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1. Introduccion







I Introduccién

1.- Introduccion

La contaminacion ambiental consecuencia del desarrollo industrial de
las Ultimas décadas, asi como la produccién de grandes cantidades de
contaminantes por parte de la industria, tiene consecuencias destructivas
para nuestros ecosistemas desencadenando efectos negativos sobre la salud

humana y animal (Zhuang et al., 2016; Xue et al., 2017).

Entre estos efectos destacan los producidos sobre la salud humana
gue van desde patologias a distintos niveles organicos hasta alteraciones
genéticas debidas a procesos mutagénicos causados por estos
contaminantes, los mismos que causarian desequilibrios en los ecosistemas

alterando funciones fundamentales para el correcto desarrollo vy
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supervivencia de la flora y la fauna (Canesi y Fabbri, 2015; Konieczna et al.,

2015).

Existen distintas vias de exposicion a los contaminantes que se
encuentran en el medio ambiente siendo la via inhalatoria y la gastrointestinal,
dos de las mas estudiadas. Parte de estos compuestos que participan
activamente en la contaminacion ambiental pueden actuar como disruptores
endocrinos sobre los organismos vivos (Zhuang et al., 2016; Kan et al.,2017;

Leyssens et al., 2017; Liu et al., 2017; Xue et al., 2017).

El término disruptor endocrino, puede definirse como todo agente
exogeno (quimico o fisico) capaz de inducir efectos adversos para la salud
de un organismo intacto o su descendencia, como consecuencia de cambios
en la funcion endocrina. (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Yeung et al.,
2011). Para ello el disruptor hormonal interfiere con la sintesis, secrecion,
transporte, unién, o metabolismo de las hormonas, que el organismo sintetiza
fisiologicamente, y que son responsables del mantenimiento de la
homeostasis y de la regulacién de la reproduccion, del desarrollo, y/o del
comportamiento. Incluye a cualquier agente que induzca alteraciones sobre
cualquier aspecto de la actividad y desarrollo del sistema endocrinoldgico

(Kiyama y Wada-Kiyama., 2015; Kabir et al., 2015)

Bajo este término se engloba un gran nimero de compuestos
quimicos (plaguicidas, metales pesados, polimeros sintéticos y plasticos,

derivados industriales) y de agentes fisicos, como son las radiaciones de baja
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frecuencia, por tanto, el catalogo de perturbadores endocrinos es muy amplio,
comprendiendo desde sustancias que se encuentran de forma natural en el
medio ambiente y/o en los alimentos, hasta productos quimicos, resultado de

la accion antropogénica (Olea-Serrano, 2006).

La ingesta alimentaria es la via de exposiciébn mas importante a los
compuestos con actividad de disrupcion endocrina (Connolly., 2009). Muchos
de estos compuestos, se encuentran presentes en el medio ambiente, entran
en la cadena alimentaria y constituyen un riesgo potencial para la salud del
consumidor. Otros pueden estar presentes en alimentos debido a su
utilizacion durante el procesado de los mismos o bien debido a los envases
como plasticos, latas y materiales impermeables a las grasas. El origen de
los disruptores endocrinos que més tarde aparecen en la cadena alimentaria,
ya sea debido a causas naturales, practicas agricolas y aplicaciones
industriales o bien, por deposicién atmosférica, podemos encontrarlos en
productos de origen animal, vegetal, pescados y mariscos o en agua de

bebida (Kawamura et al., 1999, Takao et al., 2002; Kang et al., 2006)

Como principales disruptores endocrinos de interés en seguridad
alimentaria podemos destacar: plaguicidas; dioxinas; bifenilos policlorados y
compuestos bromados retardantes de llama; polimeros sintéticos y plasticos;
bisfenol; alquifenoles; phtalatos; metales pesados; fitoestrogenos,

fitoesteroles, micoestrégenos y productos farmacéuticos.
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A pesar de que algunos de ellos son bien metabolizados por los
organismos vivos (como los fitoestrogenos), otros sufren acumulacion en los
distintos elementos de los ecosistemas y biomagnificacion a lo largo de la
cadena alimentaria (como el DDT), y la presencia simultdnea de diversos
disruptores endocrinos a concentraciones bajas podria conllevar una
actividad bioldgica sobre el sistema neuroendocrino debido a un efecto aditivo

de los mismos.

Existen evidencias crecientes de que la exposicion de la fauna a los
compuestos con actividad estrogénica puede provocar modificaciones en la
funcion reproductiva de vertebrados (Hassanin et al., 2002; Chichizola., 2003;
Rodriguez-Mozaz et al., 2004), estando entre las principales repercusiones
la disfuncién tiroidea en aves y peces; la disminucién de la fertilidad en aves,
peces, crustdceos y mamiferos; la disminucién del éxito de la incubacién en
aves, peces y tortugas; graves deformidades de nacimiento en aves, peces y
tortugas; anormalidades metabdlicas en aves, peces y mamiferos;
anormalidades de comportamiento en aves; masculinizacion y feminizacion
de peces, aves y mamiferos machos; feminizacién y masculinizacién de
peces y aves hembras; y peligro para los sistemas inmunitarios en aves y
mamiferos (Flint et al., 2012; Bhandari et al., 2015). Entre las principales
patologias asociadas a la exposicion en humanos, cabe destacar las
alteraciones en la salud sexual y reproductiva, enfermedades de elevado
indice epidemiologico como la diabetes, obesidad y cancer de 6rganos
regulados  hormonalmente, patologias psiquiatricas y procesos

neuroinmunolégicos.
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Los disruptores endocrinos interfieren en el funcionamiento del
sistema hormonal mediante alguno de estos tres mecanismos: suplantando a
las hormonas naturales, bloqueando su accién o aumentando o disminuyendo
sus niveles. Los mecanismos de accién de los disruptores endocrinos son
muy variados, de hecho, un mismo xenobiético puede actuar de diferente
modo segln sea la glandula que altera. Asi estos compuestos pueden
mimetizar, estimular o inhibir la accidon de las hormonas, y frecuentemente
pueden actuar como sustancias hipertréficas y/o promotores tumorales

(Andrade-Ribeiro et al., 2006).

Como se ha mencionado anteriormente, los compuestos quimicos
implicados en la disrupcion endocrina incluyen los biocidas, compuestos
industriales, surfactantes y plastificantes incluido el Bisfenol A (BPA) (Flint et

al., 2012).

El BPA es un compuesto, de entre otros, plasticos y contenedores de
alimentos, y es uno de los productos quimicos producidos en mayor volumen
en el mundo (Lang et al.,, 2008), alcanzando unos niveles de produccién
mundial muy elevados, produciéndose en 2006, 3.8 millones de toneladas del
mismo (Fitzgerald y Wilks., 2014) y ascendiendo esta produccion anual en el
afio 2009 de 5.16 millones de toneladas (Chemical Weekly, 2009). Debido a
la similitud estructural que tiene con las hormonas esteroideas, posee una

actividad endocrina que lo hace capaz de provocar, en las células diana, una
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respuesta parecida a la de las hormonas enddgenas o bien inhibir dicha

respuesta ejerciendo un efecto antagoénico (Lora et al., 2013).

Se ha demostrado que existe migracion de BPA desde los envases
al alimento entrando en nuestro organismo por via digestiva, siendo una de
las principales fuentes de exposicion en los humanos (Lyons., 2000; Brede et
al., 2003). Cambios en el pH, abrasiones mecanicas y el calor, pueden
acelerar la hidrolisis del enlace éster que une las moléculas de BPA en los
plasticos de policarbonato, y el lavado continuado de los productos de
policarbonato provoca la facil separaciéon del BPA de estos productos y su
distribucion en el medio ambiente, incluso a temperatura ambiente
(Howdeshell et al., 2003), motivo por el que se encuentra presente como
contaminante ambiental en rios y agua de bebida. Niveles de BPA de hasta
56 ug/l han sido detectados en rios y costas (Rocha et al., 2013; Corrales et
al., 2015), siendo estos niveles superiores en aguas residuales de plantas
tratadoras o de vertederos, alcanzando niveles medios de 269 ug/l (Kang et

al., 2007).

La importancia del BPA como contaminante ambiental y el riesgo que
implica, debido a su baja tasa de biodegradabilidad y a su bioacumulacién en
la cadena trofica, ha provocado que el Parlamento Europeo lo haya incluido

como una de las sustancias cuya toxicidad debe ser evaluada.
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La Comision Europea y los Estados Miembros decidieron restringir el
uso de BPA en la fabricacion de biberones de plastico para lactantes
(Directiva 2011/8/UE) a partir del 1 de marzo de 2011, prohibiéndose tanto la
comercializacion como la importacion de los mismos a partir del 1 de junio del
mismo afio (Reglamento de Ejecucion (UE) 321/2011). Francia y Dinamarca
de forma unilateral, ya prohibieron la fabricacién y la comercializacién de
biberones que contuvieran BPA. Ademas, el uso de BPA en materiales en
contacto con alimentacion infantil de entre 0 y 3 afios, esta prohibido en
Canada, Australia y en varios estados de Estados Unidos. Por otra parte,
desde el afio 2015, ha quedado prohibido en Francia el uso de BPA en

materiales que entren en contacto con cualquier tipo de alimento.

La utilizacion del BPA en envases en contacto con los alimentos esta
permitida en el resto de la Unidn Europea mediante el Reglamento Europeo
(UE) 10/2011 de la Comisiéon de 14 de enero, relativa a los materiales y
objetos plasticos destinados a entrar en contacto con los productos
alimenticios, en el cual se establece un limite maximo de migracion para esta
sustancia de 0,6 mg/kg. El valor de la Ingesta Diaria Tolerable (IDT) del BPA
ha sido modificado en el Gltimo informe realizado por la EFSA en el 2015, y
ha pasado de 50 pg/kg pc/dia a 4 pg/kg pc/dia (EFSA, 2015). En referencia
al andlisis de la exposicion del BPA realizado por la EFSA, éste concluye que
la exposicion dietética no supera el valor de IDT para ningln grupo de edad,
ya que los niveles calculados se encuentran 34 veces por debajo del valor de
IDT. Pero, por otro lado, también se hace referencia y se apunta a que la

evaluacion de la exposicion de fuentes no dietéticas presenta cierta
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incertidumbre y debe ser estudiada (EFSA, 2015). La IDT se ha hecho
temporal para dar cuenta de la incertidumbre sobre los posibles efectos del
BPA en la glandula mamaria, sistema reproductivo, neuroldgico, sistemas

inmunoldgicos y metabdlicos en animales de laboratorio.

En diciembre de 2016, la Comision Europea decidio restringir el uso
de BPA en el papel térmico en la Unién Europea. Esta prohibicion sera
efectiva en el afio 2020, habiéndose establecido como alternativa el uso de

Bisfenol S (BPS).

En junio de 2017, el BPA ha sido incluido por la Unién Europea
(ECHA) dentro de la lista de quimicos altamente preocupantes debido a sus
propiedades, y a que causa serios efectos en la salud humana, se ha
establecido que todos los fabricantes, importadores y suministradores de BPA
deben clasificar y etiquetar todas las mezclas que contengan BPA como

téxico para la reproduccidn, categoria 1B para el 1 de marzo de 2018.

Actualmente, el limite de migracion permitido en juguetes para nifios

es de 0.1 mg/l de BPA.

En mayo de 2017, la Comision Europea publicé una directiva
(Directiva 2017/898) para disminuir ese limite a 0.04mg/l. Este nuevo limite

debe establecerse en 2018.

Por otra parte, en abril del 2008 el Programa Nacional de Toxicologia
de los EEUU publico un informe preliminar sobre el BPA en el que consideré
prudente aumentar el margen de seguridad y establecer nuevos estudios

8
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sobre la evaluacioén del riesgo. La EFSA revisara su IDT después de evaluar
todas las evidencias cientificas-toxicoldgicas publicadas desde el 2012, y se
estima que comience en 2017, cuando un estudio de dos afios llevado a cabo

por el Programa Nacional de Toxicologia de Estados Unidos esté disponible.

Entre las principales acciones del BPA destaca la actividad estrogénica
débil del mismo, que provoca efectos importantes en el aparato reproductor
masculino, principalmente en testiculos, con una disminucion significativa del
esperma (Bhandari et al., 2015; Wisniewski et al., 2015; Lora et al., 2016). Se
sabe que el BPA actla sobre la hip6fisis anterior, estimulando la produccion
de prolactina (PRL) hasta un 50% mas de la respuesta maxima obtenida tras
estimular las células prolactinicas con 17 B-estradiol (E2) en adulto,
provocando una proliferacion lactotropa (Stoker et al., 1999, Ramos et al.,

2003; Velasco-Marinero et al., 2011).

Mas alla de este efecto, se ha descrito que el BPA provoca
modificaciones en las branquias, y altera de manera severa las células cloro
(Mohamed et al., 2013; Faheem et al.,, 2016). Las células prolactinicas
regulan el balance osmético, estimulando los procesos relacionados con la
adaptacién a agua dulce en las branquias, rifién e intestino (Pierce et al.,
2007) por lo que estos tipos de alteraciones en las células prolactinicas
podrian verse reflejadas en los cambios producidos en las células cloro.
Distintos trabajos de investigacion han descrito la participacion de las células
prolactinicas en la regulacién iénica que tiene lugar en las branquias (Bartels

et al., 2015; Inokuchi et al., 2015).



I Introduccién

Con la finalidad de investigar en profundidad la toxicidad del BPA
como contaminante acuatico, nuestro objetivo fue el de evaluar los posibles
efectos del BPA en la regulacién iénica mediante el estudio de las branquias
y las células cloro y su posible relacién con la adenohipéfisis mediante la
evaluacion de las células prolactinicas a través de una evaluacion histoldgica
de ambos tejidos en zebrafish (pez cebra), tras una exposiciéon de 14 dias a

BPA.
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2.- Revision bibliografica

Los disruptores endocrinos son todos aquellos compuestos quimicos
que tienen la capacidad de alterar el equilibrio hormonal del sistema
endocrino de los organismos. Dicho desequilibrio del sistema endocrino
puede tener consecuencias neurolégicas o reproductivas en los seres vivos,
ya que las hormonas estan implicadas en el control de la reproduccion, la
diferenciacion sexual, la coordinacion de 6rganos, la organizacion del
cerebro, y el metabolismo, entre otras, representando un especial peligro

durante la fase de gestacion y en las etapas iniciales de la vida.

En la sociedad actual, una gran parte de los productos que utilizamos

habitualmente contienen en diversas proporciones sustancias que
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potencialmente son disruptores endocrinos tales como productos cosméticos,
insecticidas, latas de conserva, plastico de biberones, etc. La relacién de la
dosis y respuesta no es muy conocida ya que los disruptores no presentan
una relacion univoca dosis-respuesta y, ademas, dichas consecuencias

pueden aparecer tras periodos de latencia de varios afios.

2.1 PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL
BISFENOL A.

El 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano o bisfenol A (BPA) posee un
numero de identificacién registrado (CAS): 80-05-07, su estructura quimica
consiste en 2 nucleos fendlicos (Fig. 1), que le dan unas caracteristicas fisicas
propias a este compuesto: una sustancia solida, incolora e inodora a

temperatura ambiente (Buysch., 1999).

La pureza del BPA suele ser del 99-99,8% (European Union Risk
Assessment, 2003), segun el fabricante y éstas impurezas incluyen fenol

(<0,06%), orto y para isomeros de BPA (<0,2%) y agua (<0,2%).

CHs
HO OH
CHs

Figura 1. Férmula quimica del BPA.
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La clasificacién y etiquetado del BPA fue elaborada por la European
Union Risk Assessment en el afio 2003 y actualizada en el afio 2008, donde

quedo descrita la clasificacion del mismo como la siguiente:

Clasificacién: Reproduccién categoria 3; R62; Xi; R37- 41, R43

R62: posible riesgo para la fertilidad

Categoria 3: sustancias que causan preocupacion en relacion a la fertilidad
humana en base a apropiados estudios animales.

Xi: irritante  R37: irritante para el sistema respiratorio R41: riesgo de serio
dafio para los ojos RA43: puede causar sensibilizacién por contacto con la

piel.

El BPA es uno de los productos quimicos producidos en mayor volumen
en todo el mundo. Es preparado por la condensacién de la acetona, de ahi el
sufijo “-A” con dos equivalentes de fenol (Fig. 2). La reaccién es catalizada
por un &cido fuerte 0 una resina de poliestireno sulfonado, utilizdndose una

gran cantidad de fenol para asegurar su completa condensacion.
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H,C CH,

m@ CLGH -

Figura 2. Reaccién de condensacion del BPA (Uglea y Negulescu., 2005).

Un gran numero de cetonas sufren reacciones analogas de
condensacion. Este método es eficiente y el Unico producto derivado es el

agua (Fiegue et al., 2002).

En cuanto a los embalajes, existen siete tipos de plasticos usados
para embalar. Algunos plasticos del tipo 7, como el policarbonato (algunas
veces identificado con las letras 'PC' al lado del simbolo de reciclaje) y las
resinas epoxi, estan hechos de BPA (Fiegue et al., 2002; Biello, 2008). Los
plasticos tipo 3 (PVC) también pueden contener BPA como antioxidante en

plastificantes (Fiegue et al., 2002).

Con respecto a las principales propiedades fisico-quimicas del BPA

y sus valores estan presentes en la tabla 1.
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PARAMETRO VALOR
Peso molecular: 228.29
Formula molecular: C15H1602
Solubilidad en agua: 300 mg/l

Punto de fusion: 155-157°C, dependiendo del

proceso de fabricacion
Punto de ebullicién: 360°C a 101.3 kPa

(también puede ocurrir

descomposicion)
Presién de vapor: 5,3x10° kPa

Densidad relativa: 1.1-1.2 kg/m3

Limite de explosividad: La minima concentracion
explosiva es 0.012 g/l con una
concentracién de oxigeno > 5%

Propiedades oxidantes No es un agente oxidante

Log KOW 3,40

Constante de la ley de Henry 4,03x10-° Pa.m3/mol*

Log KAW -9,012
Log KOA 12,413
pKA 9,59-11,30

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas del BPA a 252C (Cousins et al., 2002,
DLEP 60,2011).

! Calculado como el ratio del vapor de presién (Pa) y la solubilidad en agua (mol/m?).
2 Calculado de la constante de la ley de Henry (H), i.e., Kasw=H/RT, donde R es la

constante de los gases (J/mol/K) y T es la temperatura absoluta (K).
8 Calculado del ratio Kow/Kaw.
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2.2 USOS INDUSTRIALES Y RELACION CON EL
MEDIO AMBIENTE.

2.2.1 Usos industriales

El BPA se utiliza como un elemento y/o componente destinado
principalmente a la fabricacion de plasticos de policarbonato y resinas epoxi
(Mileva et al., 2014). El policarbonato y las resinas son materiales dirigidos a
la produccion de objetos y recipientes destinados a entrar en contacto con los
alimentos y bebidas, como pueden ser envases, recubrimientos de
conservas, platos, tazas, platos de microondas, botellas de plastico, copas,
latas, etc. Los plasticos producidos con BPA también tienen otras
aplicaciones como son la fabricacibon de CDs o DVDs, papel térmico,

dispositivos médicos, gafas de sol, etc. (Vandenberg et al., 2007).
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Consumo en la
uso Tm/afio UE
(en %)

Produccidn de policarbonato 486,880 71.1
Produccion de resinas epoxi 171,095 25.0
Resinas fenoplasticas 8,800 1.3
Produccion de resinas de poliester | 3,000 0.4
insaturado
Revestimiento de latas de conserva 2,460 0.4
Produccion y proceso de PVC 2,250 0.3
Fabricacién de bisfenol A alquiloxilado 2,020 0.3
Produccidn de papel térmico 1,400 0.2
Fabricacién de polioles / poliuretano 950 0.1
Produccidn de poliamida modificada 150 <0.1
Fabricacion de ruedas 110 <0.1
Ligquido de frenos 45 <0.1
Otros usos menores 5,990 0.9

Tabla 2. Usos y consumos en la UE (EU RAR, 2002)

El BPA también se ha encontrado en el cloruro de polivinilo comercial

(PVC) utilizado en peliculas y bolsas de plastico para alimentos, siendo

posible su migracién a estos (Lépez-Cervantes y Paseiro-Losada, 2003;

Lépez-Cervantes et al., 2003). A raiz de su utilizacion para la fabricaciéon de

bolsas de plastico, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)

pidié a la Asociacion de Fabricantes de Plasticos en Europa investigar el uso
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del BPA en PVC. Tras esta investigacion se dejé de aplicar el BPA en el
proceso de polimerizacion del PVC por algunos fabricantes en la Union
Europea (UE), al igual que se investigd su Uuso como

estabilizador/antioxidante en PVC.

Segun algunos autores, el caucho natural o silicona que se usa para
producir tetinas y chupetes de bebé podria contener BPA. Sin embargo, la
Asociacion Mundial de Fabricantes de biberones y tetinas afirmé que el BPA
no es y nunca ha sido utilizado en la fabricacién de los mismos (Thomas y

Dong, 2006).

El primero que publicé la sintesis del BPA fue Thomas Zincke de la
universidad de Marburgo, Alemania (www.bisphenol-a.org). La informacion
de la sintesis del BPA y de un nimero de compuestos relacionados fue
publicada por primera vez en 1952. A pesar de que Zincke divulgé las
caracteristicas fisicas predominantes del BPA (como la composicion, punto
de fusién o la solubilidad molecular en solventes comunes), no sefialé ningin
uso industrial. Sin embargo, ya en 1953, el Dr. Hermann Schnell, de la
empresa Bayer en Alemania y el Dr. Dan Fox de General Electric en los
Estados Unidos desarrollaron procesos de fabricacion para un nuevo material
plastico, el policarbonato, usando el BPA como materia prima. Este plastico
de policarbonato tendria una serie de caracteristicas muy (tiles,
particularmente claridad 6ptica, alta resistencia a temperaturas extremas (-40
°C y cerca de 145 °C) y a los golpes, que harian que éste policarbonato
formara parte importante de la vida cotidiana con una gran variedad de usos.
Su comercializacion se inici6 en 1957 en los Estados Unidos y en 1958 en

Europa, y al mismo tiempo, las resinas epoxi fueron desarrolladas para
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resolver una amplia gama de necesidades industriales (www.bisphenol-

a.org).

Debido a sus extensos usos, el BPA se estimé en 2008 en una
producciéon mundial anual de mas de 5.16 millones de toneladas, y de forma
muy extendida, segln datos de la Chemical Weekly del 1 de septiembre de
2009 (Chemical Weekly, 2009), siendo Asia el principal productor de BPA,

seguido por Europa (Tabla 3).

REGION CAPACIDAD DEMANDA
Kilotoneladas por afio

America 1226 972
Europa 1438 1040
Asia

China 261 651
Japon 615 415
Korea 345 336
Taiwan 645 341
Otras ciudades 480 550
Total Asia 2346 2293
Otros 150 74
TOTAL 5160 4379

Tabla 3. Produccién y demanda global de BPA durante el afio 2008

(Chemical Weekly 2009)
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En 2010 la estimacion de la producciéon anual mundial de BPA
ascendio a 8 millones de toneladas, y aproximadamente 100 toneladas

pudieron ser liberadas a la atmosfera (Vandenberg et al., 2010).

Cerca del 70% del BPA producido en la industria se utiliza para
fabricar policarbonatos y aproximadamente un 25% se utiliza en la produccion
de resinas epoxi (Kamrin, 2004). El 5% restante se utiliza en una amplia
variedad de productos, incluyendo resinas fendlicas, resinas no saturadas de
poliéster, recubrimiento de latas, como antioxidante e inhibidor final de la
polimerizacion en la fabricacion de polivinilos (cloruro de vinilo) plasticos,
como intermediario en la fabricacion de papel térmico (Kamrin, 2004),
fabricacion de neumaticos de coche o retardadores de llama (European Union

Risk Assessment Report, 2003).

Tal y como representa la Fig. 1, durante el afio 2015, Asia consumio
el 56% del total de BPA generado en el mundo, consumiendo entre Norte
América y Europa occidental un 36% adicional, lo que supone un total entre

estas tres regiones mayoritarias de alrededor del 92% del BPA producido.

Se espera que el consumo mundial de BPA crezca una media anual
del 3% hasta el afio 2020, siendo este crecimiento esperado del 5% anual en

el norte de Asia, donde el crecimiento ser4 mayor (IHS 2016).

