopio éptico y electronico, las imagenes de los diferentes tipos

de foliculos

Barras del microscopio éptico 50 ym y electrénico 10 ym
Figs. 9 al 16.
Grupo 2°

Se aprecian al microscopio éptico y electronico, las imagenes de los diferentes tipos
de foliculos. En todos los foliculos ovaricos se destacan modificaciones, y en las

figuras 15y 16 se presenta atresia folicular.

Barras del microscopio éptico 50 ym y electrénico 10 ym
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Figs 17 al 24.

Grupo 3°

Se aprecian al microscopio 6ptico y electronico, las imagenes de los diferentes tipos
de foliculos. En todos los foliculos ovaricos se destacan graves alteraciones, y en las

figuras 23 y 24 se presenta atresia folicular.

Barras del microscopio 6ptico 50 um y electrénico 10 um.

Figs 25 al 32.

Grupo 4°

Se aprecian al microscopio Optico y electronico, las imagenes de los diferentes tipos
de foliculos. En todos los foliculos ovaricos se destacan graves alteraciones, y la

atresia folicular se destacan en todos los foliculos.

Barras del microscopio éptico 50 ym y electrénico 10 ym
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Discusion

Las dioxinas constituyen un grupo de compuestos quimicos que son contaminantes
ambientales persistentes Las dioxinas se encuentran en el medio ambiente de todo el mundo y

se acumulan en la cadena alimentaria, principalmente en el tejido adiposo de los animales.

El nombre quimico de la dioxina es 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-para-dioxina (TCDD). El
término «dioxinas» se utiliza a menudo para referirse a una familia de compuestos
relacionados entre si desde el punto de vista estructural y quimico, constituida por las dibenzo-
para-dioxinas policloradas (PCDD) y los dibenzofuranos policlorados (PCDF). Bajo esa

designacién también se incluyen algunos bifenilos policlorados (PCB) analogos a la dioxina que
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poseen propiedades tdxicas similares. Se han identificado unos 419 tipos de compuestos
relacionados con la dioxina, pero se considera que sélo aproximadamente 30 de ellos poseen

una toxicidad importante, siendo la TCDD la mas tdxica.

La exposicion breve del ser humano a altas concentraciones de dioxinas puede
causar lesiones cutaneas, tales como acné clorico y manchas oscuras, asi como
alteraciones funcionales hepaticas. La exposicion prolongada se ha relacionado con
alteraciones inmunitarias, del sistema nervioso en desarrollo, del sistema endocrino y de
la funcién reproductora. La exposicion cronica de los animales a las dioxinas ha
causado varios tipos de cancer. El Centro Internacional OMS de Investigaciones sobre
el Céancer (CIIC) realizé el 1997 una evaluacion de la TCDD. De acuerdo con los datos
de las investigaciones en animales y los datos epidemioldgicos humanos, el CIIC ha
clasificado la TCDD como «carcindgeno humano». Sin embargo, no afecta al material
genético, y hay un nivel de exposicién por debajo del cual el riesgo de cancer podria ser

insignificante.

Hasta hace unos afios, se ha considerado a la dioxina como un débil estrogeno
medioambiental, debido a que en algunos ensayos, la dioxina resulté de 10.000 a
100.000 veces menos potente que el estradiol (Welshons et al., 2003), utilizandose
como afirmacion comuan entre los diversos autores que la dioxina tiene una actividad
estrogénica deébil en sistemas in vivo e in vitro (Snhyder et al., 2002). Sin embargo,
estudios sobre mecanismos moleculares han revelado una variedad de rutas a través
de las cuales la dioxina puede estimular una respuesta celular a muy bajas dosis

(Welshons et al., 2006).

Los objetivos de nuestro trabajo han sido evaluar a la dioxina como agente
alimentario y ambiental, en relacion a su capacidad disruptora del sistema endocrino, a
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través de la evaluacion de su cinética tanto en los tejidos animales como en el agua y
analizando la informacion obtenida de diferentes biomarcadores como la proteina

hepatica VTG, asi como la histopatologia y morfometria gonadal.

