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Aquel que sabe y sabe que sabe, es un sabio, seguidlo
Aquel que sabe y no sabe que sabe, esta dormido, despertadio
Aquel que no sabe y sabe que no sabe, es un ignorante, instruidlo

Aquel que no sabe y no sabe que no sabe, es un necio, evitadlo.
Proverbio arabe.
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INTRODUCCION
1. GENERALIDADES

En los ultimos afos, la preocupacion por la exposicidén a ciertos productos
guimicos, introducidos en el medio ambiente por el hombre, ha adquirido
una gran importancia. Estos compuestos tienen origenes diversos y
entran en contacto con los humanos por diferentes vias de exposicién.
Ademads estan relacionados con la aparicion de nuevos sindromes y

enfermedades especificas de causa desconocida.

Entre una amplia variedad de contaminantes ambientales encontramos a
los éteres difenilicos polibromados (PBDEs), que son compuestos quimicos
manufacturados que se anaden a una amplia variedad de productos de
consumo (plasticos, poliéster, espumas, textiles, etc.) para incrementar su
resistencia al fuego. Por ello, forman parte de los compuestos retardantes

de llama.
1.1 ESTRUCTURA QUfMICA Y PROPIEDADES FISICAS

La formula general de los PBDEs es CioH (0-9)-Br (1-10) O (Figura 1).
Estructuralmente, estas sustancias consisten en dos anillos bencénicos
unidos por un enlace éter (C-O-C), y con el resto de posiciones (1-10)
ocupadas por uno o mas atomos de bromo (Br). En consecuencia, existen
209 congéneres tedricos posibles aunque el nimero de PBDEs utilizados en

productos comerciales es limitado (IPCS, 1994).

Bry Bry

Figura 1. Estructura general de los PBDEs.
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Los PBDEs se clasifican segun el grado de bromacion. El término homélogo
se utiliza para referirse a los PBDEs con un mismo numero de atomos de
Br. Existen 10 grupos de homdlogos basandonos en el nimero de bromos
(desde el mono-bromo al deca-bromo). Cada grupo de homdélogos esta
formado por uno o varios congéneres segun las posiciones ocupadas por
los bromos en la estructura (por ejemplo, dentro de los penta-BDEs
podemos encontrar el BDE-99 y BDE-100) (Tabla 1). Los diferentes tipos
de PBDEs se clasifican segun el sistema IUPAC utilizado para los difenilos,
con base a la posicién de los halégenos en los anillos (Ballschmiter y cols.,
1993).

Tabla 1. Composicién general de los congéneres mayoritarios y mezclas comerciales.

No. IUPAC Sustitucion Tipo de homoélogo

Congéneres individuales

47 2,2 4,4 Tetra-BDE
49 2,2',4,5 Tetra-BDE
99 2,2'4,4'5 Penta-BDE
100 2,2',4,4',6 Penta-BDE
153 2,2'4,4'5,5 Hexa-BDE
154 2,2',4,4',5,6' Hexa-BDE
209 2,2',4,4'5,5,6,6' Deca-BDE
Composiciéon Tipo de mezcla

Mezclas comerciales

44 % BDE-99, 32 % BDE-47, 9

DE-71 % BDE-100, 4 % BDE-153 Penta-BDE
37 % BDE-183, 22 % BDE-197, )

DE-79 14 % BDE-207, 9 % BDE-196 Octa-BDE

DE.83 97-98 % BDE-209, <3 %BDE- Deca-BOE

206, 207 o 208

Los PBDEs con interés comercial son tres: penta-BDE, octa-BDE y deca-
BDE. Estos productos no son sustancias puras, sino una mezcla de

distintos congéneres de PBDEs. La mezcla comercial penta-BDE (DE-71)
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esta formada principalmente por congéneres pertenecientes a las familias
de homodlogos de tetra, penta y hexa-BDE. En el caso de la mezcla
comercial octa-BDE (DE-79), los congéneres que la forman pertenecen
principalmente a las familias de homodlogos hepta, octa y nona-BDE. No
ocurre lo mismo con la mezcla deca-BDE (DE-83), que puede considerarse
BDE-209 (Unico congénere decabromado) practicamente puro (> 98 %)
(Costa y Giordano, 2007).

Los PBDEs tienen una presién de vapor (Pv) baja a temperatura ambiente
y son altamente lipofilicos. Ademas se caracterizan por una alta resistencia
a la degradacién ya sea quimica, fisica o bioldgica. Su punto de ebullicion
esta entre 310 y 425 °C y su solubilidad en agua es baja (Tabla 2)
(Darnerud vy cols., 2001; de Wit, 2002).

Tabla 2. Propiedades fisicas de algunos congéneres.

