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EFECTOS CITOTOXICOS DE FTALATOS:
IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES
MOLECULARES DE ECOTOXICIDAD EN LARVAS
ACUATICAS DE CHIRONOMUS RIPARIUS
(DIPTERA)

La Asociacion Quimica Americana, a través de su seccién Che-
mical Abstracts Service (CAS), la mayor fuente de informacién
sobre sustancias quimicas del mundo, registra en la actualidad
mas de 80 millones de sustancias organicas e inorganicas. El
registro se actualiza diariamente y en los Ultimos dos afios ha
aumentado en mas de 10 millones de sustancias, lo que pro-
porciona una clara idea de la dificultad de conocer con exacti-
tud las implicaciones para la salud y el medio ambiente que la
exposicion a tan elevadisima cantidad de sustancias puede
conllevar.

Por poner un ejemplo, de los 5.7 millones de toneladas mé-
tricas de contaminantes que en el afo 2006 se liberaron al me-
dio ambiente o se eliminaron como residuos en Norteamérica,
1.8 millones se correspondieron con sustancias consideradas
persistentes, bioacumulables o tdxicas, 970000 con sustancias
carcinégenas o que se sospechaba que podian serlo y 857000
con sustancias que estaban consideradas como toxicas para la
reproduccién o el desarrollo. Por otro lado, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) informé en 2011 de que en el mun-
do 4.9 millones de muertes (8.3% del total) y 86 millones de
anos de vida perdidos (DALYs, Disability-Adjusted Life Years)
(5.7% del total) eran atribuibles a la exposicidon medioambiental
y la gestion de sustancias quimicas [1].

En Europa, la entrada en vigor el 1 de junio de 2007 del
Reglamento REACH, relativo al registro, la evaluacion, la autori-
zacién y la restriccion de las sustancias y preparados quimicos
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[2], viene proporcionando un mayor control sobre aproximada-
mente 30000 sustancias de las 100106 que hasta esa fecha po-
dian ser usadas sin conocer en profundidad sus propiedades,
quedando a pesar de ello mucho camino por recorrer en mate-
ria de seguridad quimica.

Dentro de este mar de sustancias, el grupo de los ftalatos ha
despertado un gran interés en los Ultimos afios debido a su
elevada produccion, su caracter ubicuo y las diversas propieda-
des toxicas de varios de sus miembros. Son compuestos oleo-
s0s, incoloros, inodoros y con usos son muy variados (Figura 1),
con aplicaciones en laindustria, en medicinay en productos de
consumo. Se emplean como plastificantes (mas del 90% de los
ftalatos producidos en la Unién Europea se destina a la fabrica-
cion de policloruro de vinilo), en dispositivos de uso médico
(tubos y bolsas de sangre), cosméticos, envases alimentarios,
calzado, cables eléctricos, embalajes, articulos de papeleria, ju-
guetes, CDs, pavimentos, etc. [3-6].

El di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) y el butil bencil ftalato (BBP)
son dos de los cinco ftalatos que hasta la fecha han sido evalua-
dos por la Agencia Europea de Sustancias Quimicas, estando
ambos incluidos en su lista de sustancias candidatas que susci-
tan especial preocupacion por su capacidad disruptora endo-
crina. Su constante presencia en ambientes acuaticos resulta
mas preocupante debido a su capacidad de acumularse en los
sedimentosy a lo largo de las cadenas tréficas.

Es precisamente la capacidad de este tipo de sustancias de
alterar el sistema reproductor la que suscita mayor preocupa-
cion en el campo de la Toxicologia ambiental. Con el nombre
genérico de «disruptores endocrinos» (EDCs, Endocrine Disrup-
ting Chemicals) se denomina a las sustancias quimicas exoge-
nas que alteran la funcién del sistema endocrino y, como con-
secuencia, causan efectos adversos para la salud en un
organismo intacto, su progenie, o en (sub)poblaciones. Estos




Figura 2: Distintos estados del desarrollo de Chironomus riparius. De izquierda a derecha, masa de huevos, larva de estadio IV y ma-
cho adulto (cortesia de Brian Valentine http://www.flickr.com/photos/lordv/50440412/).

compuestos pueden ejercer sus efectos mediante distintos me-
canismos:

« Pueden mimetizar la actividad biolégica de unahormona
enddgena, uniéndose a un receptor celular (efecto ago-
nista).

« Pueden unirse a un receptor sin activarlo,impidiendo que
lo hagan las hormonas naturales (efecto antagonista).

« Pueden alterar los niveles de hormonas presentes en el
flujo sanguineo, interfiriendo con las proteinas de trans-
porte.

« Pueden interferir en los procesos metabdlicos del organis-
mo, afectando la sintesis o la lisis de las hormonas.

+ Pueden modificarla actividad transcripcional de los genes
relacionados con hormonas y receptores.