En nuestro estudio hemos utilizado como modelo experimental al zebrafish,
una especie de pequefio tamafio, de facil manejo y bajo coste de mantenimiento, con
una gran fertilidad durante toda la vida reproductiva. Los huevos y embriones son
transparentes, lo que facilita el estudio del desarrollo de los 6rganos, y la incidencia de
productos quimicos en los sistemas organicos desde las primeras horas de vida,
ademas de un genoma diploide similar al de los mamiferos con la ventaja que eso
conlleva a la hora de realizar estudios genéticos y realizar extrapolaciones al ser
humano. En la OECD y en otros organismos oficiales, podemos encontrar multitud de
directrices relacionadas con el analisis de sustancias quimicas con potencial
estrogénico, donde recomiendan el uso del zebrafish como modelo experimental
(OECD numero 204, 210, 212), asi como en el anexo | de la Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la

proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

Las concentraciones de la dioxina utilizadas a través de un sistema de flujo
continuo en el agua de los acuarios, 1, 10, 100 y 1000 ug/l de la dioxina, son muy
similares a las que utilizaron diferentes autores en diversas especies de peces
(Lindholst et al., 2000; Sohoni et al., 2001; Tabata et al., 2003; Van den Belt et al.,

2003; Ishibashi et al., 2005; Mandich et al., 2007).
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En nuestro estudio, encontramos que la dioxina se acumula en los tejidos de
los peces, detectando unas concentraciones que van aumentando a medida que la
concentracion de la dioxina a la que han sido expuestos los peces es mayor. Nuestros
valores oscilan desde 0,0465+0,005 pg/l al ser expuestos a 1 pg/l de la dioxina, hasta
valores de 29,5617+4,076 g/l a dosis de 1000 ug/l de la dioxina. Estos resultados son
muy similares a los obtenidos por Mandich et al (2007) en su estudio en carpas, en el
que utilizando las mismas dosis de la dioxina que nosotros obtuvieron unas
concentraciones similares, con unos valores de 0,23 +0,032 pg/l, 1,79+0,68 pg/l y
24,47410,15 pg/l, al exponer a las carpas a dosis de 10, 100 y 1000 pg/l
respectivamente, siendo casi idénticas a las obtenidas en nuestro estudio, en zebrafish
expuestos a 1000 pg/l de la dioxina; y no llegando a detectar concentracién alguna en

las carpas expuestas a la dosis de 1 pg/l de la dioxina.

Como ya hemos comentado, la VTG es una proteina especifica de las hembras
de vertebrados oviparos (anfibios, aves, peces y reptiles) durante el ciclo de
maduraciéon ovarica, bajo el control de regulacion endocrina a través del eje
hipotalamo-pituitaria-gonadal, sintetizada por el higado en respuesta a la circulacion
de estrogenos enddgenos, principalmente el 17p-estradiol. Por ello, un aumento de la
induccion de VTG en las hembras de peces, asi como la simple induccion de VTG en
los machos, puede originar repercusiones directas sobre la capacidad reproductiva de
los peces (disminucion de la produccién de gametos, disminucion en el nimero y
tamafio de los huevos, fallos en el desove) asi como una anormal diferenciacién
sexual en las larvas de los peces (Kime y Nash, 1999) por ello se utiliza como
biomarcador para medir los efectos estrogénicos de diversos compuestos quimicos,

entre ellos la dioxina (Lindhost et al., 2000; Van den Belt et al., 2003).
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En nuestros resultados observamos un aumento de la concentracion de VTG
en ambos sexos a medida que incrementamos las concentraciones de la dioxina a las
gque exponemos a los peces, lo que indica una alta correlacion entre los valores de

VTG y la concentracién de la dioxina.