22



I Revision bibliografica

Worid consumption of bisphenol A—2015
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Sogrce: =S 2016 =S

Figura. 1. Distribucién del consumo mundial de BPA durante el afio 2015

IHS-CEH (IHS Markit- Chemical economics handbook)

En muchos casos, el nivel de produccion de BPA de los distintos

paises no se corresponde de manera proporcional con el nivel de consumo

del mismo, tal y como muestra la Fig. 2, siendo Inglaterra o Francia paises

con un elevado consumo del mismo a pesar de tener una produccion minima

o nula. Espafia se encuentra dentro de los 4 principales productores de BPA

a nivel europeo a pesar de tener un consumo reducido respecto a otros paises

europeos como Alemania, Francia o Reino Unido.
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Fig. 2. Comparativa entre los niveles de produccién y uso de
policarbonato en Europa (IHS-CEH)

2.2.1.1 Policarbonato

El policarbonato comercialmente méas importante, es el BPA
policarbonato, que se produce convencionalmente por policondensacion del
BPA con fosgeno. Sin embargo, el fosgeno es un producto quimico muy
téxico. Por ello, a mediados de los afios 90, fue desarrollado comercialmente
un nuevo proceso, en el que el BPA reacciona con el difenilcarbonato, para
producir el policarbonato sin la necesidad del fosgeno como materia de base
(Bishop., 2000). Debido a las caracteristicas Unicas del policarbonato de BPA,
como su dureza extrema, la resistencia al impacto, una transparencia
excepcional, la compatibilidad excelente con varios polimeros, y la resistencia

a la distorsion a temperaturas altas (Serini., 2001), se ha utilizado
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extensamente en una variedad de productos de consumo, incluyendo un gran
numero de productos que entran en el contacto con el alimento, tales como
envases de bebidas retornables o botes de alimentacion infantil. Ademas, se
utiliza en bienes de consumo no alimenticios, tales como lentes de gafas,
equipos eléctricos, electrodomésticos, y equipos de seguridad deportiva, CDs
y DVDs, papel térmico, dispositivos médicos, gafas de sol etc (Kamrin., 2004;

Vandenberg et al., 2007)

2.2.1.2 Resina epoxi

Las resinas epoxi son prepolimeros que contienen grupos
epoxido. Estas se forman generalmente por reaccion de bisfenol A diglicidil-
éter (BADGE) con BPA (Runyon et al, 2002). Industrialmente, la reaccion de
estas resinas con una variedad de agentes endurecedores (como anhidridos,
aminas alifaticas, o poliamidas) produce plasticos reticulados o
termoendurecibles. Debido a su dureza, resistencia quimica, y caracteristicas
adhesivas y eléctricas, las resinas epoxi y las resinas epoxi modificadas se
utilizan actualmente en recubrimiento y usos estructurales. La resina epoxi
también tienen un nimero de usos que implican el contacto con el alimento.
Particularmente, estas resinas son parte de las envolturas protectoras usadas
en las latas de alimento y de bebida, y se pueden también utilizar en el campo
de los transformados alimenticios, por ejemplo, en las capas aplicadas a las
superficies interiores de algunas cubas usadas en la elaboracién del vino

(Kamrin., 2004).
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En usos estructurales pueden cubrir una variedad de productos tales
como fibras reforzadas, laminados eléctricos, bastidores, herramientas, y
pegamentos. Otros usos incluyen pinturas, suelos, pegamentos, tarjetas de

circuitos impresos y sellantes dentales (Kamrin., 2004; Wen-Tien., 2006).

2.2.2 Relacion con el medio ambiente

La presencia del BPA en el ambiente es consecuencia de actividades
antropogénicas. Inevitablemente, en numerosas ocasiones restos de BPA
son emitidos al medio ambiente desde distintas fuentes, que pueden

clasificarse como previas y posteriores al consumo.

Dentro de las fuentes previas al consumo, se engloban las
relacionadas con la fabricacion del BPA y productos que lo contienen, donde
la principal fuente es la descarga de efluentes de las plantas de fabricacion
del mismo (Staples et al., 1998; Klecka et al., 2009), siendo el transporte y los
productos que lo contienen en su composicién fuentes adicionales a esta

(Staples et al., 1998; Flint et al., 2012).

Entre las fuentes posteriores al consumo podemos incluir las
relacionadas con los vertidos procedentes de las plantas tratadoras de agua
residual, lixiviacion desde vertederos, combustion de basura doméstica y
degradacion de plasticos en el medio ambiente (Teuten et al., 2009; Fu y

Kawamura, 2010; Flint et al., 2012).
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De la cantidad emitida, de las caracteristicas fisicas (especialmente
la solubilidad de agua, la presién 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).

2.2.2.1 Contaminacion acudtica

Aunque el BPA sea un material parcialmente 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 BPA pueden ser una fuente de
contaminacion del ambiente acuéatico (Staples et al., 1998; Furhacker, 2000).
Lee y Peart (2000) demostraron que el BPA en aguas residuales se redujo

tras su paso por plantas de tratamiento de un 37 a un 94%.

Otra fuente significativa de la liberacién de BPA en el medio acuatico
incluye las aguas subterraneas procedentes de lixiviados de vertederos
comunes. De hecho, practicamente todos los lixiviados procedentes de
vertederos testados en una encuesta nacional a lo largo de los Estados
Unidos contenian BPA (95%), con concentraciones que alcanzaban los mg/l

(Masoner et al., 2014).

El BPA contribuye hasta en un 84% en la estrogenicidad de estos

lixiviados, sugiriendo que la presencia relativa en agua es generalmente
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dependiente de la fuente (Kawagoshi et al., 2003). Las concentraciones en
agua superficial han sido establecidas en torno a 3-30 ng/l para el BPA
(Belfroid et al., 1999, Kuch y Ballschmiter, 2001; Murk et al., 2002; Cargouet
et al., 2004), habiéndose identificado altos niveles de BPA en los residuos de
vertederos (Yamada et al., 1999; Behnisch et al., 2001; Yamamoto et al.,
2001; Filho et al., 2003), con niveles de BPA 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/mly
observaron que tras el tratamiento en diversas plantas depuradoras se pasé
a niveles de 0,5 a 5,1 ng/ml. A pesar de los esfuerzos realizados para
introducir diferentes estrategias para el tratamiento de estas aguas
residuales, el BPA (y otros contaminantes) alin se detecta en este tipo de
efluentes (Deblonde et al., 2011; Corrales et al., 2015) siendo por tanto una
importante fuente de contaminacion del medio acuatico (Yamada et al., 1999;

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

El BPA en aguas fluviales puede degradarse bajo condiciones
aerobias (lIke et al., 2000; Klecka et al., 2001; Kang y Kondo, 2002a), pero no
bajo condiciones anaerobias (Kang y Kondo, 2002b). 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 eliminacién del BPA (18-91%) y, solamente dos cepas de
Pseudomonas demostraron alta biodegradabilidad del BPA (cerca del 90%

de eliminacion del BPA).
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El BPA 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 BPA en un mamifero marino puede ser mas alta que en

un organismo de agua dulce (Ying y Kookana, 2003; Kang y Kondo, 2005).

Segun el informe de la EFSA (EFSA, 2013), los pescados y mariscos,
una parte importante de la dieta humana, presentan una de las mayores
contaminaciones de BPA. Debido a la capacidad del BPA de lixiviar del
plastico en los océanos, este puede causar una contaminacion directa de los
peces. Los desechos plasticos pueden ser la principal fuente de BPA en los
mariscos habiendo sido medidas las tasas de bioacumulacién en tejidos de
pescado y mariscos por distintos autores (Gatidou et al., 2010, Liu et al., 2012,
Yang et al.,, 2014). En un estudio realizado por Basheer et al. (2004) se
detect6 la concentracién de BPA en mariscos (gamba, cangrejo, berberecho,
almeja blanca, calamar y pescado) de un supermercado de Singapur, y se
observé que oscilaba entre 13,3 y 213,1 ng/g. Por lo tanto, el consumo de
peces de agua dulce o mariscos contaminados por BPA podria ser una ruta

importante de exposicién para el consumidor.

2.2.2.2 Contaminacion atmosférica.

En la bibliografia existente hay pocos estudios sobre las
concentraciones del BPA en aire atmosférico. Existen concentraciones que
van de 0,1 a 29 ng/m3 en aire interior y desde <0,1 a 4,72 ng/m3 en aire

exterior (Wilson et al., 2001a, b).
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Las concentraciones de BPA en el aire interior son perceptiblemente
mas altas que al aire libre, apoyado en que las fuentes potenciales de emisién
del BPA podrian proceder de electrodomésticos del hogar y de materiales de

equipamiento de oficina (Wen-Tien, 2006).

Debido a que el BPA no es un compuesto que se sintetice de manera
natural en el medio ambiente, es de esperar que las mayores concentraciones
en aire exterior se localicen en grandes areas urbanas, pero el BPA se
encuentra presente también en las zonas mas deshabitadas de la tierra

(Corrales et al., 2015).

La cantidad y la tasa en la que el BPA atmosférico se deposita en el
agua esta aln por determinar. Por otra parte, el potencial de transporte del
BPA en el aire es mucho menor (<0,0001) que en el agua (sobre el 30%)
(Staples et al., 1998). Generalmente la posibilidad de inhalar altos niveles de

BPA del aire es muy baja (Kang et al., 2006).

2.2.2.3 Contaminacion en el suelo/sedimento

Los valores del coeficiente de absorcion del suelo (Koc) del BPA van
de 314 a 1.524, estos valores significan que el BPA liberado a la tierra o a las
aguas superficiales puede ser absorbido por el suelo o los sedimentos. Fent
et al. (2003) sugirieron que la vida media del BPA en el suelo es de 3 dias y
puede estar correlacionada positivamente con la densidad humana ya que
existe un incremento en las concentraciones de BPA en zonas de residuos

humanos, ya sean residuos domésticos o industriales (Kawahata et al., 2004),
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por lo que parece que estos residuos humanos son la principal fuente de
contaminacion del suelo con BPA (Kang et al., 2006). Las concentraciones
de BPA (con un maximo de 36,7 pg/g) en lodos de aguas residuales son
generalmente mas altas que en sedimentos de mares y rios (Wen-Tien,

20086).

La ionizacién del BPA es posible en suelos con un pH cercano a su
pKa (Zeng et al., 2006), lo que puede desembocar en una lixiviacion mayor a
aguas subterraneas. La biodisponibilidad del anién bisfenolato y de los
residuos de BPA localizados en la fraccién no extraible del suelo no han sido

aun ampliamente investigados (Fent et al., 2003; Huang et al., 2014)

Como hemos comentado anteriormente, la biodegradacién aerobia
es el principal proceso de pérdida de BPA en todos los medios excepto en la
atmosfera, donde éste es probablemente susceptible a una reaccién rapida
con radicales hidroxilo (Staples et al., 1998). Basandonos en la presion de
vapor y la constante de Henry, se ha concluido que el BPA tiene baja
volatilidad y no es probable que sea eliminado del agua a través de la

volatilizacion (Staples et al., 1998; European Union Risk Assessment, 2003).

En la mayoria de estudios revisados por la Unién Europea se vio que
la biodegradacion del BPA en agua era rapida y fue reafirmado por Staples
(1998) quién concluy6 que ésta biodegradacion en agua se producia en un
periodo de 2,5-4 dias, en un estudio realizado en aguas superficiales cerca
de corrientes receptoras de aguas situadas en zonas donde se fabricaba el

BPA.
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Un estudio realizado sobre aguas fluviales (Klecka et al., 2001) y otro
sobre la degradacion del suelo (Mdndel, 2001b) han proporcionado datos
sobre la vida media de degradacion del BPA en el medioambiente. En el
estudio de Klecka en el que se emple6 el agua superficial recogida a partir de
siete rios diferentes de los E.E.U.U. y de Europa se observé que el BPA fue
degradado en un periodo de 3 a 6 dias (Klecka et al., 2001). En los estudios
de Mondel sobre la degradacion del BPA en cuatro tipos diferentes de suelo,
se demostré una rapida pérdida del BPA, con periodos para la desaparicion
del compuesto original de menos de 3 dias (Modndel, 2001b). Aunque fue
detectada una pequefa fraccibn de metabolitos, estos se degradaron
rapidamente. El principal responsable de la pérdida del BPA en el suelo es
probablemente la biodegradacion por medio de bacterias aerobias, aunque
algo de BPA se puede incorporar a la materia organica del suelo. El proceso
de pérdida, ya sea por degradacion aerdbica o por incorporacion a la materia
orgénica del suelo, hace improbable que el BPA esté biodisponible para el
transporte (por ejemplo, lixiviacion o revolatilizacion), asi que parece que el
BPA se pierde con eficacia de la biosfera. Sin embargo, solamente los
sedimentos suspendidos y la capa superior de los sedimentos de las aguas
superficiales son probablemente aerobios. En sedimentos anaerobios, la
degradacion microbiana del BPA se espera que sea mucho mas lenta que en

sedimentos aerobios (Cousins et al., 2002).
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En la tabla 4 se muestran periodos de degradacion del BPA en el

medioambiente.

MEDIO

Aire

Agua

Suelo

Sedimento

VIDA MEDIA

0.2 dias

38 dias

75 dias

340 dias

Tabla 4. Vida media del BPA en diferentes
medios (Corrales et al., 2015).

2.3 DISTINTAS FUENTES DE EXPOSICION

Cada afio, se utilizan mas de 2 millones de toneladas de BPA en la

fabricacion de una gran variedad de productos domésticos (Lee et al., 2008;

Vandenberg et al., 2009). El BPA esta presente en los envases de alimento

de policarbonato plastico y de bebida, en 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 exposicién humana al BPA es extensa como se ha comprobado

en el analisis de muestras de orina humana (Matsumoto et al., 2003; Yang et
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al., 2003; Calafat et al., 2005; Kawaguchi et al., 2005; Liu et al., 2005; Ye et
al., 2005, Bushnik et al., 2010; Covaci et al., 2015). Bushnik et al. (2010)
detectaron BPA en el 91% de las muestras de orina recogidas a diferentes
individuos de distintas edades residentes en Canada, con una concentracion
media de 1.16 pug/l, presentando los nifios entre 6 y 11 afios una
concentracion de BPA en orina superior a grupos de otros rangos de edades;
por otra parte Covaci et al. (2015) muestrearon 674 parejas de madres e hijos
en 6 paises Europeos obteniendo valores medios de BPA en orina de 2.04
pg/l en las madres y 1.88 pg/l en los nifios, siendo el consumo de comida
enlatada y la clase social (representada por un mayor nivel académico de la
familia) los principales parametros predictivos de los niveles de BPA en orina
en las madres y sus hijos, estando estrechamente correlacionado el nivel de
BPA entre ellos (r=0.265, p<0.001), lo que sugiere la presencia de un factor

comun que influencia este biomarcador en ambos.

Aunque el consumo diario de BPA en humanos puede ser
considerablemente menor que las referencias de ingesta diaria tolerable, o
los niveles de migracion del BPA menores que los limites fijados por las
diferentes agencias y paises, varios estudios han sugerido un efecto
endocrino adverso para el BPA a dosis de sélo 0,02-0,20 ug/kg/dia tales como
disminucién de la produccion diaria de esperma e infertilidad en varones a
dosis de 0,2 pg/kg/dia (Vom Saal et al., 1998; Chitra et al., 2003), estimulo
del desarrollo de la glandula mamaria a dosis de 0,025 pg/kg/dia (Markey et
al., 2001), una disminucién de enzimas antioxidantes a 0,2 ug/kg/dia (Chitra

et al., 2003) y alteraciones persistentes en el desarrollo peripuberal de la
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glandula mamaria a dosis de 0,025-0,25 pg/kg/dia (Mufioz de Toro et al.,

2005).

Las rutas posibles de exposicion para los miembros de la poblacién
en general se pueden dividir en (1) la exposiciéon ambiental directa e indirecta
debido a la liberacion de BPA durante su produccién, uso y disposicion; (2)
exposiciéon 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.

Segun el Programa Nacional de Toxicologia, la exposicion al BPA es
probablemente casi exclusiva a través del alimento (National Toxicology
Program, 2007). Por ejemplo, Wilson et al. (2007) examinaron la exposicion
al BPA y a otros fenoles en 275 nifios de 1,5-5 afios de edad, concluyendo
que el 99% de la exposicién al BPA era dietética basandose en medidas de
los niveles de BPA 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 BPA en el var6n adulto era procedente del alimento y de la bebida,

exceptuando el agua.

Las medidas y el conocimiento ambiental de las caracteristicas del
BPA sugieren que las fuentes ambientales de exposicion de BPA no
contribuyen perceptiblemente a la exposicidn 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 del
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BPA a la leche en los biberones de policarbonato y la migracién del BPA en
férmulas alimenticias infantiles a través de las capas de resina epoxi de los
envases que contienen el alimento (Kamrin, 2004). En féormulas infantiles
consumidas por los nifios (listas para utilizar, en concentrado o en polvo),
Environment Canada apoya la conclusiéon de que la migraciéon del BPA es
significativa sélo para las férmulas infantiles liquidas (Environment Canada,
2008). El BPA fue detectado y cuantificado en todas las muestras, con unas

concentraciones de 2,27 a 10,2 ppb (Cao et al., 2008).

Ademaés de fuentes comerciales de alimento, los nifios consumen la leche
materna. Nakao et al. (2015) analizaron muestras de leche materna de 19
madres Japonesas determinando unos niveles de BPA que oscilaban entre
los 1,4 y 380 ng/g con un valor medio de 36 ng/g, Zimmers et al. (2013)
detectaron BPA libre en el 62% de las muestras de leche materna obtenidas
de 21 mujeres lactantes de EEUU obteniendo unos resultados que oscilaban
entre 0,22 y 10,80 ng/ml con un valor medio de 3,13 ng/ml, encontrando
ademas diferencias significativas entre razas, que fueron atribuidas a
diferencias en el estilo de vida y el metabolismo. Mendoca et al. (2014)
también midieron concentracion de BPA libre en muestras de leche de 27
madres, asi como los niveles de BPA en la orina de 31 nifios lactantes siendo
positivas a BPA el 75% de las muestras de leche y el 93% de las muestras
de orina y obteniendo unos niveles medios de 0,4-1,4 ng/ml en leche y de 1,2

a 4,4 ng/ml en orina.
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Como hemos comentado, hasta hace poco tiempo, la mayor parte de
la exposicion al BPA se pensaba que se producia a través de la dieta y que
el organismo lo metabolizaba y eliminaba rapidamente. Sin embargo, en el
estudio de Stahlhut et al. (2009), utilizando 1469 personas, se comprobé que
el periodo de eliminacion del BPA en la mayoria de la poblacién era mucho
mayor que el esperado, basado en estudios publicados de exposicién aguda,
incluso en personas que habian ayunado durante horas, demostrandose una
larga vida media del BPA en el organismo humano. Esto sugiere la posibilidad
de una importante exposicién no alimenticia y requiere la necesidad de
investigar esas fuentes de exposicion no alimenticias como los cosméticos,
el polvo y el aire de los hogares, los juguetes, chupetes, el agua superficial
de las piscinas o los sellantes dentales, que presentan unas concentraciones
de BPA mas bajas pero que se recogen dentro de las fuentes de exposicion
tanto orales como dérmicas (Von Goetz et al., 2017). De igual modo, el BPA
esta presente en la fabricacion de tuberias, botellas, tetinas, equipamiento
médico, equipos electrénicos y CDs y DVDs (Huang et al., 2012). El BPA
también se utiliza como estabilizante y antioxidante en la produccion del
cloruro vinilico (Nam et al., 2010) y en la produccién de papel térmico, que
presenta una alta concentracién de BPA y que supone una fuente dérmica de
exposicién importante (Von Goetz et al., 2017). El papel térmico se produce
en cantidades masivas ya que se utiliza en los tickets de compra, libros, faxes
y etiquetas, asi como tras su reciclado, en folletos, sobres de correo,
periddicos, rollos de cocina, papel higiénico y cajas de comida (Nam et al.,

2010; Liao et al., 2012).
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En productos de papel reciclado usados para la transformacion de los
alimentos el BPA se ha encontrado en concentraciones 10 veces mas altas
que las encontradas en los productos de papel no reciclado. Las
concentraciones de BPA en el papel eran de hasta 26 ug/g (EFSA, 2006).
Otro estudio reciente indico que los niveles de BPA encontrados en orina de
nifios de la Unidad de Cuidados Intensivos en Neonatologia, que requeria la
utilizacion de equipos médicos era entre 16 y 32 veces superior a los niveles
encontrados en la poblacién general (Duty et al., 2013). Observandose que
el BPA esté presente en una gran variedad de productos médicos (bolsas que
contienen fluidos intravenosos, en la nutricion parenteral total y tubos
asociados con su administracion; tubos de mantenimiento nasogastrico,
mascaras respiratorias, tubos endotraqueales y catéteres umbilicales) con lo
que seria otra via de exposicién a tener en cuenta en recién nacidos (Calafat

et al., 2009; Duty et al., 2013).

Otra fuente de exposicién es el empleo del BPA en la fabricacion de
materiales sellantes o compuestos dentales (European Union Risk
Assessment, 2003). ElI BPA puede presentarse potencialmente como
impureza o liberarse durante la degradacion de los materiales dentales.
Durante los procedimientos dentales, las mezclas de resina se aplican como
monodmeros fluidos y son polimerizados in situ por la luz ultravioleta. Segun
la Unién Europea (European Union Risk Assessment, 2003), los pacientes

pueden ser expuestos al BPA durante la etapa de la polimerizacion.
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En un estudio sobre 20 individuos con al menos 6 piezas rellenas con
material sellante a base de polimero con BPA y 20 individuos control sin
ningun tipo de sellante dental aplicado se recogieron muestras de saliva para
ser analizadas. Tras el tratamiento de las mismas se encontraron cantidades
variables de BPA en ambos grupos, apareciendo niveles apreciables de BPA
en 8 de las 20 muestras del grupo test y en 3 de las 20 muestras del grupo
control, siendo significativamente mayores en el grupo donde se aplico el

sellante dental (Berge et al.,2017).

Recientemente se han realizado numerosos estudios sobre el papel
térmico como fuente de exposicion, debido a su alto contenido en BPAy a su
gran cantidad de aplicaciones en la vida cotidiana. En un estudio realizado
con 6 voluntarios que simularon el trabajo de un cajero y la manipulacion de
los tickets de papel térmicos durante el periodo de ensayo , se analizaron
muestras de orina mediante cromatografia obteniendo concentraciones
urinarias de BPA 3 veces superiores a las obtenidas antes del periodo
experimental y se observd que tras 48 horas del final del periodo
experimental, los niveles en orina de BPA no descendieron, sugiriendo que el
periodo de excrecion del BPA tras la entrada via dérmica es superior a 48

horas (Lv et al., 2017).

Ndaw et al. (2016), determinaron el nivel de BPA en muestras de
orina de 90 cajeros expuestos diariamente al contacto directo con el BPA
presente en el papel térmico, analizando a su vez 44 controles para hacer

posible la comparacion. Los valores medios obtenidos tras el andlisis van

39



I Revision bibliografica

desde 3,54 pg/l en los individuos control a 8,92 pg/l en los individuos
expuestos lo que supone un aumento significativo en la concentracion total
de BPA en orina de los cajeros que manipulan diariamente papel térmico.
Estos resultados indican que la cantidad de BPA transferida a la piel tras la
manipulacion del papel térmico no debe ser infravalorada, particularmente

para los cajeros.

Aun asi, la mayor preocupacion esta puesta sobre la exposicién a
través del alimento, particularmente en los nifilos, ya que son mas
susceptibles a cualquier efecto nocivo del BPA. Pueden ser expuestos por la
migracién de éste en la leche de las botellas de policarbonato y de féormulas
de alimentos infantiles conservados en envases de alimento recubiertos por
resinas epoxi (Kamrin, 2004). Por ello nos vamos centrar en 1) la exposicion

por migracién al alimento y 2) la exposicion ocupacional.

2.3.1 Exposicion al BPA por migracién al alimento

La mayor parte de la contaminacion en el alimento es causada por la
migracién de los envases que contienen BPA. Las resinas epoxi producidas
con BPA se utilizan para recubrir las superficies metélicas de envases que
estan en contacto con los alimentos y las bebidas, mientras que los plasticos
de policarbonato se utilizan en los envases de los alimentos y las bebidas.
Varios estudios han divulgado datos disponibles sobre la migracién del BPA
de recubrimientos o de plasticos en contacto con los alimentos y los liquidos

(Kang et al., 2006).
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2.3.1.1 Migracion del BPA de las superficies de recubrimiento de
las latas

El BPA se ha detectado en los vegetales en conserva, bebidas en
latas, productos conservados de pescado y carne, productos lacteos

conservados y férmulas infantiles (Kang et al., 2006).

Los principales factores que influyen en la migracién del BPA 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-Lépez y Soto-Valdez, 2001; Goodson et al., 2002;
Takao et al., 2002; Kang et al., 2003; Munguia-L6pez et al., 2005). Munguia-
Lopez y Soto-Valdez (2001) en México, encontraron BPA 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 encontré niveles de migracion del BPA 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).
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Fattore et al. (2015) monitorizaron los niveles de BPA mediante
cromatografia liquida en 33 muestras de conserva de atlin en aceite 0 en
agua de supermercados italianos. Los niveles detectados de BPA se
encontraron en un rango que iba desde 19.1 a 187.0 ng/g en las muestras de

atln y de 6.3 a 66.9 ng/mL en el aceite.

En otros estudios (Kang et al., 2006) sobre muestras de agua,
observaron que la temperatura tenia méas efecto sobre la migracion del BPA
de las latas que el tiempo de 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 migracién del BPA (6
ng/ml) tras 60 minutos de calentamiento era similar a los 5 ng/ml de migracion

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

La migracion del BPA también puede verse afectada por el tiempo de
almacenamiento (Munguia-Lopez y Soto-Valdez, 2001; Yoshida et al., 2001,
Munguia-Lépez et al., 2002, 2005), aumentando ésta la migracion. Sin
embargo, otros autores sugirieron que el nivel de BPA 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 sédico al 5-10% o en presencia de aceites, la migracion del BPA en

las latas aument6 enormemente (> 10 ng/ml) (Kang et al., 2003).

42



Revision bibliografica

2.3.1.2 Migracion del BPA de los plasticos

Estudios de laboratorio han demostrado que el BPA biol6gicamente
activo es liberado por las botellas de policarbonato después de un uso normal
(Brede et al., 2003; Le et al., 2008). La migracion de pequefias cantidades del
BPA a través del uso repetido de los envases de policarbonato tales como
biberones, botellas de consumo o jarras pueden contribuir a la exposicién oral
(Environment Canada, 2008). Se han publicado numerosos estudios sobre la
migracién del BPA de las botellas de policarbonato bajo diversas condiciones
(Mountfort et al., 1997; Takao et al., 1999; Brede et al., 2003; Howdeshell et
al., 2003; Miyamoto y Kotake, 2006; Cao y Corriveau, 2008; Ehlert et al., 2008;

Le et al., 2008; Maragou et al., 2008).