El nimero de sustancias quimicas para las cuales se deter-
mina una actividad disruptora endocrina se incrementa dia a
dia, representando una seriaamenaza para la salud humana, la
faunay los ecosistemas. Entre todas ellas se pueden encontrar
productos quimicos sintéticos (biocidas, fitosanitarios, cosmé-
ticos, componentes de polimeros plasticos, pinturas, etc.), me-
dicamentos sintéticos (anticonceptivos hormonales y terapia
hormonal sustitutiva), productos quimicos naturales (incluyen-
dotoxinas como los fitoestrégenos) y hormonas naturales (pro-
cedentes de animales o personasy liberadas al medio ambien-
te, producidas por una especie y disruptoras endocrinas para
otras). Ademas, seguin el Ultimo informe del Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) y la Orga-
nizacion Mundial de la Salud, acerca del estado de los conoci-
mientos cientificos sobre las sustancias quimicas que pertur-
ban la funcién endocrina (State of the Science of Endocrine
Disrupting Chemicals), muchas sustancias quimicas sintéticas
cuyos efectos sobre el sistema hormonal todavia estan por in-
vestigar podrian tener importantes repercusiones en la salud

[7].
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La preocupacion generada en torno a los EDCs radica en
que el sistema endocrino, su principal diana, es critico para el
crecimiento, el desarrollo, la reproduccion, la diferenciacion se-
xual y la regulacién de los procesos metabdlicos, de manera
que su disfunciéon se manifiesta finalmente en anomalias en
estos procesos.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar los efectos cito-
toxicos del DEHP'y el BBP en larvas de cultivos de laboratorio y
de poblaciones naturales de Chironomus riparius, organismo
de referencia en Toxicologia acuética. El estudio se ha orientado
hacia la identificacién de biomarcadores celulares y molecula-
res tempranos de toxicidad acuética que puedan ser utilizados
en la evaluacion del daifo que estos compuestos ejercen sobre
organismos invertebrados. Para ello, se han analizado los efec-
tos toxicos sobre procesos celulares fundamentales para la ho-
meostasis y la supervivencia del organismo, como son la biogé-
nesis de los ribosomas, la respuesta celular a estrés, la ruta
endocrinay el metabolismo celular (energético y de destoxica-
cion).

Los quironémidos son una familia de dipteros nematdceros
ampliamente distribuida en todo el mundo, no existiendo
practicamente una masa de agua en la cual no puedan vivir sus
larvas y representando frecuentemente el grupo de insectos
mas abundante y diversificado en medios acuaticos continen-
tales. Constituyen un elemento clave en las cadenas tréficas de
este tipo de ecosistemas [8], ya que resultan primordiales en la
dieta de numerosas especies acudticas y terrestres, en especial
de pecesy aves acudticas [9].

Su ciclo vital comprende cuatro estados de duraciéon des-
igual: huevo, larva, pupa e imago (Figura 2). Los tres primeros se
desarrollan en todo tipo de medios acuéticos, incluyendo ha-
bitats tan especializados como el agua axilar de plantas, troncos
huecos (dendrotelmata), fuentes termales, charcas intermarea-
les, etc. [10]. El desarrollo de Chironomus tiene una duracién
variable, dependiendo fundamentalmente de la temperatura
y ladisponibilidad de alimento. En las condiciones de cultivo de
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laboratorio, a una temperatura entre 18°Cy 20°C, el ciclo vital
de unindividuo se completa en tres o cuatro semanas.

Las larvas de Chironomus han sido consideradas tradicio-
nalmente un organismo modelo en estudios de contamina-
cion natural o antropogénica, contando en la actualidad con
cuatro ensayos estandarizados y aceptados internacionalmen-
te con fines regulatorios [11,12,13,14]. En todos ellos se utilizan
especies bien caracterizadas de quironémidos (C. tentans, C.
riparius, C. dilutus o C. yoshimatsui), a cuyos individuos se les
somete a exposiciones agudas y/o cronicas de compuestos
quimicos (desde 24 horas hasta dos generaciones), bien disuel-
tos en agua, bien formando parte del sedimento en el que se
desarrollan. Entre las posibles dianas de estudio se incluyen la
inmovilizacion, el porcentaje de huevos que llegan a eclosionar,
la mortalidad/supervivencia de las larvas, la concentracién
efectiva (ECx, Effective Concentration), la menor concentracion
con efecto observado (LOEC, Lowest Observed Effect Concen-
tration), la concentracion sin efecto observado (NOEC, No Ob-
served Effect Concentration), la duracion del desarrollo, el peso,
la reproduccién, la fertilidad de los adultos y el ratio entre ma-
chosy hembras.