En machos hemos detectado una induccién de VTG con respecto al control en
los peces expuestos a dosis de 1 y 10 pg/l de la dioxina en so6lo 2 semanas de
exposicion. Sumpter y Jobling (1995), ya observaron una induccién de VTG al exponer
a un cultivo de hepatocitos de trucha arco iris a dosis medioambientales de la dioxina
de 1, 5y 10 ug/l durante solo 2 dias. En nuestros resultados, una gran induccién de
VTG solo la encontramos en machos expuestos a 100 y 1000 ug/l de la dioxina,
obteniendo unos valores de 755.357,04 ng/g y 1.189.285,60 ng/g de VTG,
respectivamente. Segun la clasificacion realizada por Mandich et al (2007), los peces
gue han sido expuestos a estas dos concentraciones serian definidos como
vitelogénicos (>11.000 ng/g VTG), y muy vitelogénicos (>1.000.000 ng/g VTG)

respectivamente.

En las hembras, los valores de VTG son muy superiores a los valores de los
machos en todas las concentraciones de estudio, como cabria esperar, ya que como
hemos comentado anteriormente, la VTG es una proteina especifica de las hembras
de vertebrados oviparos. Varios autores han encontrado diferencias entre sexos en
relacién a la exposicion de los peces a diferentes compuestos estrogénicos. Asi, Kime
y Nash (1999), expusieron durante 2 semanas a zebrafish adultos a diferentes
concentraciones de 17-B etinilestradiol (EE2), encontrando que el nivel de induccion

de la VTG fue tres veces mas alto en las hembras que en los machos.
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Aunque los niveles de VTG pudieran ser esperados mas altos en las hembras
que en los machos, al tratar al zebrafish con diversas dosis de EE2, Van den Belt et al
(2001) no encontraron ninguna diferencia significativa entre ambos sexos, aunque si
encontraron diferencias significativas al exponer a ambos sexos del zebrafish a 4-tert-

octilfenol (OP).

En nuestro estudio, en las hembras, al igual que en los machos, encontramos
un aumento de la induccién de VTG en todas las dosis de estudio con respecto al
control, aunque solo en la concentracion mas alta (1000 ug/l de dioxina), encontramos

un gran incremento de los niveles de VTG (11.925.000 ng/g de VTG).

Diversos autores han evaluado el efecto estrogénico de la dioxina en diferentes
especies de peces. Ishibashi et al (2005), expusieron a peces medaka (Oryzias
latipes) machos a dosis de BPA durante 21 dias. La exposicion a 1000 ug/l de la
dioxina provocé un aumento significativo de las concentraciones de la VTG hepética
con respecto al grupo control, coincidiendo con nuestros resultados, no asi al
exponerlos a dosis de 250 y 500 pg/l de la dioxina, en donde no encontraron un

aumento significativo de las concentraciones de VTG en relacion a los grupos control.

Lindholst et al (2000) observaron una induccién significativa de la sintesis de
VTG en trucha arco iris expuestas a 500 pg/l de la dioxina durante 12 dias. Sohoni et
al (2001) utilizando un rango de dosis de BPA parecidas a las empleadas por nosotros
aunqgue con un periodo de exposicion mucho mayor, concluyeron que el BPA inducia
la sintesis de VTG en machos de fathead minnow (Pimephales promelas) a

concentraciones de 640 y 1280 ug/l después de 43 dias y de 160 g/l después de 71
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dias. En medaka, Tabata et al (2003) observaron aumentos marcados en las
concentraciones de VTG plasmética de los machos después de 5 semanas de

exposicion a 1000 pg/l de la dioxina.

Mandich et al (2007) en su estudio con la dioxina en carpas, encontraron
valores de VTG similares a los nuestros al exponer a los peces a dosis de 1y 10 pg/l
de la dioxina, en cambio, observaron unos valores superiores de VTG en las carpas
expuestas a las concentraciones de 100 y 1000 pg/l de la dioxina, partiendo de unos

valores de VTG similares a los nuestros en los peces control.