Los resultados de las investigaciones han demostrado que el BPA
puede migrar de los policarbonatos durante la difusién y la hidrélisis de los
polimeros. Los resultados publicados por Mercea (2009) mostraron que la
disminucién del pH de una solucién se asoci6 con un aumento en la migracion
de BPA de policarbonatos al agua, mientras que la presencia de cationes en
una solucién a temperatura ambiente no afecté significativamente la hidrolisis

de estos.

También se demostré que el BPA emigré mas rapido de las botellas
de policarbonato (usadas como recipientes de agua), las cuales se
reutilizaban durante un periodo amplio de tiempo y estaban expuestas a altas
temperaturas. Ademas, se encontré que la relacion entre la migracion de BPA

de las botellas de policarbonato a otras soluciones variaba dependiendo de
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sus propiedades quimicas. En mezcla de etanol-agua, se observé una
liberacion mas rapida de BPA (en comparacién con agua), mientras que en
aceite de aceitunas (que no afectaba a la hidrélisis de PC) se observé una
liberacion despreciable de BPA. Los resultados obtenidos por Nam et al.
(2010) evaluaron la tasa de migracion de BPA en biberones de policarbonato
para lactantes nuevos y reutilizados. Mostraron que el aumento de la
temperatura y el uso delos biberones durante un tiempo particularmente
prolongado potenciaron la hidrélisis del polimero, causando una migracion
mas intensa de BPA al agua. Se demostré que el BPA se liberd en biberones
nuevos en concentraciones de 0,03 y 0,13 g/dm® a 40 y 95°C,
respectivamente. Después de 6 meses de uso de los biberones, las
concentraciones de BPA en agua aumentaron a niveles de 0,18 g/dm3y 18,47

g/dm3 a 40 y 95°C, respectivamente.

Los altos niveles de migracion del BPA 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
hidrélisis del enlace éster que une las moléculas de BPA en el policarbonato
plastico y las resinas epoxi (Vom Saal y Hugues, 2005). El calor, tal como
ocurre en la pasteurizacion, en la esterilizaciébn o el calentamiento al
microondas, asi como el proceso de lavado y cepillado o el almacenamiento
de los envases, da lugar a una migracién creciente del BPA desde los

envases al alimento (Erler y Novak., 2010).
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2.3.2 Exposicion ocupacional.

La exposicidon ocupacional al BPA podria ocurrir potencialmente
durante su fabricacion, en la produccién de plasticos de policarbonato, y
durante la fabricacion o el uso de las resinas epoxi, pinturas o lacas
(European Union Risk Assessment, 2003) o por el simple contacto continuado
con productos que contienen BPA como el papel térmico (Ndaw et al., 2016).
Segun la Union Europea, el BPA generalmente esta disponible como
granulos, escamas, o bolitas, reduciendo de esa forma el potencial de
exposicion. El BPA se fabrica en sistemas cerrados, pero la exposicion es
posible durante el manejo, el rellenado de los envases y el mantenimiento de
la planta. En la fabricacion de policarbonato, el BPA entra en la planta y
permanece en un sistema cerrado, aunque es posible la exposicion al BPA

residual a través del polvo (100 ppm).

La Unién Europea resumio los datos de la exposicion ocupacional
para el BPA en Europa y en E.E.U.U indicando que las exposiciones al BPA
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 al BPA a corto plazo. En la fabricacion del BPA se han publicado
exposiciones a corto plazo a partir de 0,13-9,5 mg/m? (European Union Risk

Assessment, 2003).

En un estudio realizado sobre trabajadores de distintas fabricas de
BPA de Estados Unidos se detectaron unos niveles de BPA en orina 70 veces

superiores a los encontrados en el resto de la poblacion, alcanzando niveles

45



I Revision bibliografica

medios de 88 ug/g siendo los niveles medios encontrados en el resto de la
poblacion de 1,27ug/g (Hines et al., 2017), de lo que se deduce que la
exposicion directa a BPA multiplica la concentracion del mismo en la

poblacion.

En relacién a la exposicién por contacto con el BPA, 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, 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 el BPA 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 méas severa si la exposicion al agente causante es duradera

(Jolanki et al., 1995; Tarvainen y Kanerva, 1999; Kanerva et al., 2000, 2002).

2.4 EFECTOS DEL BPA

2.4.1 Efectos del BPA en la vida salvaje

El motivo de la realizaciéon de mltiples estudios en la fauna salvaje,
con el objetivo de evaluar el impacto ecoldgico del BPA en el medioambiente,
se debe a que el BPA es liberado en grandes cantidades al medio ambiente

durante los distintos procesos de fabricacion, manejo y transporte del BPA,
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alcanzando niveles de hasta 100 toneladas/afio en 2010 (Vanderber et al.,

2010).

Debido a la contaminacién ambiental, los rios y los lagos son fuente
de exposicion importante de BPA, por lo que la mayoria de los estudios del
impacto del BPA en la vida salvaje proceden de estudios sobre vertebrados
acuaticos, peces en particular y, en menor medida, anfibios, existiendo menos

informacion disponible en reptiles y aves (Canesi y Fabbri, 2015).

Los efectos como disruptor endocrino del BPA identificados en la
fauna incluyen (1) la alteracion de la determinacién del sexo en la exposicion
durante la organogénesis gonadal, (2) alteracién de la funcién gonadal,
durante y después de la organogénesis gonadal, (3) alteraciones en el
desarrollo, (4) induccién de la produccion hepética de vitelogenina (VTG) (5,
6 y 7) Efectos sobre la funcion tiroidea, metabolismo, sistema inmunitario y

estrés oxidativo (Crain et al., 2007; Canesi y Fabbri., 2015).

2.4.1.1 Determinacion del sexo

En animales cuya diferenciacion sexual puede verse influenciada por
la temperatura (TSD), esta determinacion del sexo es particularmente
susceptible a diferentes perturbaciones ambientales que puedan ocasionar
cambios en la temperatura. Por ello, los contaminantes con potencial
disruptor endocrino han influido en la determinacién del sexo en especies

TSD desde la Revolucién Industrial (Crain et al., 1998).
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La diferenciacion del sexo se puede modificar en distintas especies
de peces expuestos a BPA durante el periodo de desarrollo embrionario
asociado a la ontogenia gonadal. Ambientalmente, unos niveles relevantes
situados por encima de 500 mg de BPA/kg pueden contribuir a una reversién

del sexo (Drastichova et al., 2005).

En estudios realizados sobre peces cebra, se encontraron relaciones
anormales en la determinacion de sexo (hasta 11 hembras: 1 macho) en
individuos alimentados con alimentos que contenian BPA, a una dosis de
2000 mg/kg, dosis que no suele encontrarse a nivel medioambiental, no
observandose efectos por debajo de 500 mg de BPA/kg (Drastichova et al.,
2005). En un estudio realizado en barbos pescados rio abajo de una fuente
de contaminacion de BPA se observé que tenian una elevada incidencia de
intersexualidad (30-50%), 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 génadas que
contenian sobre todo oogonias primarias y oocitos previtelogénicos, pero

también incluian espermatogonias, espermatocitos, y espermatidas.

Los efectos de la BPA a dosis bajas se observaron en el desarrollo

de los peces viviparos, donde la exposiciéon a 7 ug/l de BPA durante 60 dias

redujo la longitud de la cola (Kwak et al., 2001).
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En estudios realizados sobre anfibios se determiné que el tratamiento
con 22,8 ug/l de BPA inducia aproximadamente al desarrollo de un 62%-70%
de hembras en Xenopus laevis en tratamientos de distinta duracién (Kloas et
al., 1999, Levy et al., 2004). Por el contrario, un tratamiento de 90 dias en el
rango de 0,81 a 4,971 ug/l de BPA no afectd la proporcion de sexo de las
ranas (Pickford et al., 2003). La inhibicién de la metamorfosis se observé en
la rana Silurana tropicalis después de 9 dias de exposicién a 2,3 ug/l de BPA

(Kashiwagi et al., 2008).

También existen datos de ejemplos de trastornos sexuales por BPA
en reptiles acuaticos, ya que, en algunas especies, el sexo esta determinado
por la temperatura de la incubacién de huevos durante una ventana critica de

desarrollo (Warner y Sine, 2008; Pen et al., 2010).

La exposicion del huevo a BPA 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. Todos los embriones de caiman expuestos al BPA eran
feminizados, presentando ovarios aparentemente normales (Stoker et al.,
2003).

Otros investigadores como Durando et al. (2013) indicaron que
después de la exposicidn in ovo a concentraciones mas bajas de BPA

(aproximadamente 90 pyg/huevo) a 33 °C, todos los individuos incubados eran
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machos; sin embargo, sus testiculos mostraron tdbulos seminiferos

interrumpidos.

En un estudio realizado en aves expuestas a BPA, se observaron
concentraciones de 200 ppm de BPA en la yema de huevo, que provocaron
anormalidades en el conducto de Muller en codornices hembras, mientras
que la misma concentracién en la yema de huevo causé feminizacién del

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

2.4.1.2 Alteracion de la funcion gonadal y caracteristicas sexuales
secundarias

Considerando que altas concentraciones de BPA causan una
determinacion anormal del sexo en algunos peces, anfibios, reptiles y pajaros,
concentraciones mas bajas causan alteraciones en la funcion gonadal en un
variado numero de vertebrados. Por ejemplo, concentraciones de BPA
encontradas comunmente en el medioambiente, tienen el potencial para
alterar la estructura y la funcion testicular en los peces. Existen varios
informes que apoyan la capacidad del BPA para afectar la funcionalidad de
las gonadas a concentraciones ambientalmente relevantes (<12 pg / L). Una
exposicion de alrededor de 1 ug/l de BPA mostré una menor densidad
espermatica y movilidad en la trucha marrén (Salmo trutta) (Lahnsteiner et al.,
2005) y una reduccién en la produccion de espermatozoides con un
incremento del nimero de espermatozoides inmaduros en fathead minnow

(Pimephales promelas) (Sohoni et al., 2001). De forma semejante, el
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recuento de espermatozoides se redujo perceptiblemente en guppies
(Poecilia reticulata) machos expuestos a 274 ug/l de BPA durante 21 dias,

aunque la cantidad de esperma no se vio afectada (Haubruge et al., 2000).

En un estudio en el que se expuso durante tres meses a peces a2y
5 pug/l de BPA se observd una ovulacién retardada y anovulacion,
respectivamente (Lahnsteiner et al., 2005).En el ensayo realizado por Lora et
al. (2013) observaron un incremento de atresia folicular a medida que se
incrementd la concentraciébn de exposicion al BPA acompafado de una
activacién de las células gonadotropas hipofisarias, con un aumento de
granulos de secrecién, mientras que en los grupos sometidos a dosis mas
altas estas células mostraron signos de degeneracion apareciendo células de

castracion.

En la carpa (C. carpio), una exposicion de 2 semanas a 1 pg/l causé
alteraciones en la estructura de la gdbnada masculina y ovocitos atrésicos en

las hembras (Mandich et al., 2007).

Lora et al. (2016) observaron distintas alteraciones en los testiculos
de peces cebra expuestos a distintas concentraciones de BPA, que
incluyeron una importante degeneracién en todos los componentes celulares,
un aumento de las células de Sertoli, asi como una disminucion marcada en
el porcentaje de células germinales en los animales expuestos a

concentraciones mas altas.
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Los cambios en la actividad endocrina de las génadas se atribuyen a
la reduccion de las hormonas sexuales en el plasma después de una
exposicion de los peces al BPA. Mandich et al. (2007) en su estudio utilizé
carpas las cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones de BPA (1,
10, 100 y 1000 ug/l). En las carpas macho el BPA causo6 severas alteraciones
de los testiculos desde la concentracién 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 concentracién de 1000 pg/l. A esta misma
concentracion, el 27% de las hembras mostraron intersexualidad, de igual
modo, la exposicion a 1 - 10 ug/l de BPA redujo fuertemente los niveles
plasmaticos de E2 en los machos, que volvieron a los niveles basales a 100
Mg/l y aumentaron a 1000 ug/l. Por el contrario, los niveles plasmaticos de
testosterona se incrementaron con respecto a los controles a 1 ug/l y se
redujeron a mayores concentraciones. En las hembras, se observé una fuerte
disminucién de los niveles plasmaticos de E2 entre 1 y 100 pg/l, seguido de
una recuperacion a 1000 pg/l. En cambio, los niveles de testosterona

aumentaron a 1 ug/l y disminuyeron a 100 y 1000 ug/l (Mandich et al., 2007).

En el estudio realizado por Molina et al. (2013), después de una
exposicion de 14 dias a 10, 100 y 1000 ug/l de BPA, las génadas de pez
cebra tenian un aspecto externo normal; Sin embargo, se indujeron
alteraciones muiltiples en los ovarios con degeneracion de los componentes

celulares y un aumento significativo en los foliculos atrésicos a 100 y 1000
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Mg/l de BPA (Molina et al., 2013). Estos datos se corresponden con los
obtenidos por Mandich et al. (2007) y ponen de relieve que una exposicion a
BPA durante 2 semanas puede ser suficiente para afectar la funcién gonadal
en el pez cebra, aunque las concentraciones activas estan por encima de los

niveles ambientales promedio.

2.4.1.3 Alteraciones en el desarrollo

La exposicién aguda de los huevos de trucha arco iris a 30 y 100
Mg/l de BPA durante 3 horas antes de la fecundacion, para imitar la
acumulacion del compuesto por transferencia materna, no modificé la tasa de
fertilizacion, pero retraso la eclosion, reabsorcion de yema, crecimiento de
larvas y el momento de la primera ingesta en las larvas de aproximadamente
7 dias en comparacion con los controles (Aluru et al., 2010). Se detectaron
cantidades de 32 y 420 ng de BPA/oocito después de una exposicion de 3
dias y se redujeron al menos en un 90% después de 13 dias tras la
fertilizacion. Aunque el BPA fue eliminado de los embriones dentro de los 31
dias posteriores a la fertilizacién, la supresién del crecimiento persistié en los
peces juveniles. Por otra parte, los adultos desarrollados a partir de 6vulos
expuestos a BPA mostraron un perfil alterado de cortisol y glucosa en plasma
en respuesta a los factores estresantes, lo que sugiere la disrupcion del eje
hipotalamo-hipdfisis-interrenal y las disfunciones metabolicas durante la

embriogénesis temprana (Aluru et al., 2010).
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En un estudio realizado en anfibios se observé como el BPA mostrd
efectos severos en la metamorfosis de los mismos. El tiempo de desarrollo
se retraso, y la longitud corporal y el peso se redujeron en renacuajos de
Rana chensinensis, continuamente expuestos a 10 umol/l de BPA hasta la
metamorfosis. En otros ensayos realizados en Rhinella arenarum expuestos
a BPA en el intervalo de 1,25 y 40 ml/l, se observé un desarrollo retardado o
detenido, un tamafio corporal reducido, un tapén de yema persistente,
microcefalia, branquias subdesarrolladas, malformaciones de boca

(Wolkowicz et al., 2014).

2.4.1.4 Produccion de Vitelogenina (VTG)

La VTG es una proteina precursora de la formacion del huevo y es
comun para todas las hembras oviparas vertebradas. Esta fosfoglicoproteina
es producida por el higado en respuesta a estrogenos circulantes y liberada

a la sangre.

La produccién de VTG normalmente se restringe a las hembras
maduras, y en muy pocos casos se detecta en machos o hembras
sexualmente inmaduras. Sin embargo, la exposicion a compuestos
estrogénicos puede desencadenar su expresion en machos, ya que llevan el
gen VTG (Sumpter y Jobling, 1995). Para fines de monitoreo, la VTG puede
medirse en el higado, la sangre y el moco de peces machos y hembras, asi

como en cultivos de hepatocitos primarios (Navas y Segner, 2006). La
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presencia de VTG en la sangre ha sido usada ampliamente como

biomarcador para la exposicion a toxicos estrogénicos (Crain et al., 2007).

PECES

Numerosos estudios han demostrado que peces machos 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 soélo se atribuyen al BPA
sino también a otros compuestos como el etinilestradiol y nonilfenol presentes
en los efluentes de estas aguas residuales. Son numerosos los estudios en
los que se ha evaluado como el BPA induce la sintesis de VTG en multiples
especies de peces y anfibios en concentraciones que oscilaban entre 10 y
2000 pg/l (Kloas et al., 1999; Arukwe et al., 2000; Sohoni et al., 2001; Gye y

Kim, 2005; Hatef et al., 2012).

Varias especies de peces (fathead minnow, medaka, trucha arco
iris y pez cebra) se han expuesto solamente al BPA en condiciones
controladas de laboratorio encontrdndose un incremento de las cantidades
de VTG, aunque a concentraciones mayores que las medidas en las aguas
superficiales. En un estudio con carpas, se observdé un incremento
significativo de las concentraciones de VTG plasméticas en las hembras a
dosis de 1000 pg/l. Ademds, a dosis ambientales de BPA de 1 y 10 pg/l, un
creciente nimero de machos mostraron sensibilidad a la VTG (Mandich et al.,

2007).
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En otro estudio, se expusieron peces cebra y trucha arco iris a
dosis de 40, 200 y 1000 pg/l de BPA, encontrando un incremento significativo
de las concentraciones de VTG plasmatica en respuesta a la exposicion a
1000 ug/l de BPA (Van den Belt et al., 2003). Las curvas dosis-respuesta de
BPA sobre la expresion de VTG estan disponibles para feathed minnow
(Pimephales promelas) y el pez cebra (Villeneuve et al., 2012). Los peces
fueron expuestos a niveles de BPA de 0, 0,01, 0,1, 1, 10, o 100 pg/l durante
96 horas, y en todos los casos aumentd significativamente las
concentraciones de VTG en plasma tanto en machos como en hembras.
Ademas, las concentraciones de E2 disminuyeron significativamente en el
plasma de las hembras, mientras que los niveles de testosterona circulantes
se redujeron significativamente en los machos, de forma consistente, con una
respuesta de retroalimentacion negativa a una sefial estrogénica creciente.
El pez cebra parecia menos sensible a la BPA, y los aumentos de VTG se
observaron so6lo en los machos (a 10 y 100 ug/l de BPA), aunque en menor

medida que los feathed minnow (Villeneuve et al., 2012).

INVERTEBRADOS

Los moluscos son usados generalmente como centinelas de
ambientes acuaticos y pueden ser organismos sensibles al BPA debido a un
incremento de su exposicién (inmovilidad y alimentacion por filtrado).

Mejillones azules de agua dulce (Mytilus edulis) hembras, expuestos a 50 ug/I|
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de BPA durante 3 semanas mostraron elevados niveles de VTG (Aarab et al.,

20086).

2.4.1.5 Efectos sobre la funcidn tiroidea

Se realizaron andlisis de transcriptoma de genes regulados por TH
en peces cebra durante la etapa eleuteroembrionaria (dias 2-5
postfertilizacion) para detectar posibles marcadores de alteracion tiroidea. El
BPA (0,1, 0,4, 1, 2 y 4 mg/l) actia como un agonista T3 débil cuando se
prueba solo, pero aumenta fuertemente el efecto de las concentraciones
subsaturadas de T3, con efectos a 2 y 4 mg/l (Pelayo et al., 2012), a pesar de
que no impide la capacidad de los foliculos tiroideos para sintetizar tiroxina.
La exposicion a 200 ug/l de BPA aceler6 el desarrollo embrionario temprano
dentro de las 24 horas de exposicion, atenud el crecimiento corporal y avanzé
los tiempos de eclosion y maduracién reproductiva en el medaka
(Ramakrishnan y Wayne, 2008). La aceleracién del desarrollo embrionario y
el tiempo de incubacién fueron bloqueados por el antagonista del receptor de
la hormona tiroidea amiodarona, lo que sugiere que el BPA altera el desarrollo

global, también a través de una via hormonal tiroidea.

2.4.1.6 Efectos sobre el metabolismo

Se han obtenido algunas pruebas de los efectos obesogénicos del
BPA también en los vertebrados inferiores. La exposicion del embrién de pez

cebra a BPA induce la acumulacién de lipidos inducida, asi como el aumento
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de peso de inicio tardio en el pez cebra juvenil (Riu et al., 2014).
Recientemente, se ha desarrollado en larvas de pez cebra una prueba de
laboratorio para examinar los efectos potenciales de los obeségenos a través
de la dieta y la exposicién a contaminantes ambientales (Tingaud-Sequeira et

al., 2011).

2.4.1.7 Efectos sobre la funcidon inmunitaria y estrés oxidativo

Ademéas de ser un disruptor endocrino, el BPA aumentd la
proliferacion de linfocitos a concentraciones de 5 pg/l a 50 mg/l en peces de
colores acuicolas, (Carassius auratus). A dosis mas altas (500-1000 mg/l),
inhibi6 la proliferacion de macroéfagos (Yin et al., 2007). En perca amarilla,
una exposicion de BPA de 7 dias a concentraciones ambientalmente
relevantes (2-8 pg/l) aumenté significativamente los recuentos de leucocitos
(Rogers y Mirza, 2013). A corto plazo, tal respuesta inmunoestimuladora
puede ser beneficiosa; sin embargo, se necesitan mas estudios para

establecer sus posibles consecuencias a largo plazo.

Por otro lado, las concentraciones de BPA que se pueden encontrar
en la naturaleza son capaces de inducir el estrés oxidativo, o que conduce a
la calidad del esperma deteriorado y la fragmentacién del ADN en los peces.
Se observaron niveles mas altos de oxidacién de proteinas y lipidos y
actividad de superéxido dismutasa en espermatozoides de sterlet (Acipenser
ruthenus) después de exposicién a BPA a concentraciones de 1,75 a 10 g/l

durante 2 horas, reflejando estrés oxidativo (Hulak et al., 2013). En general,
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los datos disponibles proporcionan pruebas convincentes de que el BPA
afecta a la homeostasis fisiologica de los vertebrados acuaticos, también a

concentraciones ambientales (< 12 pg/l).

2.4.2 Efectos sobre la salud humana

Debido al amplio uso industrial de BPA y a la posibilidad demostrada
de entrada en nuestro organismo por distintas vias, se han descrito efectos
a distintos niveles organicos en seres humanos (Konieczna et al., 2015).
Entre los efectos descritos destacamos, (1) efectos sobre la reproduccién,
(2) efectos sobre el pancreas endocrino, (3) efectos sobre el sistema
inmune, (4) accién sobre la hormona tiroidea y (5) efectos sobre el tejido

adiposo, entre otros.

2.4.2.1 Efectos sobre la reproduccién humana

Debido a su estructura fendlica, se ha demostrado que el BPA
interacciona con los receptores estrogénicos para actuar como agonista o
antagonista en las vias de sefalizaciébn endocrina dependientes de
receptores. Por tanto, se ha demostrado que el BPA juega un papel
importante en la patogénesis de diversos desérdenes endocrinos
relacionados con la reproduccion como son la infertilidad femenina y
masculina, la pubertad precoz, la aparicion de tumores hormonalmente

dependientes como el cancer de mama y de préstata y con distintos
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desérdenes metabdlicos incluyendo el sindrome de ovario poliquistico

(Konieczna et al., 2015)

El BPA ha sido implicado junto con otros disruptores endocrinos por
numerosos estudios en una disminucién de la fertilidad en las hembras, y
actualmente se estudia en profundidad el papel de los estrégenos sobre el
desarrollo de los oocitos, por ser un tema de considerable interés para los

investigadores.

Las células de la teca en su Ultima fase folicular expresan ambos
receptores tanto el ERa como el ERB, mientras que las células de la
granulosa expresan predominantemente el ERB. En consecuencia, el BPA
tiene potencial para afectar tanto a las células de la teca como a las células
de la granulosa, sin embargo, el grado de impacto y la afinidad sobre estas
células ovaricas es desconocido (Routledge et al., 2000; Matthews et al.,

2001).

El impacto del BPA, a dosis tan bajas como 0,1 nM sobre las células
granulomatosas en el ovario de ratdn fue investigado por Xu et al. (2002)
guienes encontraron a estas dosis tan bajas, una disminucién de la viabilidad
de las células de la granulosa por apoptosis, sugiriendo que éstas células son
altamente sensibles al BPA. En un estudio in vivo se encontré6 que la
exposicion crénica a bajas dosis de BPA caus6 aneuploidia meibtica en
oocitos de ratones, lo que implica al BPA en la disrupcion de la meiosis en las

hembras (Hunt et al., 2003).
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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; Sun et al.,
2004; Wetherill et al., 2007, Gerona et al.,, 2016). Diversos estudios han
demostrado que las mujeres embarazadas estan expuestas posiblemente a
niveles mas altos de BPA que la poblacion en general (Lee et al., 2003; Kruger
et al., 2008). También se conoce que el BPA atraviesa la placenta, segun 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 el BPA en varios
resultados adversos de embarazo tales como preeclampsia, nifios
prematuros y pérdida del embarazo lo que podria ayudar a explicar abortos

involuntarios de etiologia desconocida (Benachour y Aris, 2009).

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 BPA a
través de la madre resulté 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).

La exposicion a BPA durante la gestacion y la lactacion causa la
aparicion de unos niveles reducidos de testosterona y de hormona foliculo

estimulante (FSH) y una elevacion de los estrogenos en la descendencia
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adulta, asi como disrupcién del ciclo estral en las ratas y los ratones adultos
por lesiones ovaricas a dosis de entre 50 y 2500 pg/kg/dia (Talsness et al.,
2000; Nikaido et al., 2004; Ma et al., 2017). Ademas, altera los niveles de la

hormona luteinizante (LH) a dosis de 2 pg/kg/dia (Akingbemi et al., 2004).