Tetra-BDE Penta-BDE Octa-BDE Deca-BDE
Férmula quimica Ci12HeOBI4 Ci2HeOBrs C12HsOBrg Ci12HeOBry
Peso molecular 485,8 564,8 801,5 959,2
Presidn de vapor (Pv) 2,7-3,3x10™* 2,9-7,3x107 1,2-2,7x107 <1x10™*
Punto de fusion (°C) 79-82(BDE-47) 92 (BDE-99) ~ 200 290-306
Punto de ebullicién (°C) --- >300(d) --- d
Solubilidad en agua (pg/1) 0,0009(20 °C) 20-30
Log Kow 5,9-6,2 6,5-7,0 8,4-8,9 10

--- no informacién. d descompone

1.2 PRODUCCION Y USOS

Los principales paises productores de PBDEs son Estados Unidos, Reino
Unido, Israel, Holanda, Bélgica, Japén y, en menor medida, China y la
India (Tabla 3). La produccién comercial de PBDEs empez6 el afio 1970
en Alemania (WHO, 1994; BSEF, 2003). Las mezclas comerciales de
penta-BDE y octa-BDE dejaron de producirse desde 2004 como
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consecuencia de las restricciones legales, reglamentarias y administrativas
derivadas de la Directiva 2003/11/CE, por la que se prohibe Ila
comercializacion o empleo de estas sustancias, asi como la
comercializacion de articulos que las contengan. Sin embargo, la mezcla
deca-BDE todavia se sigue produciendo y utilizando practicamente en

todas las zonas desarrolladas del planeta.

Tabla 3. Demandas mundiales de PBDEs.

Aio Toneladas métricas
1999 204.325
2001 203.740
2002 237.727
2003 223.482

Los PBDEs se han utilizado como aditivos pirorretardantes en una amplia
secciéon de productos industriales y de consumo. El penta-BDE se ha
utilizado principalmente como retardantes de llama en espumas de
poliuretano para muebles y colchones, y en interiores automotrices. El
octa-BDE se utilizd en una variedad de termoplasticos, también en equipos
eléctricos, tapiceria automotriz, teléfonos y equipos de cocina. Por ultimo,
los deca-BDEs se emplean fundamentalmente en textiles y plasticos duros
para la fabricacion de sistemas electronicos tales como televisores y
ordenadores (Hale y cols., 2001; Hardy, 2002; ATSDR, 2004).

2. ETERES DE PENTABROMODIFENILO (penta-BDEs)

Desde principio de los afos 70 hasta finales de los noventa ha habido un
rapido incremento en las concentraciones de penta-BDEs tanto en el medio
ambiente como en seres humanos. Estos podrian verse expuestos a través
de diversas fuentes como los alimentos, el uso de los productos de

consumo, y por el contacto con el aire y el polvo en interiores.
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El penta-BDE es uno de los 10 homédlogos posibles de los PBDEs. El

numero posible de congéneres del penta-BDE es 46 (Figura 2, Tabla 4).

Brm—‘— \( \( —|—BrI1
\5.

m+n=5

Figura 2. Estructura basica de los penta-BDEs.

Tabla 4. Patron de sustitucion de algunos congéneres penta-BDEs.

Ndamero IUPAC Patron de sustitucion
BDE-85 2,2',3,4,4"-pentaBDE
BDE-99 2,2',4,4',5-pentaBDE
BDE-100 2,2',4,4' 6-pentaBDE
BDE-105 2,3,3',4,4’-pentaBDE
BDE-119 2,3,4,4',5-pentaBDE
BDE-126 3,3',4,4',5-pentaBDE

A pesar de la variabilidad de congéneres dentro de los penta-BDEs, el
mayoritario en muestras ambientales, biota y tejidos humanos es el BDE-
99 (US EPA, 2008).

2.1 FUENTES AMBIENTALES DE EXPOSICION A PENTA-BDEs

El penta-BDE entra en contacto con el medio ambiente durante su
fabricacion asi como, durante el proceso de fabricacién de los productos
gue lo incluyen como aditivo. También durante el uso de esos productos,
después de haber sido desechados y por desbromacién de congéneres de
alto grado de bromacidon. Se han detectado penta-BDE en diversas

matrices ambientales, incluyendo aire, agua, sedimentos, suelo y biota. La
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distribucién del penta-BDE entre los diversos compartimentos ambientales
es por orden creciente: aire, agua y suelo. En su mayor parte, el penta-
BDE se halla en el medio ambiente unido a particulas; sélo una pequefa
cantidad se transporta en su fase gaseosa, o diluido en agua. Sin
embargo, este transporte, a lo largo de periodos prolongados, puede ser
eficaz para distribuir el penta-BDE ampliamente en el medio ambiente
(UNEP, 2006).

2.1.1 Aire

El uso mas comun del penta-BDE, que representa el 95-98 %, ha sido
como aditivo en espuma de poliuretano (Hale y cols., 2002). Esta espuma

puede contener entre un 10 y un 18 % de penta-BDE.