En relacion a estas diferencias entre especies, Van den Belt et al (2003), en su
estudio comparativo entre machos de zebrafish y de trucha arco iris, expusieron a
ambos a la accion de un compuesto estrogénico como es el OP durante 3 semanas,
observando una induccion de VTG en trucha arco iris a concentraciones de 30 ug/l,
mientras que los zebrafish macho son al menos 3 veces menos sensibles que las
truchas arco iris, puesto que encontraron una respuesta significativa de VTG en trucha
a un nivel de exposicion de 30 pg/l de OP, mientras que para el zebrafish un nivel de
exposicion de 100 pg/l, la maxima dosis de OP a la que expuso a los peces, fue
insuficiente para inducir la VTG. Lindholst et al (2003), estudiaron estos datos
comparativos entre ambas especies observados por Van den Belt et al (2003),
concluyendo que estas diferencias podian ser debidas a un metabolismo hepéatico mas

rapido, y por lo tanto, mas efectivo en el zebrafish en comparacién a la trucha arco iris.

Orn et al (2006) realizaron una comparacion entre el zebrafish y el pez medaka

exponiéndolos a diversas dosis del compuesto estrogénico sintético EE2. Comparado
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con los grupos control, la concentracion de VTG media era perceptiblemente mas alta
en el zebrafish, después de la exposicion a 10 ng/l de EE2, mientras que no se registrd
ninglin aumento en medaka. La concentracion media de VTG en zebrafish expuesto a
10 ng/l de EE2 era de 4.900 ug/g y en el pez medaka de 2,5 pg/g. La exposicion del
zebrafish a 100 ng/l EE2 dio lugar a la mortalidad del 100% de los peces, mientras que
en el pez medaka ésta concentracion caus6 un aumento significativo de VTG, con una
concentracion media de VTG de 1.400.000 ng/g. Por lo tanto en este estudio, el
zebrafish presenté una sensibilidad mucho mayor que en medaka para producir VTG

tras la exposicion a 10 ng/l de EE2 durante 3 semanas.

Ademas de la dioxina, existen multitud de estudios en el zebrafish y en otras
especies de peces relacionados con compuestos quimicos con posible capacidad

estrogénica.

Van den Belt et al (2001) expusieron a zebrafish machos y hembras, a la
accion del EE2, a dosis de 5, 10 y 25 ng/l durante 3 semanas. Ya a la concentracion
mas baja, se produjo una induccion de la VTG plasmatica en los zebrafish macho con
respecto al control, y el aumento de la concentracién a 10 ng/l EE2 se tradujo en una
maxima respuesta de induccion de VTG, superior a la encontrada al exponer a los
peces a una dosis de 25 ng/l de EE2. En las hembras la maxima induccién de VTG
también se produjo al exponerlas a una dosis de 10 ng/l EE2. Orn et al (2003)
encontraron una induccion significativa de VTG en el zebrafish al exponerlo a dosis de
10 ng/l de EE2. Rose et al (2002) utilizando dosis mas bajas, encontraron una
induccién significativa de los valores de VTG en el homogeneizado del cuerpo entero

al exponer al zebrafish a dosis de s6lo 3 ng/l de EE2 durante 8 dias.
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En relacion al 17B-estradiol (E2), un esteroide natural, Rose et al (2002),
expusieron al zebrafish a diversas dosis de E2, observando una induccion significativa
de VTG en el homogeneizado del cuerpo entero a una dosis de 21,4 ng/l de E2, y
aumentando estos niveles al exponer a los peces a dosis mayores de E2. Resultados
muy similares han sido encontrados por Van den Belt et al (2003), al exponer a
zebrafish a dosis de 20 y 100 ng/l de E2, con una induccién significativa de VTG en el
homogeneizado del cuerpo entero, desde la dosis mas pequefia y aumentando estos

valores al exponerlos a la dosis de 100 ng/l E2.