Ejemplos de efectos causados sobre las células y los tejidos
reproductivos masculinos por exposicion a bajas dosis de BPA 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 BPA (0,01 nM) disminuyen la sintesis de testosterona en un 25% como
resultado de una disminucién en la expresion de la enzima esteroidogénica
17a-monooxigenasa (Kawai et al., 2003; Akingbemi et al., 2004). Estos
hallazgos demuestran que el periodo perinatal es una ventana de sensibilidad

para la exposicion al BPA en este sistema animal (Wetherill et al., 2007).

2.4.2.2 Efectos sobre el pancreas endocrino

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 en el informe del
afio 2014 que mas de 422 millones de personas en el mundo padecen
diabetes mellitus, con una prevalencia mundial de 8,5% en poblacién adulta,
habiéndose duplicado estos datos desde el afio 1980. La diabetes tipo 2
comprende el 90% de la gente afectada, y se estima que la diabetes es

responsable de 1,5 millones de muertes al afio. Las causas parecen
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misteriosas, aunque la predisposicién genética, la obesidad, la dieta, la falta
de ejercicio y una poblacién 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 disminucién de
la accion de la insulina en tejidos periféricos. También es la principal causa
del sindrome metabdlico caracterizado por obesidad visceral, dislipidemia,

hiperglicemia e hipertensién (Biddinger y Kahn, 2006).

El BPA afecta drasticamente las funciones de los islotes de
Langherans, la unidad fisiolégica del pancreas endocrino. Cada islote
contiene entre 1.000 y 3.000 células de cinco tipos, las mas abundantes son
las células B, 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 el BPA y el estradiol
tienen la misma potencia y eficacia, ademas ambos inhiben la liberacion de
adiponectina de los adipocitos humanos a 1 nM, mas alla de una implicacion
adicional del BPA 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 el BPA afecta a las células a
y B estan dentro del rango de BPA detectado en el suero humano (0,9-8,8
nM) (Takeuchi y Tsutsumi, 2002). Weldingh et al. (2017) demostraron que
exposiciones de entre 5 y 500 nM de BPA en exposiciones de 72 horas
provocaban una disminucion significativa de las células B, asi como, un

incremento de la secrecion de insulina tras 2 horas de exposicién. El
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tratamiento en ratones machos adultos durante 4 dias con dosis diarias de
100 pg/kg/dia alterd el contenido y la secrecion de la insulina pancreatica,
provocando hiperinsulinemia postprandial y resistencia a la insulina en

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

Un exceso en la accién ERa mediada por un estrégeno como el BPA
provocaria un aumento en el contenido y secreciéon de las células B
pancreéticas in vivo e in vitro, sobreestimulando a las células B (Fig. 4). 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 dislipidemia
(Biddinger y Kahn, 2006). Ademas, una excesiva sefial de insulina puede
provocar resistencia a la insulina en el higado y el masculo (Ueno et al., 2005),
asi como, un agotamiento de las células B y de esa forma contribuir al
desarrollo de diabetes tipo 2 (Nadal et al., 2009). Es por tanto que los efectos
del BPA sobre el pancreas endocrino, tanto a nivel de las células B-
pancreaticas como sobre los niveles de insulina, presentan una repercusion
importante, no sélo sobre el pancreas endocrino, sino a distintos niveles

organicos (Fig. 4).

64



I Revision bibliografica

Higado

Bajos niveles de
estrogenos

Dislipidemia

y 3 X

- A - - Resistencia

Insulina resistencia A :
\ ﬂ a la insulina

Hiperinsulinemia

s

B
2
a
[
5}

Intolerancia
ala glucosa

Sobreestimulacion X
de las células-B A
Tejido
Excesode (4
estrogenos o 1 Obesidad
xenoestrogenos

Figura 4. Excesiva sefial de insulina en diferentes tejidos.

Estimulacion del ERa por exposicion al BPA en presencia de glucosa, sobreestimulando
las células B, induciendo hiperinsulinemia postprandial, intolerancia a la glucosa e insulina
resistencia. La hiperinsulinemia generada por el exceso o la ausencia de sefial ERa
puede producir dislipidemia y obesidad cuando afecta a las células grasas y hepéticas
(Nadal et al., 2009).

Se ha demostrado que la diabetes tipo 2 solamente se desarrolla en
sujetos insulina resistentes con inicio de disfuncion de las células 3. En seres
humanos adultos, sin embargo, existe evidencia epidemiolégica de que el
BPA actla 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 al BPA vy la resistencia a la insulina (Alonso-Magdalena et al.,
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2006), alteracion de la biosintesis de la insulina y secrecion de las células B
en ratones macho adultos (Alonso-Magdalena et al., 2008) y disminucion de

la adiponectina de los adipocitos humanos (Hugo et al., 2008).

Aunque dos de las causas principales de fallo en las células 3 en la
diabetes tipo 2 son la sobrenutricién y la carencia de ejercicio, los estrogenos
ambientales, en particular el BPA, son fuertes candidatos a exacerbar y

acelerar el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Nadal et al., 2009).

2.4.2.3 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 el BPA se une a los receptores de la
hormona del tiroides (TR), actuando como antagonista de la activacién de la
triyodotironina (T3) (Moriyama et al., 2002). Ademas, se encontré6 que la
exposicién al BPA 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 del BPA sobre la
hormona del tiroides han sido llevados a cabo en ratas expuestas a 1, 10, o
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. Meerts et al. (2001)

demostraron que los compuestos polibrominados del BPA tienen actividad
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estrogénica, demostrando que los derivados brominados actian como TR
agonistas en las células GH3 de la pituitaria, Lee at al. (2017) determiné
efectos de baja regulacion en células GH3 de pituitaria de rata causados por

el BPA y analogos del mismo como el bisfenol S (BPS).

2.4.2.4 Efectos sobre el sistema inmune

Se conoce bien que los estrégenos juegan un papel fundamental en
el sistema inmune, distintos hallazgos demuestran que el BPA es capaz de
influenciar las funciones del sistema inmune (Holdstock et al., 1982, Rogers
et al., 2013, Gostner et al., 2014). Por otro lado, las enfermedades alérgicas
tales como el asma bronquial y la dermatitis atdépica han crecido
marcadamente durante las Ultimas 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 al., 1994;
Takano et al.,, 1997; Nel et al., 1998). También se ha observado 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 atencién
cientifica y social en productos quimicos que podemos encontrar en el
medioambiente y que pueden ser incorporados a nuestro organismo por
ingestion o absorcién, mimetizando las acciones de los estrogenos, siendo

uno de estos productos quimicos el BPA.
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También se han examinado los efectos del BPA sobre la produccion de
interleukina-4 (IL-4), una citoquina proinflamatoria muy asociada a la
respuesta alérgica inmune, llegando a la conclusién de que el BPA aumenta
la produccion de varias citoquinas, incluyendo la IL-4 (Lee et al., 2003; Tian

et al., 2003).

2.4.2.5 Efectos sobre el tejido adiposo

La incidencia de la 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).

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
metabolico (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). El BPA podria suprimir la
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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
formacién 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 publicd
gue el BPA se unia a la PDI inhibiendo su actividad enzimética, éste podria
representar otro mecanismo por el cual el BPA inhibe a la adiponectina (Ben-

Jonathan et al., 2009).

2.4.2.6 Otros efectos

El BPA provoca otros efectos a diferentes niveles, como cambios en
los receptores de somatostatina del cerebro a dosis muy bajas de 400
po/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 pg/kg/dia (Aloisi et al., 2002), una alteracién
del aprendizaje a 100 pg/kg/dia (Negishi et al., 2004). De manera importante,
Lang et al. (2008) en su estudio, relacionaron altas concentraciones de BPA
en la orina de humanos con un incremento en la prevalencia de

enfermedades coronarias.
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Seiwa et al. (2004) demostraron que el BPA bloquea el desarrollo de
la T3 inducida por las células precursoras oligodendrociticas (OPCs).
Ademas, puede haber una asociacién 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 al BPA mostraran sintomas parecidos a los del ADHD (Ishido

et al., 2004).

La exposicion al BPA también altera la histogénesis neocortical en el
ratén, siendo posible que el BPA altere el desarrollo temprano de la corteza
interfiriendo con la sefializacién de la hormona tiroidea (Nakamura et al.,

2006).

2.5 EL USO DEL PEZ CEBRA COMO ORGANISMO
MODELO.

El uso de peces como modelos animales en experimentacion tiene
sus inicios en el campo de la toxicologia acuatica, los primeros ensayos de
toxicidad aguda datan de 1863, pero es a partir de 1940 cuando asciende
considerablemente el nimero de trabajos experimentales con peces como
resultado de la creciente utilizacién de plaguicidas. En los afios 60, ademas
de establecerse las dosis letales en experimentos de toxicidad aguda, se
utilizan los peces en ensayos crénicos con la finalidad de determinar los

efectos genotoxicos, patolégicos, comportamentales, u otros de

70



Revision bibliografica

determinados xenobidticos (Ostrander, 2000; De Jesus et al., 2016; Sapone
etal., 2016). Es a partir de la década de los 90, con el impulso de los principios
establecidos internacionalmente de reemplazo, reduccién y refinamiento,
cuando la eleccién de los métodos experimentales sigue la estricta jerarquia
del requisito de utilizar procedimientos alternativos, recurriendo al uso de
métodos in vitro u otros métodos que puedan evitar y optimizar la utilizacion
de animales, o cuando no haya un método alternativo reconocido por la
legislacion de la Unién, reduciendo el numero de animales utilizados, y
siempre recurriendo a especies lo mas alejadas posible al ser humano
(Ostrander, 2000; Giraldez, 2001). Bajo estas premisas, la utilizacién de los
peces como modelo experimental se generaliza en la investigacion
biomédica, (fisiologia, genética, reproduccion, patologia, nutricién, etc.),
llegando en la actualidad, a utilizarse en la mayoria de laboratorios dedicados
a la biologia del desarrollo y expresién génica, destacando también su empleo
como centinelas o bioindicadores medioambientales (De Jesus et al., 2016;

Sapone et al., 2016).

Son muchas las especies de peces empleadas en experimentacion,
tradicionalmente las lineas de investigacién mas conocidas son las referidas
a la mejora genética de especies que pueden acuicultivarse (carpa (Cyprinus
carpio), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), salmén (Salmo salar),
rodaballo (Psetta maxima), etc.), destinadas a la alimentacion humana o a
estudios medioambientales y toxicologicos. Asimismo, las especies de agua
dulce medaka (Oryzias latipes), y en particular el pez cebra (Danio rerio),

ambos oviparos, son los mas utilizados en estudios de carcinogénesis,
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desarrollo embrionario y biologia del desarrollo (Karlsson et al., 2001; Briggs,
2002). Otros peces utilizados como modelos biomédicos son los viviparos de
la familia Poecilidae (guppy (Poecilia reticulata) y platy (Xiphophorus

maculatus) (Lele y Krone., 1996).

2.5.1 El pez cebra (Danio rerio)

El pez cebra fue incorporado a la Directiva 2010/63/UE, en su Anexo
I, en el listado de animales empleados en procedimientos experimentales y
su utilizacién esta cada vez mas extendida en el campo de la experimentacion

animal.

Pertenece al género Danio (Fam. Cyprinidae), y es un pez tropical de
agua dulce originario del sudeste asiatico (Westerfield, 2000). Es de pequefio
tamario (4 - 6 cm de longitud y 2 - 3 g de peso). Presentan un color de fondo
dorado o plateado, con cinco bandas longitudinales que comienzan detras del
opérculo y llegan hasta el extremo de la aleta caudal, confiriéndole un aspecto
cebrado al que debe su nombre comun. La aleta anal también esta rayada,
no asi la dorsal. La vida media de estos animales es de 2 a 3 afios (Moody,

1999; Williams et al., 2009; Pelkowski et al., 2011).

Presentan dimorfismo sexual, siendo la hembra mas robusta que el
macho, con el vientre mas voluminoso y de color plateado. EI macho es mas
estilizado y su vientre presenta una tonalidad més amarillenta (Fig. 5).
Cuando la hembra esta cargada de huevos se hacen mas evidentes estas
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diferencias fenotipicas (Wixon, 2000). Generalmente, los peces cebra
prefieren las aguas en calma o con bajo movimiento, ligeramente alcalinas

(pH= 8.0) (McClure et al., 2006; Spence et al., 2006).

Figura 5.- Diferencias fenotipicas asociadas al sexo en el pez cebra.

La hembra (A) es de mayor tamafio que el macho, posee un abdomen
mas abultado y redondeado y carece de un tinte rojizo a lo largo de las
lineas longitudinales plateadas. El pez cebra macho (B) es mas esbelto,
con el vientre plano, por lo general superior en longitud a la hembra y
posee un tinte rojizo a lo largo de las lineas longitudinales plateadas del
cuerpo.

Se trata de un organismo modelo que ofrece numerosas ventajas
técnicas y practicas para estudiar los principales procesos bioldgicos, asi
como sus efectos y sus mecanismos (Nusslein-Volhard y Dahm, 2002). Su
pequefio tamafio permite un elevado nimero de animales en espacios
reducidos. Es un animal de facil mantenimiento y reproduccién en las

condiciones de laboratorio, su tiempo de generacion es relativamente corto
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(3 - 4 meses), pudiéndose obtener semanalmente alrededor de cien
embriones por pareja, lo que permite desarrollar procedimientos a gran escala
con solidez estadistica. Ademas, los descendientes pueden ser producidos
continuamente y en numero elevado, puesto que bajo condiciones
laboratoriales, el pez cebra se reproduce durante todo el afio (Spence et al.,

2007; Williams et al., 2009; Pelkowski et al., 2011).

La fecundacidn es externa, por lo que se tiene acceso a los embriones
desde el estadio de una célula, pudiéndose observar el desarrollo embrionario
sin manipular ni sacrificar a sus progenitores (Segner, 2009). Ademas, en una
misma puesta todos los embriones se desarrollan sincronicamente. Estos son
relativamente grandes y transparentes durante las primeras 24 h de
desarrollo, lo que permite que pueda ser observado facilmente a través del
corion sin necesidad de manipulacién. El desarrollo de este organismo es
rdpido y a las 24 h ya se aprecia la segmentacién del cerebro y se han
formado estructuras como el tubo neural, la notocorda y los somitas, ademas
de ser visibles los eritrocitos (Wixon, 2000). A las 24 - 36 h post fecundacién,
los embriones miden unos 2,5 mm. A los cinco dias de desarrollo se han
formado algunos d6rganos sensoriales como los ojos y los oidos, asimismo,
se observan el corazén, el higado, los riflones y el pancreas, ademas de
comenzar a ser funcionales los sistemas circulatorio, digestivo y nervioso
(Kimmel et al., 1995; Segner, 2009). Alcanzan la madurez sexual a los 3 6 4
meses de vida. En contraste con otros organismos modelo, los cuales pueden
ser triploides o tetraploides, dificultando el analisis genético, el pez cebra

mantiene el estado diploide (Wixon, 2000; Williams et al., 2009; Pelkowski et
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al., 2011), lo que ha permitido conocer su genoma al completo y disponer de

amplia informacion en bancos de datos genémicos y proteémicos.

Otro aspecto que ha favorecido el desarrollo del pez cebra como
modelo experimental es la facilidad de generar de animales transgénicos,
habiéndose obtenido organismos modificados genéticamente en
practicamente todos los tejidos o poblaciones celulares de interés cientifico
(Udvadia y Linney, 2000). Por otra parte, presenta una capacidad natural de
regenerar ciertas partes de su cuerpo durante toda su vida, esta capacidad
combinada con las numerosas técnicas de manipulacién genética existentes
en el pez cebra lo convierten en una herramienta Unica para el estudio de la
respuesta regenerativa (Poss et al., 2002; Akimenko et al., 2003).Una de las
objeciones al uso de pez cebra como organismo modelo extrapolable al
hombre es su distancia filogenética respecto al ser humano (unos 400
millones de afios), sin embargo, pese a las evidentes diferencias morfologicas
y fisiolégicas, muchos genes y sus funciones se han conservado a lo largo de
la evolucion. La similitud genética del pez cebra (> 85 %) con los humanos
permite el estudio de enfermedades humanas con un alto indice de

correlacion.

Entre los ambitos de aplicacion en los que el pez cebra es utilizado
como modelo experimental, destacamos diferentes areas de investigacion,
como la biologia del desarrollo, genética, la medicina regenerativa, la
farmacologia, etc... (Amsterdam et al., 2004; Alestrom et al., 2006; Beis y

Stainier, 2006; Ingham, 2009). Desde 1950 ha sido utilizado tradicionalmente
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en estudios de toxicologia (Carvan et al., 2007). Entre sus aplicaciones en
este campo cabe citar el andlisis de los efectos de residuos toxicos y
contaminantes en el medio ambiente, y la creacién de bioindicadores que
emiten una sefial cuando detectan un compuesto téxico (Spitsbergen y Kent,
2003; Hill et al., 2005; Alestrom et al., 2006; Carvan et al., 2007). Igualmente
sefialar que los embriones de pez cebra también suponen una alternativa
fiable en los estudios de toxicidad, cuyo objetivo es predecir los efectos de
ciertos compuestos quimicos en los mamiferos (Selderslaghs et al., 2009) y

permitir la deteccion rapida de compuestos neurotédxicos (Fan et al., 2010).

Las branquias de estos peces son el objetivo principal de muchos
contaminantes acuaticos porque son el sitio donde se realiza el intercambio
gaseoso y tienen una importante funcién en la regulacion iénica. Martinez et
al. (2004) observaron que los peces expuestos a plomo mostraron lesiones
histopatolégicas en las branquias y alteraciones temporales en la regulacion
ibnica. Estas alteraciones morfolégicas causadas por la exposicion a
contaminantes resultaron en una serie de desdrdenes respiratorios
(Cerqueira y Fernandes., 2002), siendo el epitelio de las branquias un
excelente modelo para examinar los efectos de las sustancias disueltas en
los tejidos (Evans 1987). Es mas, las branquias son los érganos mas
afectados debido a su constante contacto con el agua (Mishra et al., 1985).
Las alteraciones histologicas observadas en las branquias estan reconocidas
como un método valido para determinar los dafios causados por la exposicién
a diferentes contaminantes (Arellano et al., 1999; Fontanetti et al., 2012).

Perry y Laurent (1993) sugirieron que estas alteraciones ocurrian durante los
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cambios medioambientales eran una forma adaptativa para intentar

conservar la funcion fisiolégica de las branquias.

La exposicion de peces a distintos contaminantes, también puede
resultar en distintos grados de alteracion en la regulacion iénica y los niveles
de iones en plasma pueden ser empleados para cuantificar los efectos toxicos
de estos contaminantes durante la exposicion aguda (Mayer et al., 1992). En
los peces de agua dulce, la entrada de agua osmdtica y las pérdidas difusas
de iones tales como sodio y cloro se compensan mediante la excrecion de
grandes volumenes de orina diluida y absorcion activa para reemplazar los
iones perdidos por las branquias (Evans et al., 1999). Dado que las branquias
son los principales sitios de regulacién osmotica e i6nica en los peces,
cualquier cambio en la morfologia de las branquias puede resultar en un

estado osmdtico e ibnico perturbado.

2.5.2 Laregulacion iénica

La regulacion ionica la conforman una serie de mecanismos que
permite a los peces mantener el balance iénico entre el cuerpo y el ambiente
externo, para esto existen diferentes mecanismos pasivos que van desde el
intercambio de agua y sales a través de la superficie corporal dependiendo
de la concentracidon id6nica de medio externo hasta la variacion de la
permeabilidad del organismo a agua y sales, dado que ninguna de las dos
estrategias pasivas mencionadas impide completamente los flujos de iones y
agua, deben existir mecanismos de compensacion activos para mantener el
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estado estacionario del medio interno. (Schmidt-Nielsen, 1983; Mantel y

Farmer, 1983).

La mayoria de las especies de peces usan las branquias como el sitio
principal para dicho intercambio iénico activo. Las branquias estan
clasificadas como el primer 6rgano de intercambio gaseoso en peces
vertebrados y estan compuestas esencialmente por un sistema vascular
altamente complejo, rodeado por una gran superficie de epitelio que forma

una fina barrera entre la sangre y el ambiente externo (Evans et al., 2005).

La macro arquitectura de la branquia en teledsteos se puede delimitar
a dos regiones bien definidas: el arco branquial y los filamentos, originandose
del arco branquial dos hileras de filamentos. El arco branquial es un armazoén
de tejido 6seo, cubierto y protegido en su superficie interna por una
membrana serosa, por donde discurren los vasos sanguineos de mayor
calibre, que se van ramificando en vasos de mediano y pequefio calibre que

irrigan a los filamentos y avanzan hasta la lamela.

Las lamelas son estructuras digitiformes, cubiertas por un epitelio
plano simple (epitelio lamelar), el cual forma pliegues cuyo andlisis
ultraestructural muestra una organizacién a manera de huellas dactilares

aumentando la superficie de intercambio (Ferguson, 2006).

Entremezcladas con las células planas, se ubican varias poblaciones

celulares, tales como las células pilares, las células caliciformes y las células
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osmorreguladora de cloro, ricas en mitocondrias, que secretan NaCl a través
de un gradiente electroquimico producido por la accion de una ATPasa
Na+/K+, participando en el balance acido base, regulacién iénica y procesos
de aclimatacion (Daborn et al., 2001; Biagini et al., 2009). Estas células cloro
son esenciales en peces marinos para eliminar el exceso de iones

(McCormick, 1995; Barasona et al., 2017).

La regulacién iénica que se produce en las branquias esté en parte
regulada por la prolactina (PRL), tal y como demuestran la amplia presencia
de receptores PRL en el tejido branquial (Pierce et al., 2007). La PRL regula
el balance osmético, estimulado por procesos relacionados con la adaptacion
a agua dulce, no solamente en las branquias, sino también en el rifién y en el

intestino (Manzon, 2002).

La PRL es una hormona hipofisaria liberada por las células
lactotropas localizadas en la hipéfisis anterior. A pesar de que la hip&fisis es
el principal sitio de produccién de PRL, la expresion extrahipofisaria esta
documentada entre otros 6rganos, en el cerebro, las gbnadas, el intestino y
la placenta en humanos (Marano y Ben-Jonathan., 2014) habiéndose descrito
hallazgos similares en vetebrados inferiores incluyendo algunas especies de
peces (Santos et al., 1999; Zhang et al., 2004). En mamiferos, la PRL juega
un papel importante en las funciones reproductivas, incluyendo la produccién
de leche, la diferenciacion mamaria, el comportamiento paternal, y la funcién
luteotropa y la implantacion en los primeros estadios de gestacion (Egli et al.,

2010, Bouilly et al.,, 2012). También esta relacionada con otras respuestas
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biolégicas incluyendo la osmorregulacion, la respuesta inmune, la
proliferacion y migracion celular, la organogénesis y el desarrollo fetal
(Freeman et al., 2000; Ben-Jonathan et al., 2008; Shelly et al., 2012). En
peces teledsteos, la PRL es esencial para la osmoregulacion bajo
condiciones hipoosméticas, especialmente durante la adaptacion a agua

dulce de los peces marinos (Breves et al., 2014).

Durante esta adaptacion los niveles de PRL en hipdfisis y en plasma
aumentan, actuando esta sobre la regulacion del balance hidromineral
mediante una disminucién de la entrada de agua a través de los 6rganos
osmoregulatorios y permitiendo un incremento de la retencién de iones,
principalmente sodio y cloro. Estos efectos son el resultado de las
alteraciones que se producen en la permeabilidad de las superficies
osmoregulatorias (branquias, piel, rifidn, intestino y vejiga urinaria) y en los
mecanismos de transporte de iones (Hirano et al., 1986, Barasona et al.,

2017).

Todos estos mecanismos se producen debido a la unién de la PRL a
los receptores PRL que se encuentran presentes en todos estos 6rganos
osmoregulatorios, incluido las branquias, lo que nos indica que son sitios de

accion de la PRL.

La PRL parece tener un marcado efecto en la morfologia, nUmero y

distribucion de las células cloro de las branquias (McCormick, 1995)
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habiéndose encontrado receptores PRL en estas células (Weng et al., 1997;

Santos et al., 2001).

Es por este motivo por el que alteraciones en los niveles de PRL, y
por extrapolacion en las células PRL de la hipdfisis podrian causar
alteraciones en la regulacion ionica y en las células cloro y viceversa (Pierce

et al., 2007).
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3.- Material y métodos

3.1 ANIMALES UTILIZADOS

Para el presente estudio se utilizaron 60 peces cebra (Danio rerio),
machos de unas 16 semanas de edad, con un peso medio de 0,553+0,118
gramos y una longitud media de 4,22+0,211 centimetros, en buen estado de

salud y libres de malformaciones.

El procedimiento experimental se realizé en el Servicio de Animales
de Experimentacion de la Universidad de Cérdoba (SAEX), centro registrado
como establecimiento de cria, suministrador y usuario de animales de
experimentacion y otros fines cientificos. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Cordoba y se

realizaron cumpliendo en todo momento las directrices del Real Decreto
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53/2013 de 1 de febrero sobre proteccion de los animales utilizados para
experimentacién 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 proteccién 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 se utilizaron en nuestra experiencia (pH: 7-8; temperatura del
agua: 26x1° C; dureza: 50-250 mg CaCOg). El fotoperiodo utilizado para los
peces fue de 16 horas luz: 8 horas oscuridad, los animales se mantuvieron
bajo condiciones de flujo de agua controladas (10 renovaciones/dia), y el
oxigeno en disolucién se mantuvo por encima del 60% del nivel de saturacion
mediante una aireacion continuada de la disolucién (Fig. 6). Durante toda su
estancia los animales fueron alimentados 2 veces al dia, por la mafana 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%).
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Figura 6. Rack para peces con sistema de aireacion continuada

y control automético de pH.