Aunque han sido descritos en vertebrados efectos toxicos
para lareproducciony el desarrollo por parte de los dos ftalatos
objeto de estudio en esta tesis, la informacion sobre los efectos
que provocan en invertebrados es todavia limitada. El analisis
de los efectos citotdxicos, evidenciados por las alteraciones en
diferentes procesos celulares, ha permitido identificar biomar-
cadores moleculares de exposicion a estos compuestos y au-
mentar asi la informacién disponible en la actualidad sobre los
mecanismos de accién de los mismos.

El estudio de los efectos de estos ftalatos se llevé a cabo en
tratamientos agudos en exposiciones cortas (24h), prolonga-
das (hasta 96h) y retardadas (24h de tratamiento y 24h de recu-
peracién sin droga), mediante el andlisis de cambios en la ex-
presion de genes y en los niveles de actividad enzimatica de
dianas relacionadas con importantes procesos fisioldgicos:
biogénesis ribosémica (ITS2, rpL4, rpL11y rplL13), sistema en-
docrino (EcR, ERR), respuesta celular de estrés (hsp70, hsc70,
hsp40, hsp27'y hsp10), metabolismo energético (GAPDH) y
metabolismo de xenobidticos (CYP450, GST y GPX).

Los resultados tras 24 horas de exposicién a las dosis mas
altas de estos compuestos mostraron que tanto el BBP como el
DEHP inducen la expresion del gen hsp70, lo que refuerza la
idea de que éste constituye un buen biomarcador de estrés en
invertebrados en multitud de situaciones ambientales adver-
sas. Ademas, el BBP aumenta de forma significativa los niveles
de transcrito del gen del receptor de la ecdisona (EcR), resulta-
do que muestra por vez primera la capacidad del BBP de alterar
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de forma selectiva un gen que representa un elemento clave
en la ruta de sefalizacion celular mediada por ecdisona, sugi-
riendo asi una interaccién directa con el sistema endocrino de
los insectos. En contraposicion, el DEHP también provoca una
alteracion en la actividad del gen EcR, aunque consistente en
este caso en una represion. Este trabajo afade un nuevo dato
que refuerza la idea del gen EcR como un biomarcador de dis-
rupcion endocrina valioso. Por ultimo, el BBP causa una reduc-
cion significativa de los niveles de ARNr y de diversos genes
codificantes para proteinas ribosémicas, resultado que propor-
ciona la primera evidencia de la interaccion del BBP con la bio-
génesis ribosdmica y la alteracion de la actividad del nucléolo,
un organulo esencial para la supervivencia de las células. Sin
embargo, el DEHP no altera significativamente ninguno de los
elementos de la funcion nucleolar analizados.

Respecto a los estudios a tiempos largos de exposicion, se
observé un descenso en los niveles de expresion de la mayoria
de los genes analizados, lo que podria ser en parte consecuen-
ciade un efecto téxico mas general de los ftalatos. Sin embargo,
hay un efecto genémico diferencial del DEHP y del BBP sobre
genes especificos.

Los resultados mas llamativos fueron los relacionados los
estudios sobre la toxicidad retardada de estos compuestos, en
los que se constatd el aumento generalizado de los niveles de
expresion génica, especialmente de los genes relacionados con
la respuesta celular a estrés. Esta respuesta sélo se vio alterada
en el caso de la ruta hormonal, donde el DEHP inhibe la expre-
sion del gen EcRy se comporta de forma antagénica al BBP. Este
estudio aporta resultados novedosos sobre los efectos diferen-
ciales del DEHP'y el BBP en C. ripariusy ponen de manifiesto la
importancia de este organismo en la evaluacién del riesgo eco-
toxicoldgico, especialmente en ecosistemas acuaticos.

A pesar de que los biomarcadores constituyen una herra-
mienta importante en los ensayos de laboratorio, permitiendo
vincular la exposicion o el efecto de sustancias toxicas con
eventos clave celulares y moleculares, resulta necesaria su vali-
dacién posterior en poblaciones naturales expuestas a una
mezcla compleja de contaminantes antes de poder sacar con-
clusiones acerca de su utilidad en escenarios reales. En este
trabajo se han analizado por primera vez los efectos toxicos de
ambos ftalatos en poblaciones naturales de larvas de Chirono-
mus riparius, procedentes de un rio contaminado de Galicia
(Sar), las cuales se encuentran expuestas de manera habitual a
multitud de xenobidticos, teniendo de este modo sus sistemas
metabdlicos adaptados a las condiciones fisico-quimicas del
nicho ecolégico que habitan.

Los resultados obtenidos en la evaluacién de los efectos
que los ftalatos provocan en larvas de campo muestran dife-
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rencias importantes respecto a los datos obtenidos en larvas de
laboratorio en cuanto al grado de toxicidad de ambos com-
puestos y en el efecto que provocan sobre algunas dianas, lo
que confirma la necesidad de llevar a cabo este tipo de estudios
para tener una aproximacién mas completa sobre las dianas de
efecto que cada compuesto es capaz de alterar, asicomo al tipo
de respuesta que pueden provocar en escenarios reales.
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