Otros compuestos ampliamente utilizados en la industria y considerados como
disruptores endocrinos, son los alquilfenoles polietoxilados, como el OP y el 4-
nonilfenol (NP). Estos alquilfenoles han sido ampliamente estudiados y su actividad
estrogénica en diversas especies de peces ha sido demostrada por diferentes autores
(Jobling et al., 1996; Routledge y Sumpter, 1997). Utilizando el zebrafish, Van den Belt
et al (2003) también observaron un aumento significativo en la induccién de VTG
plasmatica en relacién al control al exponer a los peces a una concentracién de 500
ug/l de NP, pero este aumento no fue observado a concentraciones inferiores, de 20 y
100 pg/l. En cambio, Yang et al (2006) encontraron en el zebrafish un aumento
significativo de la induccion de VTG a partir de una dosis de 100 pg/l, obteniendo unos
resultados muy similares a los de nuestro estudio si comparamos las mismas dosis

aunque utilizando diferentes productos quimicos (NP y BPA, respectivamente).

Actualmente encontramos en la literatura muy pocos datos acerca de estudios
realizados sobre la morfologia y estereologia relacionados con la espermatogénesis y

el desarrollo ovarico en el zebrafish.
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En nuestro estudio hemos incluido como biomarcador la histopatologia gonadal
del zebrafish, ya que estd demostrado que esta histopatologia gonadal responde con
una gran sensibilidad a la exposicion a compuestos estrogénicos, con alteraciones
estructurales que se extienden desde la presentacion de ovo-testiculos, a
malformaciones en los gametos de machos y hembras, alteraciones en el tejido del
estroma o un aumento creciente de la presencia de oocitos atrésicos. En 2001, con
motivo de la 42 Reunion del Grupo de Trabajo relacionado con los Compuestos
Disruptores Endocrinos de la OECD, fue comiunmente aceptado que la deteccion de
VTG, junto con el aspecto macroscépico de las gonadas y la histopatologia, son la

base del andlisis de compuestos estrogénicamente activos (Segner et al., 2003a).

En los ovarios de las hembras, encontramos en los dos primeros lotes (1 y 10
ug/l de la dioxina) los mismos tipos de foliculos que hemos observado en el grupo
control, todos ellos se observan con nitidez y mantienen la estructura y el tipo de
células de revestimiento, siendo muy similares al grupo control. En los zebrafish
expuestos a 100 pg/l de la dioxina encontramos alguna anormalidad en los ovarios,
como es la vacuolizacion del citoplasma de los foliculos primordiales, los bordes
anfractuosos del nucleo de los foliculos en crecimiento y un aumento en el nimero de
foliculos atrésicos con respecto a los anteriores grupos. A dosis de 1000 pg/l de BPA
observamos en todos los tipos de foliculos ovaricos una degradacion de sus
componentes celulares, donde podemos destacar una fibrosis intersticial caracterizada
por la presencia de tejido conectivo fibroso en el interior del estroma ovarico, ademas

de infiltraciones granulomatosas También podemos observar un aumento en el
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namero de foliculos atrésicos en relacion a los observados en el lote de peces

expuestos a 100 pg/l de la dioxina.

Mandich et al (2007), en su estudio en carpas expuestas a la dioxina, no
detectaron alteraciones y solo en un 10% de las muestras encontraron oocitos en
atresia en los ovarios de hembras expuestos a las 2 concentraciones inferiores de la
dioxina (1 y 10 ug/l de la dioxina). A dosis superiores de 100 y 1000 pg/l de BPA, los
ovarios mostraron alteraciones en el estroma conectivo, granulocitos eosinofilicos e
incremento de los oocitos atrésicos, alcanzando el 60% de las hembras afectadas en

las concentraciones mas altas.

En la directriz de la OECD del 2009, encontramos una serie de criterios
diagnosticos en la histopatologia gonadal de hembras en relaciéon al analisis de la
accion de compuestos potencialmente estrogénicos. Entre los objetivos primarios de
diagnostico encontramos el incremento de la atresia folicular como marcador del dafio

histopatologico gonadal por la accion de estos compuestos (OECD, 2009).