3.2 PROTOCOLO Y DISENO EXPERIMENTAL

Los animales se introdujeron al azar en acuarios de 25 litros en 5
grupos de 12 peces a diferentes concentraciones de BPA, grupo control, 1,

10, 100 y 1000 pg/l (Tabla 5). Para evitar cualquier tipo de estrés o cambio
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de comportamiento, las condiciones a las que se encontraba el agua de estos

acuarios era la misma a la utilizada en el periodo de aclimatacion.

El BPA (Sigma Aldrich®, St. Luis, EE.UU.) se les administré a los
animales disuelto en el agua, durante 14 dias siguiendo las directrices de la
OCDE (Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico) nUmero
204: "Fish, Prolonged Toxicity Test: 14-day Study" a través de un flujo
continuo regulado por bombas peristalticas programadas (GHL® EL09819)
que renovaban a intervalos regulares de tiempo (10-12 renovaciones/dia) la

solucién formada por el BPA y el agua.

1 CONTROL 12
2 1ug/l BPA 12
3 10 ug/l BPA 12
4 100 pg/l BPA 12
5 1000 pg/l BPA 12

Tabla 5. Distribucion de los peces en los acuarios.

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 continuacién 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
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ventosa (Ica ka 21®), para controlar la temperatura, y un aireador (Sonic silent
powerful 9905®) que consistié en un sistema que producia burbujas por medio
de un motor, que distribuye de manera uniforme el oxigeno, mejorando la
captacion de éste por parte de los peces y facilitandoles el intercambio

gaseoso (Fig. 7).

Figura 7. Acuario de peces con el filtro interno y el aireador.

Con el fin de asegurarnos de que las concentraciones de BPA 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 BPA en el agua mediante la
técnica LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de

masas).

Después de las 2 semanas de exposicion, todos los animales fueron
eutanasiados segln las recomendaciones de FELASA (Federacion de

Asociaciones Europeas de las Ciencias del Animal de Laboratorio), con una
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solucion del anestésico MS-222® (tricaina metano sulfonato, CAS: 886-86-2)
a una concentraciéon de 100-500 mg/l y bicarbonato sédico (NaHCOs CAS:
144-55-8) a una concentracion de 300 mg/l para reducir la irritaciéon de las
membranas mucosas y el dafio tisular que pudiera producir el MS-222. Se
midié la longitud y se pesaron, e inmediatamente se diseccionaron 6 machos
de los que se extrajeron muestras de branquias e hipdfisis para su estudio

histopatolégico y morfométrico.

El resto de peces, tras el sacrificio, fueron macerados por lotes para
el posterior estudio del BPA mediante la técnica LC-MS/MS. El macerado del
cuerpo entero de los peces se realiz6 con un homogeneizador (Ribolyser®) a
10.000 G en tubos de 1 ml con bolas de ceramica, utilizando una proporcion
peso del pez: volumen (50 mM Tris-HCI ph 7,4 y 1% de la proteasa inhibidora
(P 8340 Sigma-Aldrich®, MO, USA)) de 1:2. Para la determinacién del BPA,
las muestras procedentes del homogeneizado del cuerpo entero de los peces

fueron congeladas a -80°C.

3.3 DETERMINACION DE BPA

3.3.1 Determinacion de BPA en las muestras de peces

El analisis del BPA se llevé a cabo sobre las muestras del cuerpo
entero de los peces cebra, que fueron descongeladas previamente a realizar
determinacion de los niveles de BPA. Paralelamente a las muestras y para

cada lote se preparo:

90



Material y métodos

Blanco de reactivos: compuestos por 0,5 ml de H20 ultrapura

(mili Q), 6 ml de &cido nitrico y 1 ml de H202.

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

Muestra adicionada a 5 ppb: Se tom6 1 gramo de una muestra
control negativa y se afiadieron 50 pl de la solucién de 0,1 ppm

de bisfenol. Muestra adicionada a nivel de 5 ppb.

Muestra adicionada a 10 ppb: Se tom6 1 gramo de una muestra
control negativa y se afiadieron 10 ul de la solucién de 1 ppm de

bisfenol. Muestra adicionada a nivel de 10 ppb.

Muestra adicionada a 25 ppb: Se tom6 1 gramo de una muestra
control negativa y se afiadieron 25 pl de la solucién de 1 ppm de

bisfenol. Muestra adicionada a nivel de 25 ppb.

Muestra adicionada a 50 ppb: Se tom6 1 gramo de una muestra

control negativa y se afiadieron 50 ul de la solucién de 1 ppm

de BPA. Muestra adicionada a nivel de 50 ppb.

Anadir a todos los puntos de la serie de trabajo 25 pyl de la

solucién de 1 p.p.m. de bisfenol-d16.
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Una vez preparados el blanco y las muestras adicionadas podemos
distinguir tres etapas en la realizacion de la deteccion del BPA: extraccion,

purificacién y deteccion.

a) Extraccion
- Anadimos 100 ul de tampédn acetato sddico 2M pH 4,8y 25 l
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, afadir 2 ml de agua reactiva tipo I, agitar y centrifugar
a 3000 rpm durante 10 minutos.

- Tomar el sobrenadante.

b) Purificacién

Activar el cartucho de extraccion en fase solida de Oasis HLB
con 3 ml de metanol y 3 ml de agua calidad reactiva tipo I.

- Pasar la muestra (sobrenadante) por el cartucho.

- Lavar el cartucho con 3 ml 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 % /
metanol 10 %.

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

- Secar bien con N2 para eliminar el agua.

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

ml).
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- 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
a 48 +5°C.

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

transferirlo a viales.

c) Deteccién por LC-MS/MS

El sistema cromatogréfico, debe ser capaz de visualizar la solucién patrén

de 50 ppb con una relacion sefial/ruido = 3 para la transicion.

- Condiciones instrumentales
Cromatografo liquido:
1) Temperatura del horno de columna: 40 ° C.
2) Flujo: 0,2 ml/min.
3) Volumen de inyeccioén: 20 pl.

4) Fase movil: Gradiente.
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Condiciones del espectrometro de masas:

1
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

lonizacion negativa.

Detector 1400 V.

Gas de secado: 350° C.

Presion del gas de secado: 30 psi.

Presion del CID: 2-2,1 psi.

Housing: 60° C.

Manifold: 42 ° C.

Método de MS-MS: Se trabaja en modo MRM en un sélo segmento en

las siguientes condiciones:
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Se realiz6 una curva de calibrado correspondiente a 5, 10, 25, 50 ppb.

108 V 227 > 132 24,0 Volts
Bisfenol

108 V 227 > 211 18,0 Volts
Bisfenol — 112V 241 > 142 26,5 Volts
d16 112V 241 > 222 20,0 Volts

La ecuacion de la curva es y=ax+b. Siendo:

X= Concentracién (ppb) del bisfenol manteniendo fija la concentracién del

bisfenol-d16.

Y= Relacion entre el area 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 o mas replicados

sera la media de la concentracion de los replicados debiendo tener un C.V. < 2

X 32%. La concentracién obtenida en la muestra, debera estar dentro de los

margenes de la curva de calibrado.
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3.3.2 Determinacion de BPA en las muestras de
agua

El andlisis del BPA en el agua, se llevé 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 congelacién hasta su andlisis,
atemperandose antes de empezar el andlisis.

Se utilizaron diversos reactivos, patrones quimicos, asi como material
de referencia. Paralelamente, se prepararon unas muestras adicionadas segin
se describe a continuacion. Se prepararon en tubos eppendorf y se pasaron a

los viales de microinyeccion del cromatégrafo.

- Muestras a analizar: se tomaron 940 ul 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 yl de la solucién de 0,1 ppm de bisfenol.

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 anadieron 100 pl de la solucién 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 afiadieron 250 pl de la solucién de 0,1 ppm de bisfenol.

Muestra adicionada a nivel de 25 ppb.
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- Muestra adicionada a 50 ppb: Se tomaron 900 pl de amoniaco al 0,1 % en
agua y se afaden 50 pl de la solucién de 1 ppm de bisfenol. Muestra

adicionada a nivel de 50 ppb.

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

- Afadir a todos los puntos de la serie de trabajo 50 ul de la solucién de 1

p.p.m. de bisfenol-d16

La fase de deteccion por medio de la técnica LC-MS/MS es igual a la
realizada para la deteccion del BPA en las muestras del homogeneizado de los

peces (apartado c).

3.4 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO ESTRUCTURAL
Y ULTRAESTRUCTURAL

Tras el sacrificio, se obtuvieron las muestras de branquias e hipofisis
de 3 machos de cada lote al azar, que se incluyeron para estudiar la
histopatologia al microscopio 6ptico y la morfometria, estos 6rganos se
procesaron para el estudio histopatolégico mediante microscopia electrénica

y morfométrica (Fig. 8)
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Figura 8. Detalle de la diseccién de los animales para

toma de muestras de branquia e hipo6fisis

3.4.1 Microscopio 6ptico

Las muestras de branquias e hipdfisis seleccionadas fueron fijadas
en formaldehido (Sigma® Aldrich, CO, USA) tamponado al 10% a temperatura
ambiente, se deshidrataron en escala ascendente de etanol y fueron incluidos

en parafina (Sigma® Aldrich, CO, USA).

Las primeras secciones de cada bloque (4 um) fueron tefiidas con

hematoxilina/eosina para su estudio morfométrico e histopatolégico. Los
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cortes fueron observados y fotografiados en un fotomicroscopio Leitz Ortholux

(ORTHOLUX microscope. Ernst Leitz GMBH Wetzlar).

3.4.2 Microscopio electrénico de transmision (MET) y de
barrido (MEB)

Pequefias muestras de la hip6fisis y las branquias fueron fijadas en
glutaldehido al 2% en solucion 0,1 M de buffer fosfato (pH 7,4) a 4 °C durante
toda la noche y, posteriormente refijadas en tetréxido de osmio en solucion
0,1 M de buffer fosfato (pH 7,4) durante 30 minutos. Después de la
deshidratacidn en escala ascendente de alcoholes e inclusion en Araldita, los
cortes semifinos y ultrafinos se realizaron en un ultramicrotomo LKB
(Ultratome Nova LKB Bromma) (Instalaciones Centrales de Microscopia,
Universidad de Cérdoba) (Fig. 9). Los cortes semifinos se tifieron con azul de
toluidina (Sigma® Aldrich, CO, USA), mientras que en los cortes ultrafinos se
realiz6 doble tincién con acetato de uranilo y citrato de plomo. Para el estudio
estereoscolpico las muestras fueron secadas hasta el punto critico y luego

cubiertas con oro coloidal.
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Figura 9. Preparacién de las muestras para su observacién en el

microscopio electrénico de transmisién y en el microscopio electrénico
de barrido.

A) Fijacion de las muestras en tetroxido de osmio — solucién 0,1 M de tampdn
fosfato (pH 7,4) — durante 30 min. B) Deshidratacién en escala ascendente de
alcoholes. C) Inclusién en araldita. D) Realizacion de cortes semifinos y

ultrafinos en un ultramicrotomo LKB.

Los cortes para el estudio ultraestructural fueron estudiados vy
fotografiados en un microscopio electronico de transmision (MET) (JEOL JEM
— 1400 Jeol 1400) y en los microscopios electrénicos de barrido (MEB) (JEOL

JSM 6300) y (JEOL 7800), respectivamente (Fig. 10).
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Figura 10. MET y MEB empleados para el estudio y fotografia de los cortes.

A) MET JEOL JEM - 1400. B) y MEB JEOL JSM 6300. Ambos situados en el
Area de Microscopia del Servicio Central de Apoyo a la Investigacién (SCAI) de

la Universidad de Cérdoba.

3.5 PROCEDIMIENTOS MORFOMETRICOS Y
ESTEREOLOGICOS.

El estudio morfométrico de las células prolactinicas se llevo a cabo
en imagenes tomadas directamente del I6bulo cefalico de la hipdfisis bajo

microscopia electrénica, cuantificando el nimero y tamafio de las células. Se
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cuantificaron 20 campos/animal, de manera que fueron contados 100
campos/grupo, cada uno de estos campos tenia 10 um por lado, por lo que el
total de la superficie medida fue de 10x10=100um?, la superficie total
analizada por grupo fue de 100x100=10000umZ. Para la identificacién celular
nos basamos en el pleomorfismo de los granulos, midiendo los nucleos
presentes en la superficie por lo que se obtuvo el nimero de células presentes

en la superficie.

Los parametros morfométricos incluyeron datos sobre el tamafio de
los nucleos y citoplasmas de las poblaciones celulares de interés. Las
estimaciones de los tamafios celulares se realizaron trazando los perfiles de

los nlcleos a estudiar mediante el cursor del sistema de analisis.

El estudio morfométrico de las células cloro se realizé mediante
microscopia 6ptica amplificada hasta X40. Estas células fueron contadas
mediante la medicion de los nlcleos de 5 preparaciones diferentes por animal

tefildas con hematoxilina-eosina

Este estudio se llevé a cabo mediante un sistema de analisis de
imagen constituido por un microscopio triocular Leitz Ortholux conectado con
un sistema informéatico digitalizador de imagenes por medio de una camara

de video SONY SSC-C370P® y utilizando el programa informatico Visilog 5%
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa
estadistico Statgraphic (Centurién XVI®), a través de diferentes pruebas
estadisticas y graficas. Para ver si existian diferencias significativas entre las
medias se uso la prueba- F en la tabla ANOVA. Las Pruebas de Mdultiples
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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4.- Resultados

4.1 NIVELES DE BPA

Los niveles de concentracion de BPA en el pez cebra tras 14 dias de
exposicién a 1, 10, 100 y 1000 ug/l de BPA se muestran en la Tabla 6. Se
observ6 un aumento en la concentracion de BPA en los peces cebra expuesto
a concentraciones crecientes de BPA. No se detectaron niveles de BPA en el
grupo de control mientras que, en los grupos tratados, se observaron
diferencias significativas (P<0,05) con respecto al grupo control. Se
mostraron diferencias significativas entre los grupos tratados a 1y 10 ug/l y

las mayores concentraciones de BPA (100 y 1000 ug/l), mientras que no se
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detectaron diferencias significativas entre los grupos de concentraciones mas

bajas (1y 10 ug/l).

Control 1 10 100 1000

Concentracion
nd 0,045+0,03* | 0,072+0,014* | 0,55+0,009* | 40,64+1,404*
de BPA (ug/g)

Tabla 6. Niveles de BPA (ug/g) expresados por media + SD

(nd: no detectado, * Diferencia significativa con el control con P <0,05)

4.2 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO CUALITATIVO

4.2.1 Grupo control

4.2.1.1 Estudio de las células PRL

En el grupo control las células PRL, se disponen conjuntamente con
las células adenocorticotropas (ACTH) por todo el I6bulo rostral o anterior de
la hipdfisis del pez cebra. Estas células PRL no se suelen relacionar entre si,
ni disponerse en mosaicos celulares y suelen estar en un 9% de las células
glandulares hipofisarias. Tienen un tamafio aproximadamente de 20 pm de
forma alargada con escasas prolongaciones citoplasmaticas, con una

disposicion proxima a los capilares (Fig. 11). Su nudcleo entre esférico a oval,
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se dispone en el centro de la célula, tiene unos 7 pm de diametro medio, con

cromatina poco densa y un nucléolo desarrollado.

Esta célula tiene abundantes organoides, como el reticulo rugoso y
sobre todo complejo de Golgi, y también abundantes mitocondrias. Pero
morfolégicamente lo que define a las células PRL son sus granulos de
secrecion, estos tienen tendencia a disponerse proximos al nucleo
relacionandose con el complejo de Golgi (Fig. 11), pero el hecho diferencial
es su fuerte pleomorfismo, que hacen a las células PRL inconfundibles en
relacion a las diferentes células hipofisarias. Estos granulos muestran
diferentes formas: bastonados, esféricos, ovoides y contorno ramificado, y su

ocupacion citoplasmatica es del 15 %.

Figura 11 Grupo Control y 1pug/I.

A: Célula prolactinica (PRL) al microscopio electrénico de transmision MET de forma
estrellada, con un nicleo de gran tamafio y un citoplasma con abundantes organoides y
granulos de secrecion (Barra 10pum).

B: Detalle de célula prolactinica (PRL) al MET, donde se destaca el reticulo rugoso (RR)
y granulos de secrecién agrupados y altamente pleomorficos(Gr) (Barra 2um).
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4.2.1.2 Estudio de las branquias y las células de Cloro.

Al evaluar el grupo control hemos identificamos los siguientes

elementos:

- Un arco branquial que posee un nlcleo central de tejido
mesodérmico cubierto por tejido ectodérmico (externo), y
revestido por tejido endodérmico (interno).

- Un arco aértico que corre alrededor de la faringe primitiva hacia
la aorta dorsal.

- Un bastén cartilaginoso, que forma el esqueleto del arco, que
deriva de las células de la cresta neural.

- Un componente muscular que formaran los musculos de la
cabeza y el cuello.

- Un componente nervioso, nervio que deriva del neuroectodermo
del encéfalo primitivo, que inerva la mucosa y musculos

derivados del arco.

El mesodermo original de los arcos forma los musculos de la cara y
el cuello. De tal manera, cada arco branquial se caracteriza por poseer sus
propios componentes musculares, los cuales conducen su propio nervio, y
cualquiera que sea el sitio al que emigren las células musculares llevara
consigo su componente nervioso craneal. Asimismo, cada arco posee su

propio componente arterial.
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Al microscopio 6ptico dentro de la estructura de las branquias, se
considera como unidad de morfologia y funcién, por una parte, el filamento
basico y por otro las lamelas. Ambos elementos estan revestidos por un
epitelio, pero este epitelio se diferencia por el grosor del mismo y el tipo de
sus células. Este hecho es fundamental para identificar y diferenciar las

lamelas y los filamentos basicos.

La morfologia que hemos obtenido en las lamelas, utilizando el
microscopio electronico de barrido (MEB), es de una estructura laminar que
muestra una superficie irregular, con unos surcos grandes e irregulares, en
tanto que, en los filamentos de las espinas branquiales, junto a las
protuberancias celulares y de las yemas, su superficie muestra a grandes
aumentos, unos surcos regulares a modo de huellas dactilares. La diferencia
de ambas superficies, se detecta al microscopio electrénico de transmision
(MET), ya que las lamelas se encuentran revestidas por un epitelio simple
plano, que muestra unos surcos longitudinales, escasos, delgados e
irregulares, en tanto que la superficie de la zona de la espina branquial, esta
revestida por un epitelio multiseriado, el cual esta revestido por una hilera de
células entre planas a cubicas, y cuya caracteristica es la presentacion de
unas pequefias espiculas cénicas, que sobresalen a la superficie y son las
responsables de las imagenes a modo de huella dactilar que se aprecia en el

MEB.

En este grupo, en las imagenes obtenidas con el microscopio 6ptico
(MO) de las branquias respiratorias, observamos una espina central y a

ambos lados de ella numerosas lamelas respiratorias, que presentan un
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centro de capilares y todas las células funcionales y de revestimiento.
Observamos una imagen muy tradicional de las lamelas respiratorias,
utilizando el MEB, ya que, del cuerpo central espinoso, se proyectan unas
protuberancias laminares, con una superficie irregular. Y finalmente, los
estudios realizados con el MET, muestran una lamela alargada, con un
revestimiento formado por células aplanadas, encerrando una hilera de
capilares, con sus correspondientes células endoteliales, separadas por la
cavidad interna las células de los pilares, y en las zonas méas basales se

observan las células del cloro y las células mucosas (Fig. 12).

Figura 12. Grupo control y 1ug/I
A: Detalle de la branquia al microscopio 6ptico MO donde se muestran lamelas respiratorias
normales (LR) y células cloro (CC) en la zona basal (Barra 10um).

B: Detalle de la lamela respiratoria (LR) al microscopio electronico de transmision MET. Se
observa la presencia de células cloro (CC) con abundantes mitocondrias (Barra 5um).

C: Detalle de la branquia al microscopio electrénico de barrido MEB. Se aprecian lamelas
respiratorias de apariencia normal y uniformes (Barra 10um).

D: Detalle de la lamela respiratoria (LR) al MET. Destaca la presencia de capilares normales
(Barra 5um).
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Los filamentos de las espinas branquiales, de las branquias
sensibles, son complejos, debido a las funciones que recaen en estas finas
protuberancias. Por una parte, juega un importante papel en la proteccion de
estos componentes, también protegen por las células mucosas que poseen,
regulan las concentraciones iénicas, y finalmente es una zona neurosensible
por los neuroepitelios que tienen. Para realizar una proteccion,
fundamentalmente mecanica, desarrollan un epitelio multiseriado, donde se
mezclan células de revestimiento y mucosas, y en contacto con la superficie
diferencian una hilera de células planas a cubicas, que muestran las
pequefias espinas conicas. Participan en la regulacién idnica con las células
del cloro, y es una zona sensible al desarrollar las yemas sensitivas, que

poseen un neuroepitelio muy especializado.

Estas células se encuentran distribuidas en las caras laterales de las
lamelas respiratorias branquiales, en contacto con la superficie acuosa.
Morfolégicamente son muy similares a las células parietales de la mucosa

gastrica glandular.

Estas células se disponen bien de forma aislada o en pequefios

acumulos, en toda la superficie de las lamelas respiratorias.

Al microscopio 6éptico se aprecia una célula de grandes proporciones
de unos 23 um, tienen forma de clpulas dispuestas en la zona mas externa
de su superficie, pero morfolégicamente se destaca la fuerte acidofilia que

tiene el citoplasma. Su nlcleo esférico y denso se dispone en la zona basal.
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Al microscopio electrénico las células de cloro tienen forma de cupula,
exteriorizandose en la superficie de las lamelas. En su morfologia se
destacan dos componentes, gracias a los cuales se transforman en células
de un gran gasto energético. En primer lugar la membrana celular produce un
canal intracelular, y siguiendo un trayecto a modo de uve (V), este canaliculo
muestra una pequefia luz que estd ocupada por numerosas
microvellosidades producidas por la membrana del surco canalicular. El
segundo elemento energético que poseen son numerosas mitocondrias que
se disponen por todo el citoplasma, pero fundamente se condensan sobre la

pared del canal intracelular.

También tienen abundante complejo de Golgi y sobre todo reticulo
rugoso. El nlcleo se encuentra proximo a la membrana basal y es muy denso

con un nucléolo bastante desarrollado.

4.2.2 Grupo 1 pg/l

4.2.2.1 Estudio de las células PRL

En este grupo las células PRL, tienen una morfologia similar a las
células del control en su configuracion y distribucién en el I6bulo anterior de
la hipdfisis (Fig 11). Manteniéndose de forma aislada estan en un 13,2 % del
total de células glandulares. Su forma se mantiene entre esférica a ovoide,
con un diametro medio de 24 pm. Los nuacleos morfoldgicamente son

similares a los anteriores, pero con 8,2 um de diametro medio.
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Las imagenes que existen corresponden a una célula endocrina muy

activa, con un complejo de Golgi amplio y abundantisimo reticulo rugoso.

Los granulos son muy pleomorficos y muy numerosos, si bien los mas
pleomérficos mantienen contacto con el complejo de Golgi, pero son
numerosos los granulos homogéneos que se disponen préximos a la
membrana celular y estos tienen tendencia a ser esféricos. Todos ellos son

muy densos, ocupando un 17% del volumen citoplasmatico.

4.2.2.2 Estudio de las branquias y las células de Cloro

Los peces del grupo expuesto a una dosis de 1ug/L no mostraron
alteraciones en ninguna de las muestras estudiadas. En las branquias no se
observaron modificaciones de la estructura branquial. Tanto al microscopio
optico (MO), como al microscopio electrénico (ME), pudimos comprobar que
la morfologia de los filamentos y de las lamelas mostraba un tejido respiratorio
normal, con las luces de los capilares dilatados y con sus envueltas aparentes

en todos los grupos control evaluados.

Las branquias presentaban un aspecto similar al de los grupos

control, excepto que mostraron zonas hiperémicas aisladas.

Al MO se apreci6 en las branquias una estructura similar al grupo
control en los componentes esqueléticos cartilaginosos del arco branquial,
presentando un amplio desarrollo de los filamentos branquiales y lamelas,
con una morfologia aparentemente normal, salvo algunas zonas hiperémicas
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y edematizadas Las células de revestimientos eran continuas y planas,
destacandose las células de los pilares y las lagunillas. Las células del cloro
mantenian sus abundantes mitocondrias y apenas se presentaban células

mucosas (Fig.12).

4.2.3 Grupo 10 pg/1

4.2.3.1 Estudio de las células PRL

Las células PRL de este grupo difieren de las del grupo control. Estas
presentan granulos de secreciéon en dos posiciones, unos localizados en
relacién con el complejo de Golgi, que son pleomérficos (caracteristicos de
este tipo de células) y otros, muy abundantes, que se presentan en las zonas
periféricas que son esféricos y muy densos a los electrones, ocupando un

21% del volumen citoplasmatico.

Estas células mantienen su disposicién, con un 17,2% del total de las
células glandulares, y con un diametro medio de 31,1 um. El niicleo es ovoide

con 8,7 um de diametro medio.

Por otra parte, son células con gran desarrollo de sus organoides,

sobre todo complejo de Golgi, reticulo rugoso y mitocondrias (Fig. 13).
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Figura 13. Grupo de 10 pg/I

A: Célula Prolactinica (PRL) al MET, de forma oval con un nicleo evidente, organoides y
gran cantidad de granulos pleomérficos (Gr) (Barra 5um).

B. Detalle de una célula Prolactinica muy activa(PRL) al MET. Un reticulo rugoso(RR) y

un complejo de Golgi (G) considerables, y un especial aumento en los granulos de

4.2.3.2 Estudio de las branquias y las células de Cloro

En el tejido branquial se describis una leve hiperemia capilar y
edema, siendo todos sus componentes celulares aparentemente

modificados.

Con el MO, a nivel branquial, tanto los filamentos como las lamelas
primarias, se evidenciaron tumefactas, presentando interdigitaciones que se
disponian a modo de mosaico. También se describié hiperemia activa
generalizada con numerosas células de naturaleza exudativa e inflamatoria y

abundantes zonas hemorragicas. La tumefaccion y desorganizacion de las

117



I Resultados

lamelas, asi como la presencia de células inflamatorias y hemorragicas se
detect6 mayoritariamente en el MEB. No obstante, las lesiones méas
importantes se apreciaron con el MET, pudiendo observarse tumefacciones
capilares con hiperemia y ligera desorganizacién de los componentes que
forman la barrera respiratoria. En este grupo las branquias son el érgano que
presenté mayor alteracion. Al MO se detectd una acentuada desorganizacion,
presentandose destruccion total de las lamelas, con hiperemia muy marcada,
edema, exudado y extensas hemorragias. Las imagenes obtenidas
corresponden a un grave shock vascular-toxico. Al MEB se evidencio salida
e infiltracion de células sanguineas y exudativas, junto con pérdida total de la
estructuracion normal. Se pudo apreciar en el MET graves alteraciones
vasculares, principalmente a nivel capilar, con hiperemia generalizada y

desestructuracion de sus paredes y de las membranas respiratorias (Fig. 14).
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Figura 14. Grupo de 10 pg/I
A: Detalle de la lamela respiratoria (LR) al MO. Pueden observarse células cloro
acidofilas (flecha) e hiperemia vascular (Barra 5um).

B: Detalle de célula Cloro (CC) bajo MET. Destacamos el canaliculo intracellular (Cl)
con numerosas microvellosidades y mitocondrias (M) (Barra 2um).

C: Detalle de la branquia bajo MEB. Se observan lamelas respiratorias edematizadas
(LR) (Barra 10pm).

D. Detalle de una lamella respiratoria (LR) bajo MET. Se observan capilares (C) con la
luz dilatada y con presencia de glébulos rojos (Barra 5um).
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4.2.4 Grupo 100 pg/1

4.2.4.1 Estudio de las células PRL

En este grupo de estudio, las células PRL, muestran dos formas

funcionalmente diferentes.

En primer lugar, existe un 11,2% de células PRL, que son muy
similares a las del grupo anterior con una disminucién de densidad de
granulos hasta un 19% del citoplasma. Con unas medidas también similares
de 32,2 ym y 8,5 um respectivamente del citoplasma y del ndcleo. Con
desarrollo de sus organoides citoplasmaticos que participan directamente en

la formacion de los granulos.

En tanto existe una segunda forma de presentarse estas células, que
estan en un 5,3%, y se caracterizan morfolégicamente por ser una célula
endocrina con abundantes organoides formadores de los granulos, y ademas
estas granulaciones son muy abundantes, pleomorficas y densas a los
electrones, ocupando gran parte de la célula, alrededor de un 22,5%. Pero lo
que define a estas células, es la existencia de autofagosomas a modo de
figuras de mielina, que se forman fundamentalmente de los grdnulos mas
centrales, y que indica una autodestruccion de la hormona en el seno de la

granulacién (Fig. 15).
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Figura 15. Grupo de 100 pg/l
A: Célula prolactinica altamente desarrollada (PRL) al MET con un nucleo excéntrico y
con abundantes organoides y granulos de secrecion (Gr) (Barra 5 pm).

B. Detalle de célula prolactinica (PRL) al MET, que muestra un gran desarrollo de los
organoides, del complejo de Golgi (G) y del reticulo rugoso (RR). Presenta abundantes
granulos altamente pleomérficos (Gr) (Barra 2um).

4.2.4.2 Estudio de las branquias y de las células de Cloro

Con el MO, a nivel branquial, tanto los filamentos como las lamelas
primarias, se evidenciaron tumefactas, presentando interdigitaciones que se
disponian a modo de mosaico. También se describié hiperemia activa
generalizada con numerosas células de naturaleza exudativa e inflamatoria y
abundantes zonas hemorragicas. La tumefaccion y desorganizacion de las
lamelas, asi como la presencia de células inflamatorias y hemorragicas se
detecté mayoritariamente en el MEB. No obstante, las lesiones mas
importantes se apreciaron con el MET, pudiendo observarse tumefacciones
capilares con hiperemia y ligera desorganizacién de los componentes que

forman la barrera respiratoria
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Dentro de las alteraciones histologicas en las branquias, la lesién
degenerativa mas frecuente fue la hiperplasia interlaminar en un 100% en
forma leve, seguida de la hiperplasia del filamento branquial en un 45%,
predominantemente en forma leve, habiendo también pérdida de laminillas
branquiales en forma severa en un 5%; observandose una moderada
infiltracion de células inflamatorias, mayormente de tipo mononuclear, en
filamento branquial en un 100%; y cambios circulatorios como congestion en
el filamento en un 30%. Asi mismo, al igual que el musculo se observaron
alteraciones en el arco branquial y filamento branquial en un 5% de la
poblacién. Los quistes lamelares se observaban como estructuras redondas
y ovaladas, presentando interiormente diferentes estructuras esféricas,
elongadas o con procesos caudales, que representan estadios patologicos
vasculares. Uno de ellos ubicado en el filamento branquial, estaba rodeado
de tejido conectivo y presentaba estadios apoptético en su interior, habiendo

una reaccion inflamatoria en su periferia.

Se observé también un incremento en el numero de células cloro, que
mantuvieron la acidofilia, mostrando un citoplasma mas claro y vacuolizado

(Fig. 16).
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Figura 16. Grupo de 100 pg/l
A: Detalle de la branquia observada al MO. Existen numerosas células cloro (flechas) con
alteraciones vasculares, edema (Ed) e hiperemia (H) (Barra 5um).

B: Detalle de célula cloro (CC) bajo el MET. Destacando un dilatado canaliculo (Cl)
intracelular (Barra 2um).

C: Detalle de la branquia bajo el MEB. Se observa desorganizacion de la lamela respiratoria
(LR) con hemorragias (He) (Barra 10um).

D: Detalle de la lamela respiratoria (LR) bajo el MET con una destacada desorganizacion
de los capilares hiperémicos (H) y del epitelio (Ep) (Barra 5um).
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4.2.5 Grupo 1000 pg/1

4.2.5.1 Estudio de las células PRL

Finalmente, los animales expuestos a la concentracion mas alta de
BPA, mostraron unas células PRL de dos formas diferentes, pero mas
definidas, por una parte, células PRL aparentemente funcionales, y un
segundo tipo que no solo modifica sus granulos de secrecién, sino que

comienza a mostrar signos morfoldgicos de células en via de degeneracion.

Las células activas estan en un 9,7% de las células endocrinas de la
hipd&fisis, con un gran desarrollo de sus granulaciones, pleomoérficas y densas
a los electrones, ocupando un 21,8% del volumen citoplasmatico, y
abundante desarrollo del reticulo rugoso, complejo de Golgi y mitocondrias.
Y un tamafio de 31,1 um de didmetro medio del citoplasma y de 8,7 um de su

nucleo.

El segundo tipo de células PRL, corresponden a fases degenerativas
0 en regresion de estas células y se cuantifican en un 7,9% de células
glandulares. En primer lugar, se destaca un aumento de su densidad
electrénica de todos sus componentes citoplasma y nlcleo. Estas
modificaciones se evidencian preferentemente en el citoplasma, mostrando
dilataciones del complejo de Golgi y reticulo rugoso, y junto a una
hialinizacion de la matriz celular destacan tumefacciones de las mitocondrias
con pérdida parcial de las crestas mitocondriales. Y como indicamos en el

grupo anterior, aunque se mantienen abundantes granulos densos y
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pleomorficos, numerosos de ellos se ven afectados por fendbmenos de
crinofagia, que se presentan a modo de autofagosomas o figuras de mielina

(Fig. 17).

Estas células son pleomorficas, aunque se sitdan en unos 33,7 um y

9,2 um de didmetros medios del citoplasma y nucleo.

Figura 17. Grupo de 1000 pg/I

A: Células prolactinicas (PRL) al MET, células activadas (PRL) y célula prolactinica
degenerada (PRL Dg), ambas con nucleo y citoplasma muy denso, destacando un gran
numero de granulos en crinofagia (auto-destruccion) (Barra 2um).

B: Detalle de célula prolactinica (PRL Dg) al MET, con la mayoria de los granulos en
autofagocitosis (GrDg) (Barra 1um).

4.2.5.2 Estudio de las branquias de las células de Cloro

En este grupo las branquias son el 6rgano que presenté mayor
alteracién. Al MO se detect6 una acentuada desorganizacion, presentandose
destruccion total de las lamelas, con hiperemia muy marcada, edema,
exudado y extensas hemorragias. Las imagenes obtenidas corresponden a
un grave shock vascular-téxico. Al MEB se evidenci6 salida e infiltracion de

células sanguineas y exudativas, junto con pérdida total de la estructuracion
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normal. Se pudo apreciar en el MET graves alteraciones vasculares,
principalmente a nivel capilar, con hiperemia generalizada vy

desestructuracion de sus paredes y de las membranas respiratorias.

El tamafio de las células cloro se vio incrementado, con la

vacuolizacion de todo el citoplasma (Fig. 18).

Figura 18. Grupo de 1000 g/l
A: Detalle de la lamela respiratoria (LR) al MO. Existen numerosas células cloro con
membrana hiperémica (H) y edema (Ed) (Barra 10um).

B: Detalle de la célula cloro (CC) bajo el MET. Se aprecia un canaliculo intracellular
dilatado (Cl) y falta de microvellosidades (Barra 5um).

C: Detalle de la branquia bajo el MEB. Hay una desorganizacion de la lamella
respiratoria (LR), con pérdida parcial del recubrimiento y acumulacion de globulos rojos
(He) (Barra 10um).

D: Detalle de la lamella respiratoria bajo MET. Se aprecia una desorganizacion de las

lamelas respiratorias (LR) con capilares hiperémicos muy dilatados (H) y una pérdida
de epitelio de recubrimiento (Ep) (Barra 5um).
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4.3 ESTUDIO MORFOMETRICO Y
ESTEREOLOGICO

Los datos obtenidos de las cuantificaciones realizadas con el
microscopio Optico y electrénico se incluyen en la Tabla 6. Los datos
obtenidos en el grupo control y grupo de 1ug/l se consideraron de forma

conjunta ya que los valores fueron similares.

Las células PRL fueron cuantificadas al microscopio electrénico
(Tabla 6). Observando un incremento en el numero de células en los grupos
de 10 y 100 ug/l, mostrando diferencias significativas (p<0.05) en el grupo de
100 pg/l con respecto a los grupos control y de 1 pg/l. Estas diferencias
también fueron observadas en el grupo expuesto a mayor concentracion
(1000 pg/l) comparadas con el control, aunque mostré un descenso en el
namero de células. No se observaron diferencias significativas entre los

grupos tratados.

Se produjo un aumento en el diametro medio de las células PRL en
los grupos expuestos a 10 y 100 ug/l, que fue mas evidente en el grupo de
100 pg/l, mientras que en el grupo de 1000 ug/l, el didmetro medio disminuyd.
Todos los grupos tratados mostraron diferencias significativas respecto al

control (p<0,05), y entre ellos, excepto entre los grupos de 10 y 100 pg/l.
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Tamaitio

(um)

19204350 27.85+154% 3026£275% 3042+4.17%

Tamaiie 15.63+1.19
(pm)

1745=+1.02* 21,11=194% 1955+] 19%

Tabla 6. NUmero y tamafio de las células prolactinicas y cloro en zebrafish
expuestos a diferentes concentraciones de BPA (mediatSD)

*Diferencia significativa con el grupo Control y de 1 pg/l con p<0,05.

En la cuantificacion de las células cloro al MO (Tabla 6), en los grupos
de 10 y 100 pg/l, se observé un aumento en el nimero de células con
diferencias significativas (p<0,05) en ambos casos con respecto al control y
al grupo de exposicion mas bajo. Este incremento se observé en el grupo de
exposicibn mas alta (1000 pg/l) aunque las diferencias significativas se

mantuvieron respecto al control.

En relacion al tamafio de los nucleos de las células cloro, todos los
grupos tratados (excepto el de 1 pg/l) mostraron diferencias significativas
(p<0,05) con respecto al control, pero no se mostraron estas diferencias entre

los grupos tratados.
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5.- Discusion

El pez cebra es un modelo animal 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 érganos, y la incidencia de productos quimicos en los sistemas
orgénicos desde las primeras horas de vida, ademés 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. Pueden
exponerse facilmente a quimicos disruptores endocrinos en agua, en
diferentes estadios durante su ciclo de vida, y muestran una sensibilidad
medible a los disruptores endocrinos (Van Den Belt et al., 2001; Orn et al.,

2003; McGonnell y Gowkes, 2006).
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En la OECD y en otros organismos oficiales, podemos encontrar
multitud de directrices relacionadas con el andlisis de sustancias quimicas
con potencial estrogénico, donde recomiendan el uso del pez cebra como
modelo experimental (OECD nimero 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 proteccién de los animales utilizados para
fines cientificos donde se recoge al pez cebra dentro de los animales criados

para su utilizacién en procedimientos experimentales.

Son muchos los autores que han utilizado esta especie para estudiar
la accion endocrina de distintas sustancias quimicas como el cadmio, los
metales pesados y los disruptores estrogénicos (Blechinger et al., 2002;
Hallare et al., 2005; Richetti et al., 2011; Molina et al., 2013; Lora et al., 2016;

Barasona et al., 2017).

Entre las sustancias disruptoras endocrinas podemos destacar el
BPA, que es un pequefio monémero estrogénico, que fue desarrollado como
estrogeno sintético en 1890 y cuyo primer efecto descrito fue tener una
eficacia similar a los estrégenos en la estimulacion del sistema reproductor
femenino de la rata en 1930 (Doods, 1936), posteriormente fue polimerizado
para producir policarbonato plastico y epoxi resinas. Asi el BPA también se
utiliza para recubrir latas de conserva, como aditivo en otros tipos de plastico
como el PVC, en el material médico, los juguetes, las tuberias, en las botellas
de agua mineral, en los biberones o en el material dental entre otros usos

(Vandenberg et al., 2007; Mileva et al., 2014).
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La produccién anual total asciende a mas de 5.16 millones de
toneladas (Chemical Weekly, 2009), siendo uno de los productos quimicos
con mayor volumen comercial producido. El BPA tiene la eficacia del estradiol
en algunos tejidos y se ha demostrado recientemente, que es capaz de unirse
a receptores estrogénicos o de disminuir los niveles de estrégenos, actuando
como un antiestrogénico (Vinas et al., 2012), de antagonizar la accion de la
hormona tiroidea (Moriyama et al.,, 2002) o antagonizar una accion
androgénica (Lee et al., 2003) entre otros efectos en el sistema nervioso,

pancreas endocrino o sistema inmune (Rochester, 2013).

Existen distintas vias de exposiciébn en humanos, como son la dieta,
la via inhalatoria o la dérmica entre otras (Vandenberg et al., 2012), es por
tanto que la presencia de BPA en productos de consumo ha generado
preocupacion por sus efectos potencialmente adversos sobre la salud
reproductiva, y por sus efectos biolégicos en niveles de exposicion
ambientalmente relevantes, lo que podria implicar importantes

consecuencias para la salud publica (EFSA 2015).

Hasta hace unos afios, se ha considerado al BPA como un estrogeno
débil medioambiental, debido a que, en algunos ensayos, el BPA resulté de
10.000 a 100.000 veces menos potente que el estradiol (Welshons et al.,
2003), utilizandose como afirmacion comun entre los diversos autores que el
BPA tiene una actividad estrogénica débil en sistemas in vivo e in vitro

(Snyder et al., 2002). Sin embargo, estudios sobre mecanismos moleculares
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han revelado una variedad de rutas a través de las cuales el BPA puede
estimular una respuesta celular a muy bajas dosis (Welshons et al., 2006).

Los efectos de dosis bajas de disruptores endocrinos como el BPA
estan mediados por las vias de sefializacién endocrina que han evolucionado
para actuar como potentes amplificadores, teniendo como resultado la
aparicién de cambios importantes en la funcién celular (Welshons et al.,

2003).

La accion del BPA como disruptor neuroendocrino ha sido
ampliamente estudiada (Molina et al., 2013; Gimenez et al., 2016; Jedeon et
al., 2016; Lora et al., 2016; Rhaman et al., 2016; Barasona et al., 2017).
Debido a su importancia como contaminante medioambiental vy
fundamentalmente como contaminante acuético, en este trabajo propusimos
evaluar los efectos en la regulacién i6nica de los peces, mediante el estudio

de las células cloro y prolactinicas.

Las concentraciones de BPA a las que se han expuesto los peces se
han mantenido mediante un sistema de flujo continuo en el agua de acuarios,
logrando mantenerse de forma constante la exposicién a 1, 10, 100 y 1000
Mg/l de BPA, dosis muy similares a las empleadas por diferentes autores en
diversas especies de peces (Mandich et al., 2007; Molina et al., 2013; Yang
et al., 2015, Lora et al., 2016). Coincidiendo con los datos indicados en los
estudios de estos autores, no se produjo mortalidad durante el periodo de

exposicién a BPA. Tampoco se obtuvieron diferencias con respecto al peso y
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longitud de los animales después del periodo de estudio, coincidiendo con lo

observado por Mandich et al. (2007).

En nuestro estudio, encontramos que el BPA se acumula en los
tejidos de los peces, detectando unas concentraciones que van aumentando
a medida que la concentracién de BPA 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 ug/l de BPA, hasta valores de 29,5617 + 4,076 ug/l a dosis de
1000 pg/l de BPA. 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 BPA que nosotros obtuvieron unas concentraciones similares, con
unos valores de 0,23 + 0,032 pg/l, 1,79 £ 0,68 ug/l y 24,47 + 10,15 pg/l, al
exponer a las carpas a dosis de 10, 100 y 1000 ug/L respectivamente, siendo
casi idénticas a las obtenidas en nuestro estudio, en peces cebra expuestos
a 1000 pg/l de BPA, y no llegando a detectar concentracion alguna en las

carpas expuestas a la dosis de 1 ug/l de BPA.

Para entender qué acontece en las células adenohipofisarias, en este
trabajo fue necesario primero analizar lo que ocurria en las branquias. Tal y
como describié Marcato et al. (2014), las branquias son el objetivo principal
de muchos contaminantes acuéticos, por estar en contacto directo y
permanente con las sustancias quimicas que estan disueltas en el agua, ya
que son el principal sitio de intercambio gaseoso y donde se lleva a cabo la

regulacién iénica, que conlleva una serie de mecanismos que permite
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mantener el balance idnico entre el cuerpo y el ambiente externo y siendo las

branquias el principal lugar del intercambio activo de iones.

Los disruptores endocrinos afectan al sistema branquial, y por tanto
a la regulacion iénica debido al contacto directo de la superficie de las
branquias con los mismos, siendo estas, biomarcadores adecuados de la
contaminacion acuética (Bernet et al., 1999). Las branquias de los peces
muestran respuestas limitadas a una amplia gama de estimulos fisico-
quimicos medioambientales, y en relacién a esto, son consideradas como
biomarcadores generales no especificos. Los dafios histolégicos observados
en las branquias de los peces estan reconocidos como un método rapido y
vélido de determinar los dafios causados por la exposicion a diferentes
contaminantes (Arellano et al., 1999; Faheem et al., 2016). Perry y Laurent
(1993) sugirieron que estas alteraciones morfologicas de las branquias que
ocurrian durante cambios medioambientales es una forma adaptativa que
trata de conservar las funciones fisioldgicas de las branquias. Por tanto, es
necesario evaluar el dafio tisular para obtener informacién sobre el potencial
compensatorio y su influencia en la homeostasia de los peces. Manera et al.
(2016) en su estudio reflejo la necesidad de realizar un examen
histopatolégico de las branquias, asi como un estudio morfométrico para

poder evaluar la consecuente alteracion en las branquias.

En el analisis de las branquias de los animales de nuestro estudio, se
observaron modificaciones vasculares en las lamelas respiratorias primarias

y secundarias, con un incremento de capilares hiperémicos que evolucion6
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en un edema severo al aumentar la dosis a la que se expusieron los animales,
mientras que las células cloro sufrieron una vacuolizacion del citoplasma

acompafiada de un aumento importante de su tamafo.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por otros autores,
quienes, tras la exposiciébn a BPA, también describieron imagenes con
edema, hiperplasia e hipertrofia (BariSic et al., 2015; Faheem et al., 2016),
cuyo dafio se incrementaba a medida que se incremento la concentracion de

metales pesados y BPA, respectivamente.

BariSic et al. (2015) en su estudio compararon las alteraciones
histopatolégicas presentes en las branquias de especies habitantes de
distintos rios con un alto indice de contaminacion con metales pesados y
entre los cuadros lesionales que describié, destaca la aparicion de
alteraciones circulatorias como congestidon o edema interlamelar, asi como la
hipertrofia e hiperplasia del epitelio branquial acompafiado de algunas zonas

de necrosis.

Elshaer et al. (2013) observé necrosis celular tras una exposicién a
50 ug/l a BPA durante 15 dias, observando también necrosis en las lamelas
branquiales secundarias tras 30 dias de tratamiento. Los cambios
progresivos, como la hiperplasia y la hipertrofia de las células epiteliales,
podria incrementar el grosor epitelial, que ensancha la distancia entre el

ambiente externo y la sangre, retardando o previniendo la entrada de iones
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téxicos en el torrente sanguineo. Esto puede ser considerado como medidas

generales de seguridad contra toxicos (Elshaer 2013; BariSic et al., 2015).

Otros autores han descrito la aparicion de cambios histoldgicos
degenerativos asi como alteraciones circulatorias en distintas especies de
peces de agua dulce como el pez cebra (Danio rerio), la carpa prusiana
(Carassius gibelio) o el pez gato africano (Clarias batrachus), tras la
exposicion a diferentes metales como el Cd, Cu, Pb y Zn (Campagna et al.,
2008; Velcheva et al.,2010; Khan et al., 2011; Wani et al., 2011; Das y Gupta.,

2012; Sheriff et al., 2012).

De igual modo, Faheem et al. (2016) en su estudio describieron la
aparicién de signos degenerativos en las branquias de Carpa India (Catla
catla) expuestas a concentraciones ascendentes de BPA, incrementandose
la severidad de estas lesiones a medida que se incrementaba la
concentracion de BPA. Estas lesiones incluyeron hiperplasia y fusiéon de las
lamelas secundarias en los animales expuestos a dosis mas bajas asi como
necrosis y degeneracién de las lamelas primarias en los peces expuestos a

dosis altas.

Otros autores como Mazon et al. (2002), describieron cambios

similares en el epitelio branquial de peces de agua dulce, Prochilodus scrofa

tras exponerlos a distintas dosis de cobre.
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En el epitelio branquial cabe destacar la presencia de las células
osmorreguladoras cloro, que desempefian un papel fundamental en la
regulacion iénica secretando NacCl, participando en el balance acido base,
regulacion iénica y procesos de aclimatacion (Daborn et al., 2001; Biagini et
al., 2009), siendo esenciales en peces marinos para eliminar el exceso de

iones (McCormick, 1995; Barasona et al., 2017).

Al analizar las células cloro de las muestras de nuestro estudio, se
observd un incremento en el numero de células cloro en los grupos de 10 y
100 ug/l debido a la hiperplasia, pero disminuyeron en el grupo de 1000 pg/I,

probablemente también debido al agotamiento de estas células.

En relacién con el tamafio de las células cloro, en los grupos de 10y
100 pg/l, aumento debido a la dilatacion del canal intracelular, que se mantuvo
en el grupo expuesto a 1000ug/l, en el que habia una dilatacion total del
mismo probablemente debido al agotamiento, que podria acabar causando la

pérdida de la funcionalidad por excesiva dilatacion.

Coincidiendo con nuestros resultados, Li (2007) observé la aparicion
de mas del doble de casos de apoptosis de células cloro en Tilapias
expuestas a 3.2 ul de Cu durante un periodo de 28 dias, asi como un

incremento significativo de necrosis en dichas células.

BariSic et al. (2015) describieron en su estudio una hiperplasia severa

de las células cloro en un alto porcentaje de los peces estudiados
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procedentes de los rios con alto nivel de contaminacion por metales pesados,
asi como hiperplasia severa de las células epiteliales y mucosas, lo que

describieron como un mecanismo de defensa a la entrada de toxicos.

Con estos resultados podemos determinar que aunque las alteraciones
histopatolégicas ocurridas en las branquias no son respuestas especificas
ante diferentes contaminantes, podrian indicar diferentes tipos y sitios de
contaminacion en los sistemas de agua dulce tal y como han descrito
previamente otros autores (Jabeen y Chaudhry, 2013; BariSic et al., 2015),
para los que cambios histopatol6gicos en las branquias demostraron que
estas eran un biomarcador adecuado para determinar el nivel de

contaminacion del agua en estudios de monitorizacion.