Se han descrito diversos factores en peces teledsteos como causantes de un
aumento de la atresia folicular, tales como hipofisectomia, desnutricion, cambios de

temperatura y tratamientos con compuestos estrogénicos (Guraya, 1986).

En nuestro estudio, hemos medido el porcentaje de foliculos atrésicos en el
ovario de las hembras a las diferentes concentraciones de exposicion a la dioxina. En
el control, encontramos un pequefio porcentaje de foliculos atrésicos, un 1,8%. Como
hemos mencionado la atresia folicular es un mecanismo fisiolégico en el ovario de
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animales vertebrados. A medida que aumentamos las concentraciones de exposicion,
observamos un incremento en el porcentaje de foliculos atrésicos. A las
concentraciones de 100 y 1000 pg/l de BPA, observamos un gran aumento del
porcentaje de foliculos atrésicos con respecto al control, estando la atresia por encima
del 10% del total de los foliculos ovaricos (14,4 y 18,7%, respectivamente),
coincidiendo los resultados de la concentracion mas elevada con los datos aportados
por Wolf et al (2004), que obtuvieron un porcentaje medio anormalmente alto del 18%
de foliculos atrésicos con respecto al control, tras exponer a fathead minnow a una
dosis alta de 2.780 ng/l de E2. En los fathead minnow hay datos acerca de unos
porcentajes normales de foliculos atrésicos que van desde 1,6% (Mc Cormick et al.,

1989), hasta el 5% ( Miles-Richardson et al., 1999b).

Varios autores coinciden con nuestros resultados al utilizar diversos
compuestos estrogénicos a concentraciones similares, Weber et al (2002) expusieron
a los zebrafish a una concentracion de 100 pg/l de NP observando un aumento en el
porcentaje de foliculos atrésicos con respecto al grupo control. Gray et al (1999)
observaron una alta incidencia de atresia en hembras adultas de pez medaka
expuestas a 100 pg/l de OP durante 2 meses. Spano et al (2004) tras exponer a
goldfish adultos a 100 y 1000 ug/l de atrazina durante 3 semanas observaron una
mayor proporcién de foliculos atrésicos en estos lotes de exposicién que en el control

(20 y 25% de los foliculos, respectivamente).

Mandich et al (2007), en su estudio en carpas expuestas a la dioxina,
observaron desde la menor concentracion de estudio (1 pg/l de BPA), que un nimero
amplio presentaban una organizacién alterada del espacio interalveolar, con un

aumento de la matriz extracelular amorfa, asi como la aparicion de granulocitos
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eosinofilicos. En un menor nimero de testiculos, también describié una reduccion de
foliculos. En la dosis de 10 pg/l de la dioxina, la desorganizacion del espacio intersticial

era mas evidente, el didmetro de algunos foliculos estaba disminuido.

Bottero et al (2005), observaron unas lesiones similares a las encontradas por
nosotros y por Mandich en los ovarios de carpas adultas al exponerlas durante 14 dias
a diferentes dosis del estrégeno sintético EE2 (1, 4, 16 y 64 ng/l de EE2) mostrando
estos testiculos una clara evidencia de haber sido sometidos a una accion disruptora

(reduccién del numero de foliculos, reduccion de la media del diametro.

Rey et al (2009) expusieron a peces Cichlasoma dimerus al OP a unas
concentraciones de 30, 150 y 300 pg/lI durante 60 dias. La histologia de los gonadas
revel6 progresivos efectos adversos en la estructura ovarica tras la exposicion a
concentraciones de OP. Los ovarios expuestos a 30 ug/l eran similares a los del
control. En cambio, en los peces expuestos a 150 ug/l de OP, se observaron multitud
de lesiones, la mayoria similares a las encontradas en nuestro estudio. Los ovarios
preservaban la estructura folicular pero se observd una incrementada fibrosis
intersticial. También pudieron identificar granulos eosindfilicos. El tejido gonadal de
tratados con 300 ug/l de OP revel6 un desorden de la estructura folicular asi como una
ausencia de envueltas. La mayoria de los ovarios aparecian como sacos de tejido

fibroso intersticial llenos de esperma.