El BPA afectaria seriamente al sistema branquial de los peces y a su
regulacion iénica, hecho que hemos observado en el analisis histopatolégico
de las branquias y que ha sido descrito por diversos autores (Elshaer et al.,
2013; BariSic et al., 2015). Hemos observado que una exposicion continua
con este compuesto puede desencadenar progresivamente lesiones serias y
evidentes en las branquias, aunque se debe recordar que la afectacion de las
go6nadas e hipdfisis causada por disruptores endocrinos puede favorecer las
alteraciones branquiales tal y como han descrito varios autores (Hirano et al.,
1986; Manzon, 2002; Pierce et al., 2007). De cualquier modo, ambos factores

estan estrechamente relacionados.
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Analizando las células prolactinicas hipofisarias, observamos que las
granulaciones son el componente que marca el agotamiento celular debido a
la falta de actividad en las células cloro a las que regulan. Estas células
actian como todas las células endocrinas y acumulan gran cantidad de
hormonas en sus granulos, que no son capaces de utilizar. Se produce una
degradacion en el granulo mismo, llamado crinofagia o autolisis, que es
probablemente la razén por la que hemos observado gran cantidad de
autofagosomas en los grupos con las concentraciones mas altas de

exposicion.

La activacién de las células prolactinicas esta definida por la
hipertrofia, que es debida al incremento generalizado en todos los
componentes celulares, al incremento nuclear y, especialmente, al gran
desarrollo de los organoides metabdlicos, que resultan en un gran nimero de
granulos de secrecion. Es bastante curioso que la activacién de la granulacion
no se expreso6 Unicamente por el incremente en el nimero, sino también en
profundos cambios en la morfologia. Por tanto, hemos descrito una relacion
directa entre estos granulos pleomdrficos y el complejo de Golgi, y largos
depodsitos de granulos grandes, esféricos y densos en la periferia
citoplasmatica. En la cuantificacion de las células prolactinicas se produjo un
incremento significativo (p<0.05) en su nimero en los grupos de exposicion
de 10 y 100 pg/l con respecto al control debido a la hiperplasia, difiriendo de
lo que fue observado en un estudio en ratas en el que el numero de células
prolactinicas se vio modificado aunque no de manera significativa (Velasco-

Marinero et al., 2011), asi como una ligera disminucién el grupo de 1000 ug/I
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respecto al de 100 ug/l posiblemente debido al agotamiento, lo que se
corresponde con lo descrito por Velasco-Marinero et al. (2011), que
observaron un aumento de células prolactinicas en la hipdfisis de rata
expuestas a BPA en los grupos expuestos a dosis mayores, aunque sus

diferencias no fueron significativas.

Existié un incremento en el didmetro medio celular en los grupos de
10 y 100 pg/l, que fue més evidente en el grupo de 100ug/l debido a la
hipertrofia, y una disminuciéon del tamafio en el grupo de 1000 ug/l,
probablemente porque estas no recibieron ningdn estimulo hormonal desde
los testiculos, provocandose una disminucion de la capacidad secretora,

causando esto autofagia.

Las células prolactinicas hipofisarias juegan un papel crucial en la
regulaciéon central de la reproduccion de la mayoria de los vertebrados.
Aunque, esto podria ser seriamente modificado por los disruptores
endocrinos y podria ser una de las razones de infertilidad producida por estos
compuestos. Posibles modificaciones de las células prolactinicas son
escasamente conocidas en estas concentraciones de exposicidn, aunque su
participacion en procesos patolégicos ha sido descrita (Winiewsky et al.,

2015, Barasona et al., 2017).

La reaccién y evolucion de las células prolactinicas fue muy
significativa y ha evolucionado de manera paralela a las alteraciones

descritas en las branquias. Todo esto, la hipertrofia e hiperplasia reactiva por

142



I Discusién

un lado y por el otro, la atrofia e hipoplasia con la que las células prolactinicas
terminan, se corresponde a las fases, primero, de las activacion celular y
segundo, a los procesos degenerativos de las células branquiales.
(Goloubkova et al., 2000; Velasco-Marinero et al., 2011; Barasona et al.,

2017).

Por todo ello, puede deducirse que, en una primera instancia, el BPA
tiende a alterar el sistema branquial, y este reacciona activando las células
cloro, que estan influenciadas por la accion hormonal de las células
prolactinicas. Cuando la exposicién a BPA es a concentraciones muy altas
(100 y 1000 pg/l), se produce un agotamiento defensivo de las branquias
debido a alteraciones circulatorias severas y degradacion de las células cloro,
haciendo la regulacion hipofisaria imposible, lo que puede ser considerado,

como la causa principal de la inversion funcional de las células prolactinicas.
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6.- Conclusiones

Primera: El pez cebra (Danio Rerio) puede ser considerado como un
biomodelo idéneo para el estudio de los efectos téxicos del BPA, debido a la
posibilidad que ofrece de poder evaluar los distintos biomarcadores
relacionados con la disrupcion endocrina, asi como, los efectos causados por
la contaminacién acuatica, siendo las branquias uno de los érganos de

eleccion para la biomonitorizacién de la contaminacion de aguas.

Segunda: En los peces expuestos durante 14 dias a concentraciones
de 1, 10, 100 y 1000 pg/l en agua se produce una acumulacién del BPA en
los tejidos, existiendo una correlacion entre estos niveles de BPA, y la
concentracion de BPA a la que estuvieron expuestos. Estas diferencias son
estadisticamente significativas al comparar el Gltimo lote de estudio (1000

pg/l) con respecto al control y al resto de lotes.

147



Conclusiones

Tercera: La exposiciéon durante 14 dias al BPA produce alteraciones
a nivel hipofisario, que hace que a la mayor concentracién de exposicién
(1000 ug/l) se generen lesiones que podrian llegar a ser irreversibles al perder
las células prolactinicas su funcionalidad, observandose en estas un proceso
degenerativo en todos los grupos expuestos a BPA, tanto mediante

microscopia optica como electrénica.

Cuarta: El BPA afecta de forma severa al sistema branquial de los
peces observandose en el analisis histopatolégico de las branquias
modificaciones severas a nivel vascular, lo que provoca la degeneracién de
las lamelas respiratorias, asi como a nivel celular, con el agotamiento de las
células cloro, lo que podria comprometer de manera grave la regulacion

idnica.

Quinta: En el estudio morfométrico y estereoldgico de las células
prolactinicas asi como, en el de las células cloro, se produce un incremento
del nimero y didmetro de ambos tipos de células a medida que aumentan los
niveles de BPA, produciéndose en el grupo expuesto a la mayor
concentracién (1000 pg/l), una disminucion del nimero de las mismas
respecto al grupo expuesto a 100 g/l , que seria debido al agotamiento de
las células. En ambos casos existieron diferencias estadisticamente

significativas con respecto al grupo control.
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Sexta: La exposicion a BPA provoca cambios morfoldgicos en las
células cloro, que estarian influenciadas por la accion hormonal de las células
prolactinicas, y que se ven intensificados a medida que la concentracion de
exposicibn aumenta. Estas modificaciones, conllevarian una serie de
alteraciones en las células prolactinicas, que pretenden compensar la
hipofuncionalidad de las células cloro con la finalidad de mantener un
adecuado funcionamiento branquial y, por tanto, garantizar la regulacion

idnica.

Séptima: La exposicion a BPA a concentraciones muy elevadas (100
y 1000 ug/l), produce un agotamiento defensivo de las branquias debido a
alteraciones circulatorias severas y degradacion de las células cloro,
inhibiendo la regulacién hipofisaria, lo que puede ser considerado como la
causa principal de la inversién funcional de las células prolactinicas. Por ello
se deduce, que el BPA puede afectar al sistema branquial de manera tan
severa que su accién no puede ser compensada a nivel hipofisario, y por

tanto, la regulacién iénica podria verse afectada.
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7.- Resumen

El Bisfenol A (BPA) es uno de los productos quimicos producido en
mayor volumen en el mundo. Es comunmente utilizado como un componente
de plasticos y envases de alimentos, y puede actuar como xenoestrégeno en
animales y humanos. Posee actividad endocrina, lo que hace que sea capaz
de desencadenar, en células diana, una respuesta semejante a la de las
hormonas enddgenas, o de inhibir esta respuesta ejerciendo un efecto
antagonico. Debido al riesgo de exposicion al BPA desde el medio ambiente
y la dieta, y principalmente como contaminante acuético, nuestro objetivo ha
sido el de evaluar los efectos del BPA en la regulacion ionica mediante el
estudio histopatolégico y morfométrico de las células cloro y las células

prolactinicas en pez cebra (Danio rerio) como modelo experimental.
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Para este estudio se utilizaron 60 machos de pez cebra (Danio rerio), que
fueron distribuidos aleatoriamente en 5 grupos (n=12/grupo), un grupo
control, y cuatro grupos tratados, expuestos a concentraciones graduales de
1, 10, 100 y 1000 pg/l de BPA, respectivamente. Tras dos semanas, los
animales fueron sacrificados y se tomaron muestras de branquias e hip&fisis
para su posterior analisis histopatolégico, asi como, para la determinacién de

los niveles de BPA presentes en los animales.

Al analizar las muestras observamos una acumulacion del BPA en los
tejidos, existiendo una correlacion entre estos niveles de BPA, y la

concentracion de BPA a la que los animales estuvieron expuestos.

En el estudio estructural y ultraestructural de la hip6fisis, observamos
como el grupo que fue expuesto a 10 pg/l de BPA mostré ciertas
modificaciones con respecto al grupo control, observandose una activacion
de las células prolactinicas con un incremento de los granulos de secrecion.
Los grupos de mayor concentracién de exposicién (100 y 1000 ug/l), esta
activacion fue mas marcada y estuvo acompafada de la aparicion de
autofagosomas que podria hacer pensar en la autodestruccidon celular,

apareciendo signos evidentes de degeneracion.

Al analizar las branquias se observé como, a partir del grupo de 10
pg/l ya empiezan a aparecer modificaciones histolégicas, con la mayoria de
los capilares hiperémicos e incrementandose tanto en tamafio como en
namero las células de cloro, siendo estas modificaciones méas severas en los

grupos de 100 ug/l y 1000 pg/l
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En conclusion, nuestros resultados indican que la exposicién al BPA
produce modificaciones en las células de cloro que desencadenan una serie
de alteraciones en las células prolactinicas. Estas alteraciones intentarian
compensar la hipofuncionalidad de las células de cloro, para tratar de
mantener un funcionamiento branquial adecuado y garantizar asi la
regulacion iénica. Las alteraciones encontradas, fueron tan severas en los
grupos de mayor concentracion, que fue imposible su compensacion por
parte de las células prolactinicas, siendo esta la principal causa de la
involucidn funcional de estas células hipofisarias. Deduciéndose, por tanto,
que el BPA afectaria al sistema branquial de una forma tan severa que, al no
poder ser compensada su accién a nivel hipofisario, la regulacién iénica se

podria ver afectada.
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8.- Abstract

Bisphenol A (BPA) is a chemical being produced in very large
quantities in the world because itis commonly used as a component of plastics
and food packaging. It has been shown that BPA can act as a xenoestrogen
in humans and other animals. It has activity as an endocrine disruptor,
interfering with the functions of endogenous hormones, which can trigger a
similar response in the target cells, or inhibit this response by exerting an
antagonistic effect. In June 2017, the European Union included BPA within
their list of highly worrisome chemicals and for March 1, 2018 all
manufacturers, importers and suppliers of BPA must classify and label all

chemical mixtures containing BPA as a category 1B toxic for reproduction,

In light of the risk of exposure to it from the environment, diet, and as

a basic water pollutant, the objective of our study was to assess possible effects
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on ionic regulation after exposure to BPA by means of a histopathological and
morphometric study of the chloride and prolactin cells using zebrafish (Danio

rerio) as an experimental model.

For this study 60 male zebrafish (Danio rerio) were used. These
were randomly allocated into 5 study groups (n = 12 / group), a control group,
and four treated groups, exposed to increasing concentrations of 1, 10, 100
and 1000 ug/l of BPA, respectively. After two weeks, the animals were
sacrificed and samples of their gills and pituitary glands were immediately
taken for further histopathological analysis, as well as, for the determination

of BPA levels present in their tissues.

When analyzing the samples, we observed an accumulation of BPA
in the tissues. There was an increasing concentration of BPA in the tissue as
the concentration of exposure increased. Therefore there was a direct
correlation between the levels of BPA and the concentration of BPA to which

the animals were exposed.

In the structural and ultrastructural study of the pituitary gland, we
observed certain modifications with respect to the control group. On the group
exposed to 10 pg/l of BPA we observed an activation of the prolactin cells with
an increase of secretion granules. Whereas in the groups exposed to higher
concentrations (100 and 1000 ug/l), this activation was more evident and was
accompanied by the development of autophagosomes, which could indicate

cell self-destruction, with evident signs of degeneration.
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When analyzing the gills, we observed how histological
modifications appeared, with a large amount of hyperemic capillaries and an
increase in both, size and number of chlorine cells, the group exposed to 10
Mg/l of BPA. These modifications were more severe in the groups exposed to

100 ug/l and 1000 pg/l, respectively.

In conclusion, our results indicate that exposure to BPA produces
changes in chlorine cells that trigger a series of alterations in prolactin cells.
These modifications may try to compensate for the hypofunctionality of the
chlorine cells, to try to maintain an adequate gill function and thus guarantee
ionic regulation. The alterations found were so severe in the groups exposed
to higher concentration that it was impossible to compensate for them by the
prolactin cells, this being the main cause of the functional involution of these
pituitary cells. Therefore it is inferred, that BPA would affect the gill system in
such a severe way that, since its action cannot be compensated at the pituitary

level, the ionic regulation would be affected.
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Bisphenal A (BP4) is one of the chemicals produced in the largest volume in the world It iz
commeonfy wsed as a component of plaztics and food comtainers and cam act as a xenoestrogen in
humans. In view of the rizk of exposure to it from the environment and diet, and bazically az a water
pollutan:, the objective of owr study was to assess possible gffects on iomic regulation qfter exposure
to BPA by means gf a histopathological and morphometric study of the chioride and prelactin cells
in zebrafizh (Danio rerio) as an experimental modsl.

Twenty-five male 10-week old zebrgfizh (Danio revio) were allocated randomly into 5 study
groups (n=J3/group); a control group. and four groups. exposed for 2 weeks to a comcentration gf
(1, 10, 100 and 1000 ug/L) of BPA, respectively. After those 2 weeks, the animals were sacrificed
and samples of their gill: and piitary gland were immediately taken for their subsequent
histoparhological analysis.

Owr results showad how, in the first study groups, lesions appeared in chloride calls, penerating
compenzatory modifications in the prolactin cells, which were enough to maimtain stakility in the
ionic exchange. As the exposure concentration increased, move serious histelogical modifications
occwrred. In the groups with the highest concentration (100 and 1000 ug/T). the lesions were 50
severs that the prolactin cells underwent some degemerative processes, which probably prevented
the compensatory action at gill level

Key words: Bisphenol A zebrafish, ionic regulation. prolactin cells, chloride cells
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INTRODUCTION

Bisphenol A (BPA) 15 a component of
among other tems, plastics and food containers,
and 1t 15 one of the chemicals produced m the
largest volume in the whole world (LANG e ai,
2008), reaching hagh world production figures; m
2006, 3.8 million tons of it were produced (FIT-
ZGERALD er al, 3014). Changes in pH, mechanical
abrasions and heat, accelerate hydrolysis of the
ester bond bmkmg BPA molecules m polycar-
bonate plastic, and repeated washing of polycar-
bonate products causes BPA to eazsily leach out
of products and spread it over the evironment,
even at ambient temperatures (HOWDESHELL et
ai, 2003). Tt is a known fact that BPA 15 a weak
oestrogeme chemical which produces important
effects in the male fract, maimly in testes, with a
sigmificant sperm decrease (BHANDART eral, 2015
WISHIEWSET er @i, 2015). It 15 known that BPA
FRL production by up to 50% of the mammal
response obtamned with 17 B-estradicl (E2) from.
prolacim cells in the adult, inducmg lactotrope
probferaton (STOEEER e al, 1999, RAMOS e ai,
1003; VELASCO-MARINERO ef o, 2011). Further, it
bas been reported that BPA mduces gill modi-
fications and severely alters chlonde cells (MO-
HAMMED ot ai., 2013; FAHFEM & ol , 2015). Prolactin
cells regulate osmotic balance, stimulating proc-
esses mnvolved m freshwater adaptation m the
gill, kidney, and gut (PIERCE ef al, 2007). These
types of alterations 1 prolachn cells could be
reflected m those changes in chlonde cells. Sev-
eral research works have reported prolactin cell
parbicipahion mn zill lonie regulation, because of
which the senous modifications in chlonide cells
could induce a palliabve prolactin cell reachon
(BARTELS et al,, 2015; INOEUCHI et af,, 2015).

Many works have been forused on fish smmee,
as they are aquatic inhabitants, they recerve sew-
age or mmdustrial effluents and agnculhoal rum-
off contaimmg cestrogenic chemicals (HASSANIN
of al., 3002). Zebrafish are swiable for assessmg
toxac effects becanse test protocols have already
been established, inchidmg OCDE pmdelines
(OCDE 204, 210, 212), that recommend these
fish for chepweal foxmioify assessments, as well

as m Annex | of Dhrective 2010/63,/EL, relative
to the protection of ammals wsed for scientific
purposes.

With the aim of investipating in depth BPA
tomicity, our objective was to evaluate the effects
of BPA on ionic regulation through the study of
gills and chlonde cells and their possible rela-
tionship with prolactin cells by histological eval-
unation after 14 days of BPA exposure.

MATERIAL AND METHODS

A total of twenty-five 16-week old male ze-
brafish (Dianic revia), were used to carry out this
inte 3 proups (=3 group), a confrol group, and
four treated groups, which were exposed for 14
days (OCDE 204) fo graded concentrations (1,
10, 100 and 1000 pg'L) of BPA (Sigma Aldnch
¥}, under flow-through condihons (10 water re-
newals'day) and photopenod of 16 Light bowrs: §
dark hours. Water temperature was 26+1 *C and
dissolved cxygen was maintamed above 60%% of
sohtion.

The study was camed out in the Expenmmen-
tal Ammal Service at the University of Cordoba
(Spain). All procedures were approved by the
Ammal Care Comemittee of the University of
Cordoba, and in concordance with the Emropean
Regulations for the Protechion of Expenmental
Ammals (Thrective 2010063/EU).

After ? weeks of exposure, zebrafish were
sacnficed with an overdose of anaesthetic solu-
tion of tricaine methanesul fonate (MS-222% 500
mgL; Sigma-Aldnch®, 5t Lums, EE.UU) buff-
ered with sodium bicarbonate (300 mgl; Sig-
ma-Aldrich®, 5¢. Lws, EE. UL, and next sam-

Hiztological evaluation

For the structural evaluation, samples were
routmely processed for paraffin sections by fix-
ing in 10% formaldehyde, dehydrating in praded
senes of ethano], immersing in xvlol and embed-
ding m paraffin wax. Every tenth section (4 pm
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thack) of each block was stzined with hematosx-
¥ln and eosin and used for the morphological
study.

For the ultrastructural study, small randomly
selected samples were primanly fixed in a 2%
ghitaldehyde soluhon in 0.1M phosphate buffer
{pH 7 4) overmght at 4 °C and then refixed in 1%
ommium tetroxide m 0. 1M phosphate buffer (pH
7.4) for 30 pun. After debydration in graded eth-
anol senes and embeddmg in Araldite, semm-thin
and ultra-thin sections were cut on an LEB ultra-
mucrotome (Central Microscopy Research Faeil-
ihes, Unrversity of Cordoba, Spam). Ultra-thin
sections were double-stained with uranyl acetate
and lead citrate. For the scanning study, the sam-
ple was cofical point dried and then coated m
colloadal gold Ulira-thin sections were viewsd
and photographed m a JEM 1400 trapsmission
electron microscope.

Morphometrie study

The morphometnie stidies of the prolac-
tin cells were done directly on images taken of
pumber and size of the cells. 20 small squares/
ammal were quantified so that 100 squares/zroup
were counted each grid square being 100 om per
side, so that the totality of the srface 10x10=
100 mm®, the total surface analyzed/group being
of 100=100=10000 mm*. We based ourselves on
cell identification by the pleomorphism of gran-
ules, measuring the ouclens smface so that we
obtained the mumber of cells observed on that
surface.

The morphometric studies of the chlonde
cells were made by optical mucroscope magnifiad
to x40. Chlonde cells were counted by measur-
ing the muclens of the five different preparations

Statistical analyzis

Data were analyzed usmg the statishical pro-
gram Statgraphic Centurion XVI¥, to determine
BPA effects on every exposed group. ANOVA
{test-F) was used to demonstrate whether there

were any significant differences between the
averages. The Fisher L5D post hoc test was
performed oo mmltiple comparisons between
groups. Results are expressed as mean values =
standard deviation (3D)) and P=-0.05 was consid-
ered to be significant.

RESULTS

In the comtrol group, the prolactin cells
tropic hormones throughout the zebrafish poste-
nor and antenior primtary gland Prolactn cells
were elongated m shape, with scant cytoplasme
prolongations, and they were near the eapillar-
1es (Fig. 1A). Thew nuclens, sphencal and oval
in shape, was ammanged mn the center of the cell,
with a thin chromatin and a developed nucleo-
hus. Thes cell had abundant organmds, such as
complex, as well as prohferous mrfochondna.
These prolactin cells displayed secretion gran-
ules, which fended to be laid out pear the nuclens
1B). However, thew differential charactenshe
prolactin eells unmstakable in relation to the dif-
ferent prinitary gland cells. These granules came
in different shapes, 1.e. sphenical, ovold and with
a branched contour.

In the amalysis of the gills of the comirol
group, the layout of the apparently normal pn-
mary and respiratory lamellae was observed as
having large acidophibic chloride cells, these
being found preferably in the basal zones of the
respiratory lamellae (Fig. 24, 2B, 3A, 3B).

In the exposure group of | pgL of BPA when
evaluating the pitwtary gland, we observed that
the prolactn cells morphology was smmlar fo
that of the cells in the confrol group with regard
to their confipuration and distnbution in the an-
terior lobe of the gland (Fig. 1A). They appeared
in an isolated manner of between spherical and
ovold i shape The mmapges observed comre-
sponded fo a very active endocrine cell with a
bread Golg complex and a very abundant rough
reticulum. The sranules were seen to be ughly
pleomorphic and pumercus, although the most
pleomorphic ones were located as being related
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Fig. 1. Uirastructurai observations of the pitiitary giand.
4. Control and 1 pg/L group. Prolactin ceil (PRL).  Fie 2 4, C, E. G- A photomicrograph of gills stained with

mﬁamﬂm-wpﬁmag,ahgwmhuaﬁa
Qtopiasm with abwndant organoids and secration

gramuies.
B.Cmvdaﬂlpgimbﬁqf{?ll}.drwgﬁ

‘mhadwmdms,wgmwds p

M(G)mm MMBMN
increase in dense, pleomorphic secretion granues (Gr).
E. 100 pg/L group. 4 highly developed prolactin cell
(Pll)mﬁmxtmmhmwdm“gm-
oids and secretion granules (Gr,
F 100 ug'l group. Daaquhvhmnuﬂ(?ll)
uﬁxhshsamwmdmmv
UM{G}WWMMNM I
hﬂ highly pleomorphic granules (Gr).
G. 1000 ug/L group. Fwo ypes gf Prolactin ceil (PRL)
can be seen, on one hand a group which is similar to
the activated ceils (PRL) the other, the degenerated
Proiactin ceil (PRL Dg), both nucleus and cytopiasm
are dense, and 1t is noteworthy that a large number of
its gramuies are in crynophagy (self-destruction).
H 1000 ug/L group. Detail of prolactin ceil (PRL Dg),
with most of its granules in autophagogytosts (GrDg).

HB&Ex40.B, D, F H:

Ultrastrucairal observations

4 Control and 1 ug/L group. Detail of gill under
optical microscope, with normal respiratory Iamelioe
(LR) and chioride ceils (CC) in basal zong.

B. Control and ! ug/L group. Detail of respiratory
lameliae (LR) under transmission electron microscope
(TEM). The presence of a chioride ceil (CC) with
abundant mitochondria should be noted.

C. 10 ug/L group. Detasl of respiratory lamelice (LR).
The acidophiious chioride celis (@row) and vascular
hyperaemia can be seen.

D. 10 pg/L group. Detail of chloride Cell (CC)
under TEM. The intracelhwlar canaliculus (CI) with
mnlmus microvilii and mitochandria (M) standing

E.Ioopgam Detail of g1ll. There are numerous
chioride ceils (@row) and vascular aiterations with
oedema (Ed) and kyperaemia

F 100 ug'L group. MIQﬂMM(CC)M
TEM A diated intraceiiuiar canaliculus (CI) is

highiighted. 5

G. 1000 pg/L growp. Detail qf respiratory iameliae
(IR). There are numevrous chioride ceils with
hyperaemic membrane (H) and oedema (Ed).

H. 1000 pg/Ll group. Detail qf chioride Cell (CC)
under TE M A dilated intracelluiar canaiiculus (CT)
and loss of microvilii stand out.
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Fig. 3. Gill images from the study growps. A, C, E, G- scanning electron microscopy (S.EM) B, D, F, H: Transmission
Eiectron Microscopy (TEM.).