A diferencia de nosotros, los ovarios de hembras tratadas con OP, no difirieron
histol6gicamente demasiado de los ovarios control, ni siquiera en las hembras

expuestas a las concentraciones mas altas.
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Kinnberg et al (2000) expusieron a peces Xiphophorus maculatus a diferentes
concentraciones del alquilfenol NP (80, 640, 960 y 1280 pg/l). En los ovarios
apreciaron un descenso en el numero de foliculos, un gran nimero de gonocitos
hipertrofiadas sin incluir dentro del epitelio a la que estuvieron expuestos los peces era

mayor.

Kinnberg et al (2000) también expusieron a Xiphophorus maculatus a una dosis
de 96 pg/l de EE2, encontrando efectos sobre la estructura del ovular similar a las
observadas en los peces expuestos a altas concentraciones de NP. En algunos de los

ovarios los efectos eran ain mas pronunciados.

Zha et al (2007), al igual que Kinnberg et al (2000) realizaron un estudio donde
expusieron a diversas dosis de EE2 (0, 1, 5y 25 ng/l) y NP (3, 10 y 30 pg/l) durante
28 dias a Gobyociprus rarus. Los ovarios observados en las hembras en las
exposiciones a 3, 10, y 30 pg/l de NP y 1y 5 ng/l de EE2 eran similares a los del grupo
control a los 28 dias. Sin embargo, los ovarios estaban seriamente degenerados

cuando fueron expuestos a 25 ng/l de EE2.

La exposicion a compuestos estrogénicamente activos ha dado lugar en
diversos estudios a un aumento en el tamafo (hipertrofia) de los gonocitos, con o sin
aumento del numero de éstas (Miles-Richardson et al., 1999b; Kinnberg et al., 2000;
Kinnberg y Toft, 2003; van der Ven et al., 2003). En nuestro estudio hemos medido el
diametro medio de las células de los foliculos en los diferentes lotes de zebrafish
macho expuestos a la dioxina, observando un aumento del diametro medio de estas
células a medida que incrementamos la concentracion de la dioxina a la que

exponemos a los zebrafish, observandose diferencias estadisticamente significativas
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(p<0,05) entre los 3 lotes de mayor concentracion (10, 100 y 1000 pg/l de BPA) vy el

control.

Miles-Richardson et al (1999b), expusieron a peces fathead minnow a NP a
concentraciones inferiores a las nuestras (1,1 y 3,4 ug/l), observando un aumento en el
tamaifio de las gonocitos con respecto al control. Estas presentaban un citoplasma
distendido por la presencia de cuerpos residuales y figuras de mielina, asi como una
proliferacion en el nimero de estas células. Kinnberg et al (2000), expusieron a peces
Xiphoporus maculatus durante 28 dias al NP, a unas concentraciones dentro del rango
de las utilizadas por nosotros (320 y 960 pg/l de NP), observando un incremento en el
nuamero de los gonocitos hipertrofiados con respecto al control al exponer a los peces
a ambas concentraciones. Kinnberg y Toft (2003), al exponer a peces guppy (Poecilia
reticulata) a concentraciones de 1 pg/l de EE y 900 pg/l de OP, observaron la
hipertrofia de los gonocitos. van der Ven et al (2003) también pudieron observar la
hipertrofia de las células de Sertoli en los testiculos de zebrafish machos adultos tras

exponerlos a la accion del estrégeno sintético metildihidrotestosterona.
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Conclusiones

Primera

- En los estudios realizados fundamentalmente en el grupo control, hemos diferenciado
y descrito tanto al microscopio 6ptico como electrénico todos los tipos de foliculos

ovaricos.
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Segunda

- Se produce una acumulacién de la dioxina en los tejidos de los peces expuestos
durante 14 dias a concentraciones de 1, 10, 100 y 1000 ug/l en el agua, existiendo una
correlacion entre los niveles de dioxina determinados en los peces, y la concentracion
de dioxina a la que estuvieron expuestos, existiendo diferencias estadisticamente
significativas al comparar el ultimo lote de estudio (1000 pg/l) con respecto al control y

al resto de lotes.

Tercera

- Fundamentalmente en los grupos control y 1°, se evidencia escasa atresia folicular, en

todas las fases foliculares, considerandolas como atresias fisiologicas.

Cuarta

- En los diferentes tratamientos que hemos realizado con las dioxinas, se alteran los

componentes de los foliculos ovéricos.

Quinta

- La exposiciébn a la dioxina provoca alteraciones en el desarrollo folicular en las
hembras, lo que da lugar a un aumento en el porcentaje de foliculos atrésicos en los
ovarios del zebrafish. Este aumento en el porcentaje de foliculos es mayor conforme

incrementamos la concentracion de la dioxina a la que estan expuestos los peces.
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Sexta

- El aumento excesivo de la atresia folicular, conlleva a una disminucién en la produccién de

6vulos maduras, de forma similar a lo que acontece en el testiculo con la drastica disminucién

del nimero de espermatozoides.
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RESUMEN

Resumen

Existe una gran inquietud social por los riesgos que conlleva la exposicidn a las dioxinas
como disruptor endocrino en los seres humanos, asi como la repercusién que esta sustancia
guimica pueda tener en el medioambiente. En este estudio se evaluan los efectos a nivel
gonadal de las dioxinas a corto plazo, a través de diferentes biomarcadores, en un organismo
modelo animal que se encuentra en auge, el zebrafish (Danio rerio). Para ello se utilizaron 70
zebrafish hembras de unas 16 semanas de edad, a los cuales se les expuso durante 14 dias
(siguiendo las directrices de la OCDE, n2 204) en los acuarios a las concentraciones de dioxinas
de 1, 10, 100 y 1000 pg/l, ademas de un lote control. Tras el periodo de exposicidn, los
zebrafish fueron sacrificados y se tomaron muestras, para el estudio histopatoldgico, mediante

microscopia dptica y electrénica, y andlisis morfometrico. Durante los 14 dias de exposicion se
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tomaron muestras de agua de los acuarios para analizar los niveles de dioxinas. La

concentracién de dioxinas en los peces y del agua se realizé mediante LC-MS/MS.

Las gbénadas de los zebrafish expuestos a la dioxinas aparecieron con un aspecto
externo normal asi como sin variaciones en el tamafio o en el peso corporal de los peces. Se
produjo un acumulo de dioxinas en los tejidos del zebrafish, que fue en aumento a medida que
se incrementd la concentracion de dioxinas a la que se expusieron los peces. En el estudio
histopatoldgico y morfométrico, se observaron multiples alteraciones en los ovarios de los
zebrafish. Destacando la vacuolizacién del citoplasma folicular, una gran degeneracién de
todos los componentes celulares y un gran aumento en el porcentaje de foliculos atrésicos a
partir de las concentraciones de 100 y 1000 pg/l de dioxina, comprobadas mediante

morfometria.

Abstract

The morphological consequences of long-term exposition to low doses of 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin in the ovaries were investigated in 50 adult female zebrafish at
structural and ultrastructural levels. Animals were exposed to graded concentrations of
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (10, 40, 100 and 270 ppb) for 21 days, then zebrafish were
sacrified by an overdose of anaesthetic solution tricaine methanesulfonate and immediately
samples were taken out for the morphological evaluation. At lower concentrations of
exposure there were no evidences of morphological modifications, while at higher
concentrations (100 and 270 ppb) were frequent the images of degeneration and
inflammation. An increase of follicular atresia was observed, showing significant differences
(p<0.05) between all the study groups. These results indicate that long-term exposition to low
doses of 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin are able to induce morphological damage on the

ovaries which could produce adverse effects on fish reproductive health.
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