4. Control and I ug/L growp. Detail of gill under SEM The normal and uniform respratory lamelice (LR) are

notabie.

B. Controi and 1 pg/L group Detail ¢f respiratory lameiiae (LR) under TE M. The presence gf novmai capiliaries (C)

stands out.
C. 10 pg/L group. Detatl of giil under SE M. Swoillen respiratory lameilae (LR) are seen.

D. 10 ug/L group. Detail of respiratory iameliae (LR) under TE M Capiliaries (C) with dilated iights and the presence

of red biood cells are notable.

E. 100 gL group. Detail of gill under S.E.M. Disorganization of the respiratory lameilae (LR} with haemorrhages

{Hae) is observed.

F 100 ug/L group. Detail of respiratory iameliae (LR) under T.EM. Disarganization of the hyperoemic capiliaries (H)

and of the epitheiium (Ep) are prominent.

G. 1000 ug/L group. Detail of the gili under S.E.M. There is a disorganization of the respiratory lameilae (LR), with

partial loss of coating and accumulations off red biood cells (He).

H. 1000 ug/L group. Detail gf respiratory lameila under TEM. A disorganization qf the respiratory lameilae (LR}

with highiy dilated and iyperaemic capillarios (H) and a loss of the coating epitheiium (Ep) stands out
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Tabie 1. Number and 1ize of prolactin and chioride cells n mebrgflsh eposed o different BPY concentrations (maanrt5D)

Study Groups
Contrel and
1 10 pgL 100 pal 1000 paL
Chloride Cells Number 3.460.76 544070 7.05=0.86* 5.82+0.7T9*
Size (pm) 19,283 59 27.85+1 .54 30262754 30.42=4.17%
Prolactin Cells  Number 193051 260071 3.03=0.39+ 2690 38
Size (pm) 15.63<1.19 17.45=1.02* 21.11=1.04= 19.85=]1.19+

Sipmificantty different from the Comtrol and 1 pg'L zroups with p<0.05.

to the Golgi complex, with the gramules simated
close to the cell membrane (Fiz. 1B}

In the histopathological study of the gills in
this first exposure group, we hardly found any
morphological alterations either i the primary
lamellae or m the respiratory ones. Smmilarly,
thas ocomred with the chlonde cells, which
addition appeared as forming cup-shaped and
acidophilic cells (Fig. 24 2B).

In the 10 pg/L group dunng the evaluabion
of the prhmitary gland 1t was observed how the
prolactm cells of this proup differed from those
of the control They presented granules m two
places: first, those located in relation to the Golz
complex which were pleomorphic (thas is a char-
actenistic of this type of cell) and second, the
granmles m the peripheral areas, whoch wera very
pumserous, spherical and highly electron-dense.
The prolactin cells had an ovoid ouclens. These
cells had highly developed organcids, especially
tienhom and mitochondna (Fig. 1C, 1D,

Dhuring the gill analysis, the inhation of its
alterations was observed, with vascular modifi-
cation in the lamellae most of ther capillaries
being byperenmc (Fig. 2C, 2D, 3C). The chlonde
calls were also seen to be affected by an merease
in mumber {Table 1), and above all an merement
o size, but maistaining a umiform stan mtensity
(Fig. 2C, 3D).

The ammals exposed to 100 pz/l of BEA
displayed prolactin cells with two functionally
different shapes. Furst, very spmilar ones to those
of the previous group with a dechine in granule
e organoids that parbempated directly m the

formation of granules (Fig. 1E, 1F).

Second, one shape was charactenized mor-
phologically by being an endocrme cell wath
abundant granule-formung organomds, these
gramulations being very abmdant, pleomorphic
and electron-dense, occcupymg a large part of
the cell However, what defines these cells was
the existence of autophagosome as myelin fig-
ures, which were findamentally formed of more
central granules, and which led cne to think of 2
self-destruchion of the hermene within the gran-
ulation

In thes study proup, some very serious vascu-
lar alterafions were found in the whole gill area.
The alterzfions were in the vascular bed, with a
generalized hyperemia with a promment edema,
which arrved af separating the lining eprthelinm
from the respiratory lamellae, with the vascu-
lar bed There was an increase in the number of
also showing a clearer and vacuoclated cytoplasm
(Fig. 2E, 2F, 3E, iF).

Finally, the animals exposed to the high-
est concentration of BPA (1000 pgL), exhib-
ited prolactin cells also of two different types,
but which were more defined; on the one hand
apparently funchonal cells, and a2 second tvpe
which not only modified its secrefion gramles
but began to show morphological signs of cells
1in a degeneration process.

The active endocrnine prhutary gland cells
exhnbited an important development i thewr
gramulations, these being pleomorphic and elec-
tron-dense and showing an abundant growth of
plex and mutochondna (Fig. 1G, 1H).
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The second type of prolactin cell correspond-
ed to degenerative or regression phases of these
cells. Furst, an merease m the electron density
of all their components, cytoplasm and mucleus
prominent m the cytoplasm, showing dilations
of the Golz complex and the rough endoplasmuc
reticnlum, together with a hyahmzation of the
cell matrx There were swellings in the mito-
chondna with a partial loss of the mutochondnal
crests. In additon as mentioned m the previous
group, although abundant dense, pleomorpluc
grannles were mamtained many of them were
affected by crynophazy phenomena, which pre-
sented themselves as autophagosomes or mvelin
figares (Fig. 1G, H).

Finally, at gll level the alterahons appear-
g in this last expenment proup were shll more
evident, both the vascular and ionic regulation
ones. All the blood vessels were found to be by-
peremue, highlizhting the edema which affected
The size of the chlonde cells was increased, with
a vacuohzation m all of the cytoplasm standmg
out (Fig. 2G, 2H, 3G, 3H).

Quantitative study

The data resulting from the optical and elec-
tron mucroscopic quantifications have been m-
cluded m Table 1. The data obtained from the
control group and 1 pz/l were considered all to-
gether as thewr quantrhied values were equal.

The prolactin cells were quantified under
an mevezse in the mumber of cells in the 10 and
100 pgl. groups, with mignificant differences
(p=0.05) mn the 100 pg/L group with respect to
the control and the first exposed group. This aig-
nificant difference was also observed m the last
study group compared to the control although 1t
displayed a drop in the number of cells. No sig-
nificant differences were obtammed between the
treated proups.

There was an merease in the mean diameter
of the prolactm cells in the groups exposed to
10 and 100 pg/L, which was evident in the 100

peg'l. group, whale i the 1000 pg/l group the
miean diameter decreased. All the treated groups

showed sigmificant differences with respect to
the comtrol (p=<0.05), and between each other,
with no sigmficant differences being obtained
betweean the 10 and 100 pgl groups.

In the chlonde cell quantification (Table 1},
o the 10 and 100 pg/l. groups, an merease
the cell mmmber was noted with agnificant dif-
ferences (p=20.05) in both cases wath respect to
the control and the first exposuwre proup. This
increase fell in the group wath the highest con-
centration (1000 pg/L) although significant dif-
ferences were shll mamtained compared to the
contral.

With regard to the mucleus size of the chlo-
nde cells, all the groups treated {except for that
of 1 pgl) displaved sigmificant differences
(p=20.05), with respect to the comtrol but no =1g-
nificant differences, were obtained between the
treated groups.

DISCUSSION

Zebrafish are one of a group of small fish spe-
cies that can be kept in the laboratory. They are
easily exposed to endocrine-disruphing chenm-
cals in tank water at different stages in their hfe
cycle and exhibit measurable senmsitivity to en-
dimorphism (VAN DEN BELT o al, 2001; OB et i,
2003; McGONNELL et i, 2006).

Low-dose effects of endocnme-disrupting
chemicals such as BPA are mediated by endo-
cnne-signaling pathways that have evolved to
act as powerful amphfiers, with the result that
1mp¢xlam changes m cell funchon can ocour
in response fo extremely low concentrations
(WELSHONS a ai, 2003).

The zchion of the BPA az a newrcendocrine
disruptor has been widsly studied (MOLINA e al.,
2013; JEDECH et ai., 2015; RHAMAN et al., 2014). Due
o s importance as an envirenmental and funda-
mentally aquatic pollotant, 1 this work, we pro-
posed to evaluate its effects on 1omc regulation
i fish, by studyng their chlonde and prolactin
cells.

To understand what happens m the priartary
gland cells, i this work it was first necessary to
analyze what goes on 1 the @lls. As reported by
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MARCATO of al. (2014), endocnine disruptors affect
the gl system and, consequently, 1ts 1omc regu-
lation. Gall surfaces are in direct and permanent
contact with water contammants and are there-
fore smtable markers for aquatic pollution (BER-
HET erai., 19047, Fish zlls show limyted responses
to a2 wide range of environmental physicocharm-
cal shmuh; and | accordingly, they are considered
to be general but ponspecific biomarkers. Thus,
gquantifymg the issne damage extension 1s nec-
essary m order to gain information about poten-
fich homeostasis (MANERA o ai, 2016). BPA seri-
ously affects the respiratory system of fish and
their iomec regulaton A contmueous treatment
evident and senious lesions m the mlls, although
it should be remembered that prtuitary and go-
could favor gl alterations. Therefore, both facts
are closely related.

U analyzing the prolactin cells, we observed
that thewr gramulabons were the components
miarkmg cell deplefion due to a lack of actvity
i the chlonde cells, which they regulate. These
cells behave like all endocrmes as they store
larpe amounts of hormones in ther granules,
which thev are not able to nse. A degradation is
produced in the secrehion granule itself, namely
erynophagy or autolysis, which is probably the
reason for our having observed nmumerous, large
autophagosomes n the sroups with the hghest
exposure concentrafion. There was an merease
o the mumber of chlonde cells m the (10 and 100
ug/L) group due to hyperplasia but they dropped
in the 1000 pgT BPA group, probably due to
depletion. Chur resulis commcided wath those of
other authors who, after exposure to BEA | also
described edema, hyperplasia and hypertrophy
images (BARTSIC erai, 2015; FAHEEM aral, 2016), in
which damage mereased with mereasmg concen-
tratrons of heavy metals and BPA respecirvely.
In relation to chlonde cell size mn the (10 and 100
pg'L) groups, it increased due to the dilation of
the miracellolar canal, which was mamtained in
the 1000 ug/L exposure group, m which there
was a total dilation probably due to deplefion,
which would end up causmg the loss of 1ts fune-

tionality from excessive dilation ELSHAER ef al.
(2013) observed cell necrosis after exposure to
50 ug/L BPA for 15 days, subsequently obsers-
ing necrosis m the secondary zill lamellas after
30 days of treatment. The progressive changes,
such as hyperplasia and hypertrophy of em-
thelial cells, may merease eprthelial thickness,
which widens the distance between external en-
vironment and the blood, retarding or prevent-
ing the entry of toxe lons mto the blood stream .
This could be considered as being general safety
measures aganst toeccants (ELSHAER of al, 2013;
BARISIC aral, 2015).

Pitmtary gonadotropin cells play a crocal
role in the central regulation of the reproduchon
of most vertebrates. However, they can be sen-
by these compounds. Possible modifications of
prolactn cells are hitle known in these exposure
concentrafions, although their parheipation m
pathological processes has been reported (WIS-
NIEWSEY et ai, 2015). The reactions and evolu-
tions of the prolactn cells were hghly = gh-
cant and evolved mn parallel to the alterations
described 1 gmlls. Thus, the reactrve hypertro-
phy and hyperplasia processes on one hand and
atrophy and hypoplasia on the other, with which
the prolactin cells terminate (GOLOUBECVA e
al, 2000, VELASCO-MARINERO & ai, 2011), corre-
spond to the phases, frst, of the cell achivations,
and, second, the depenerahon processes of the
gill cellz. From these events, it can be deduced
that, m a first mstance, BPA tends to alter the @1l
system, and this reacts by activating the chlonde
cells, which are enhanced by the hormonal action
of the prolactin cells. When exposure to BPA 15
at higher concentrations {100 and 1000 pg1), 2
defensive depletion of the gills is produced due
to severe circulatory alterations and degradaton
of the chlonide cells, making their pitmtary regu-
lafion impossible, which could be considered as
of the prolactin cells.

The actrvation of the prolactin cells is defimed
by a hypertrophy, which 15 due to a generalized
increase In all the cell components, to 2 puclear
increase and, especially, to a greater develop-
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ment of theirr metabolic organoids, whech results
in 2 larger amount of secretion gramules. Cun-
only expressed by the mncrease m thewr number,
bt also by profound chanzes in their morpholo-
gv. We have therefore described the pleomorphec
gramules as bemg in direct relation to the Golz
complex, and large deposits of large, spherical,
dense grammles m larpe amounts on the eyto-
plazmic peniphery. In the quanhficahon of the
prolactim cells there was a sgmficant merease
{p=0.05) 1n their number m the exposure groups
of 10 and 100 pg/L of BPA due to hyperplasia,
differing from what was observed in a study on
rats in which the pumber of prolactm cells was
seen o be modiied, although pot @gmficantly
(VELASCO-MARINERD of a, 2011). There was an
increase in the mean diameter in groups (10 and
100 pgL), which was more evident in the 100
pg'L group due to hypertrophy, and a diminufion
in size m the 1000 pzL group, probably because
it did not recerve any hormonal stmmlus from
the testicles, thus indecing a decrease in the se-

which were mmfensified as the exposure concen-
tration dose increased Those modifications trig-
gered a series of alterations m prolactin cells,
which were aimed at compensatng that chlonde
cell bypofunchionality in an attempt to maintain
an adequate gl fonchiomng and, thus, guaran-
tee 1omc regulabion In groups with the highest
BPA concentrations, the circulatory alterations
and chlonde cell degradation were so severs that
prolactn cell compensation was made 1mpossi-
ble, this bemg the mam cause of the functonal
nwvolution of these priwitary cells. It was, there-
fore, deduced that BPA would affact gl system
5o severaly that its action could not be compen-
sated at prtutary level and 1fs lonic regulation
could have been affected.

ACENOWLEDGEMENTS

The authors wish to thank the Spamsh Tunta
de Andalueia (P09-AGE-514) for ther financial
suppart for thes stady.

The authors are grateful to the Inshtud fir

cretion capacity, producing autophagzy. Pathologie Stftung Tierizhche Hochschule

Hannover (Germany), especially Dir Wolfzang

CONCLUSIONS BAUMGARTNER and the electron muicroscopy

techmcian for their encowragement dunng the

In conclusion, our results mdicated that ex- ultastroctural image evaluation
posure fo BPA caused changes in chlonde cells,
REEFERENCES
BARISIC, T, Z. DRAGUN, 5. RAMANT, V. FILIPOVIC fish- proposal for a protocol to assess aquatic

MARITC, N. ERASNICL B C0F RAKOVAC, V.
EOSTOV, K. FEBOK & M. JOBDANOVA 2015,
Evaluation of histopathological alferations
in the glls of Vardar clmb (Squalius varda-
rensis Karaman) as an mdicator of river pol-
Iuiton. Ecotox Environ Saf, 118: 158-166.

BAFRTELS, H, M DOCEER, M. ERAFPE, M WHITE,
C. WREDE & I POTTER. 2015. Vanahbons m
the presence of chlonde cells mn the @lls of
evoluhionary mmplications. J. Fish Biol., 86:
1421-1428.

BEENET, D H S5CHMIDT, W MEIER_F BUREHARDT-
HOLM & T WAHLI 1999. Histopathology in

pollution. J. Fich Dis | 32: 2534,

BEHANDARI E., 5. DEEM, D. HOLIDAY, C. JANDE-
GIAN, C. EASSOTIS, 5 MAGEL, D. TILLITT, E
VOM SALL & C. ROSENDELD. 2015. Effects of
the envirommental estrogenic confaminants
bisphenol A and 17o-ethinyl estradiol on
sexual development and adult behaviors i
aquatic wildlife species. Gen Comp Endoen-
nol | 214 195-21%

ELSHAER FM., A WALID, A ABU-SHAEIR & 5. A
BAERY 2013. Histopathological changes m
the kidney of mesquite fish, Gambusia Af-
finis and guppy fish, Poecilia reticulate ex-
posed to Bisphenol A Egypt. 1. Aquat Biol

232



136 ACTA ADRIATICA. 58(1): 127 - 138, 2017

& Fish., 17(4):83- 93.

FAHEEM, M. N. JAHAN & KP LONE. 2016. His-
topathological effects of bisphenol-A on
liver, kidneys and zills of Indian major carp,
Catla Catla (Hanulton, 1822) J. Anim Plant
Sei, 26(2): 514-522

FITZGERAKD, RE. & MF. WILKS. 2014. Bisphenol
A-Why an adverse outcome frame-
work needs to be applied. Toxicol lett., 230:
368-374.

GOLOUBKOVA, T.. M. RIBEIRO, L. RODRIGUES, A.
CECCONELLO & P. SPRITZER. 2000. Effects
of xencestrogen bisphenol A on utenine and
priuitary weight, serum prolactin levels and
immunoreactive prolactin cells in ovanec-
toomzed Wistar rats. Arch Toxicol, 74:
92-98.

HASSANIN, A S. KUWAHARA NURHIDAYAT, Y.
TSUEAMOTO, W. OGAWA. K. HIRAMATSU & F.
SASAKI 2002. Gonadosomatic Index and Tes-
tis Morphology of Common Carp (Gypri-
nus carpio) I Rivers Contaminated with
Estrogenic Chemicals. J. Vet Med. Sci, 64:
921-926.

HOWDESHELL, KL, PH PETERMAN, BM. JUDY.
JA TAYLOR, CE. ORAZIO, RL RUHLEN, FS.
VOM SAAL & WV. WELSHONS. 2003. Bisphe-
nol A is released from used polycarbonate
ammal cages info water at room tempera-
ture. Environ. Health Perspect., 111:1180—
1187.

INOKUCHI, M., J. BREVES, S. MORIYAMA, S. WA-
TANABE, T. EANEKO, D. LERNER, E. GRAU &
A SEALE 2015. Prolactin 177, prolactin 188,
and extracellular osmolality independently
regulate the gene expression of 1on fransport
effectors in zill of Mozambique tilapia. Am.
J. Physiol. Regul Integr. Comp. Physiol,
309(10): 1251-1263.

JEDEON, K. A BERDAL & A BABAJKO. 2016. Im-
pact of three endocnine disruptors, Bisphenol A
Bull Group Int. Rech. Sci. Stomatol. Odon-
tol., 53(1):e28.

LANG, IA, TS. GALLOWAY, A SCARLETT, WE.
HENLEY. M. DEPLEDGE, RB. WALLACE, & D.
MELZER. 2008. Association of urinary bisphe-
nol A with medical disorders and laboratory

abnormaliies in adults. JAMA & 300(11):
1303-1310.

MANERA, M, L. GIARI, JA DEPASQUALE & BS.
DEZFULL 2016. European sea bass gill pathol-
ogy after exposure to cadouum and ter-
buthylazine: expert versus fractal analysis J.
Microse. 261(3): 291-299.

MARCATO, AC, AT YABUKI & C.S. FONTANETTL
2014. Nickel exposure promotes osmoregula-
tory disturbances in Oreochromiis miloticus
gills: histopathological and energy disper-
sive spectromefry analysis. Emviron Sei
Poll. Res. Int., 21:13095-102.

MCGONNELL, IM. & R.C. FOWKES. 2006. Fishing
for gene function - endocrine modelling in
the zebrafish. J. Endocrinol., 189: 425-439.

MOHAMMED F. F.ELSHAER H KHALAF-AIIAH&
5. BAKRY. 2013. Histopathological alterations
i @lls of some poecilid fishes after expo-
sure to bisphenol A. World J Fish Mar Sc1,
5(6): 693-700.

MOLINA A, A LORA A BLANCO, J. MONTERDE,
N. AYALA & R MOYANO. 2013. Endocrine-ac-
tive compound evaluation: Qualitative and
quantitative histomorphological assessment
of zebrafish gonads after bisphenol-A expo-
sure. Ecotox Environ Safe | 88:155-162

OECD. 1992. OECD Guidelines for testing of
chemucals: Fish early life stage toxicity test,
Section 2, Guidelme 210. 24 pp.

OECD. 19¢3. OECD Guidelines for testing of
chemucals: Fish, prolonged toxicity test:
14-day-study, Section 2, Guideline 204. 2
PD-

OECD. 1998. OECD Guidehnes for testing of
chemcals: Fish short-term toxicity test on
embryo and sac-fry stages, Section 2, Gude-
line 212, 20 pp.

ORN, S., H. HOLBECH, T. MADSEN, L. NORRGREN,
& G. PETERSEN. 2003. Gonad development
and vitellogenm production m zebrafish
(Danio rerio) exposed to ethinylestradiol
and methyltestosterone. Aquat. Toxicol,
65(4): 397-411.

PIERCE A.. B. FOX, L. DAVIS, N. VISITACION, T KI-
TAHASHI, T HIRANO & E. GRAU. 2007. Prolac-
tin receptor, growth hormone receptor, and
putative somatolactin receptor in Mozam-

233



BARASONA @f ai.: Assessment of the effects of bisphenol-a as a disruptor on ionic regulation in zebrafish . 137

differential regulation by salnity and fasting.
Gen Comp Endocrinol., 154(1-3): 31-40.

RAMOS, T, J. VARAYOUD, L. KASS, H RODRIGUEZ,
L. COSTABEL, M. MUNOZ-DE-TORO, & E. LU-
QUE. 2003. Bisphenol A mduces both tran-
sient and permanent histofunctional altera-
tions of the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis in prenatally exposed male rats. Endo-
crmology., 144(7): 3206-3215.

RHAMAN, M., W. KWON, P. EARMAKAR, S. YOON
& B. RYU. 2016. Gestational exposure to bi-
sphenol-A affacts the function and proteome
profile of F1 spermatozoa mn adult mice En-
viron. Health Perspect., 125(2):238-245.

DOI: 10.1289/EHP378

STOEER.T., C. ROBINETTE B.BRITT. S. LAWS & R
COOPER. 1999. Prepubertal exposure to com-
pounds that increase prolactin secretion m
the male rat: Effects on the adult prostate.
Biol Reprod., 61(6): 1636-1643.

VAN DEN BELT, K, R. VERHEYEN & H. WITTERS.
2001. Reproductive effects of ethynylestra-
diol and 4t-octylphenol on the zebrafish
(Damio rerio). Arch. Environ. Contam. Toxa-
col, 41: 458-467.

VELASCO-MARINERO, E., J. HERRERO-PAYO & J.
CARRETERO-GONZALEZ. 2011. Changes in pi-
fwitary and prolactin cells of Wistar rats after
two dental filings with bisphenohic resins.
Arch Oral Biol,, 56(6):592-598.

WELSHONS, W. V, KA THAYER. BM. JUDY, JA
TAYLOR, EM CURRAN & FS. VOM SAAL. 2003.
Large effects from small exposures. I. Mech-
with estrogenic activity. Environ Health Per-
spect.., 111: 994-1006.

WISNIEWSKY, P, RM ROMANO, MM KIZYS, T
EASAMATSU, G. GIANNOCCO, MI CHIAMOL-
ERA, MR DIAS-DA-SIIVA & M A ROMANO.
2015. Adult exposure to bisphenol A (BPA)
Wistar rats reduces sperm quality with dis-
ruption of the hypothalamic-pituitary-testic-
ular axas. Toxicology., 329: 1-9.

Recerved: 29 August 2016
Accepted: 10 January 2017

234



138 ACTA ADRTATICA, 5B{1): 137 - 138, 3017

Procjena utjecaja disruptora bisfenola A na ionske regulacije u zebrica
kroz ispitivanje njihovih Koridnih i prolaktinskih celija

Maria I BARASONA' Ana MOLINAY, Alfonso BLANCO?, Nahum AYATA'
1 Rosano MOYANO!

*Lontakt s-adresa: fi2moloaidiuce. as

SATFTAK

Bisfenol A je jedan od kemijskih spojeva koji se najvite proizvodi u svijetn. Majéeice se ko-
nistl za dobivanje plastike 1 posuda za braou 1 moZe djelovati kao ksenoestrogen kod Jjudi. 5 obz-
rom na nzik iwlofenost hisfench 1z okoline 1 1shrane, 1 u osnowi kao zagadnadu vode, cil) naSeg
Istrafivana je procyeniti moguce uémke na lonsku regulacyju naken 1wlaganja bisfenclu A pomocu
histopatoloike 1 morfometrijske studye klordmh 1 prolaktmskah celya u zebrica (Danio rerio) kao
ekspenmentalnog modela.

25 muikah jedinka 16 tjedana stanh zebniea (Danie rerdie) bili su nasuwméno rasporeden: u pat
ispitivamuh skupima {p=>5/skupina). Eontrolna skupma i fetm skupine bile su dva tjedna 1zloZene kon-
centracijama od 1, 10, 100 odnosno 1000 pg/L bisfencla A MNakon ta dva fedna, Svotinge su ubljens
1 uzorcl ophovih Skrga i hipofize su odmah 1zuzeti za naknadmn patohistoloska analizn.

Mai reznltatt su pokazah kako su se, kod prnh ispifivamb skupina, lezije pojavile u klondmm
stamcama, stvarajucl kompenzacijske promjene na prolakfmskim stanicama koje su hile dovoljne
za odrzavanje stabilnost u izgem 1ona. Kako se povecavala koncentracna izlozenosti, ozbiljnne
histoloske modifikacije su se dogodile. Kod skupina s vifom koncenfracijom (100 1 1000 pgL) lemje
su bile tako jake da su prolaktinske stanice profle kroz odredene degenerativne procese, 5to je vjero-

Kljuine rijeé: bisfenol A, zebnce, ionska repulacija, prolaktmske stanice, klondne stamice
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