La liberacidon de penta-BDE al aire puede tener lugar durante la fase de
curado en la produccién de la espuma, en la cual permanece a
temperaturas elevadas (160 °C) durante varias horas. Se estima que por
cada tonelada métrica de penta-BDE utilizada en la produccion de espuma
de poliuretano se liberan 0,5 kg de penta-BDE al aire (EU, 2001). El polvo
del aire en interiores, es otra fuente de exposicién a penta-BDEs. Estos se
volatilizan de la espuma de poliuretano en niveles mesurables.
Concretamente, para los congéneres BDE-99 y BDE-100, las tasas de
pérdida fueron de 85 y 30 ng/m>/g de espuma, respectivamente. El rango
de temperatura promedio durante el muestreo fue de 30 a 34 °C (Shoeib y
cols., 2004, Wilford y cols., 2005). En hogares, oficinas o industrias se han
detectado niveles de penta-BDEs en el polvo del aire (Pettersson, 2004;
Cetin, 2008). Las concentraciones mas altas se han encontrado en plantas
de reciclado de productos electrénicos (ng/m?). Diversos autores coinciden
en que el congénere dominante dentro de los penta-BDEs es el BDE-99
(Darnerud vy cols., 2001; Pettersson, 2004; Stapleton y cols., 2005).

La exposicidn a penta-BDEs en interiores aunque no es la via principal, en
determinadas circunstancias puede ser prioritaria. Asi que, mientras para

algunos adultos esta via supone menos del 10 % de la exposicidén total,
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para otros grupos mas vulnerables puede constituir la via principal (Jones-
Otazo y cols., 2005; Mandalakis y cols., 2007).

Se estima que aproximadamente el 3,9 % del penta-BDE presente en los
articulos se libera cada ano por volatilizacion durante una vida Util
hipotética de 10 afios; no obstante, cada congénere tendrd su propia
migracion caracteristica y sus coeficientes de volatilidad. Puede estimarse
una liberacion anual, entre 585 y 1053 toneladas métricas de penta-BDE
de esta forma (EU, 2001).

2.1.2 Agua y sedimentos

Parece ser que uno de los congéneres mayoritarios en este tipo de
muestras es el BDE-99 (Tabla 5). Se han detectado diferencias
importantes en las concentraciones de penta-BDEs segun el pais y segun
la procedencia de la muestra (rural, urbana o industrial) (Sellstrém, 1999;

Hale y cols., 2002; Palm y cols., 2002; Hassanin y cols., 2004).

Tabla 5. Niveles de BDE-99 en distintas partes del mundo.

Pais/region Compartimento Niveles
Suecia sedimentos <0,7-51,4 ng/g ps
Reino Unido suelo 0,078-3,2 ng/g ps
Europa Occidental sedimentos <0,2-6,9 ng/g ps
Japon, Osaka sedimentos 9-28 ng/g ps

ps=peso seco.

Durante el proceso de produccién de la espuma de poliuretano, se estima
gue aproximadamente el 0.01 % (es decir, 100 g/tonelada métrica) se
libera a las aguas residuales (COM, 2001). Se cree que su presencia en el
agua no supone un riesgo para la salud debido a su baja solubilidad en
este medio. Sin embargo los penta-BDEs son fuertemente retenidos en

sedimentos, tierra y lodos (Allchin y cols., 1999; de Wit, 2002). Diversos
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estudios que utilizaron nucleos de sedimento muestran que los congéneres
de penta-BDE depositados a principios de los afios setenta aun se
encuentran presentes en cantidades significativas indicando una elevada
persistencia en este compartimento (Nylund y cols., 1992; Zegers y cols.,
2000; Law y cols., 2006; Zegers y cols., 2003).

2.1.3 Dieta

Una de las principales vias de exposicion humana a penta-BDEs es a
través de la ingesta de alimentos (Domingo, 2004; Darnerud y cols.,
2006). Como ya se ha mencionado anteriormente, los lodos de aguas
residuales son uno de los principales receptores de penta-BDEs. La
aplicacion de lodos residuales a las tierras agricolas es una de las causas
de los niveles detectados de penta-BDEs en alimentos (Hale, 2002;
Matscheko y cols., 2002; Fabrellas y cols., 2004; Moche y Tanner, 2004;
Sjodin y cols., 2003). Los niveles hallados en peces y raices comestibles
pueden ser la fuente de la exposicién para los animales domésticos como
pollos y cerdos, y consecuentemente para los humanos (Burniston y cols.,
2003).

Estudios realizados en alimentos revelan que las principales fuentes
alimentarias de penta-BDEs son el pescado, productos agricolas y la leche
materna (Bocio y cols., 2003; VKM, 2005). De forma general, las
concentraciones mas altas se encuentran en el pescado y marisco,
seguidos de aceites y grasas, asi como, en productos de bolleria (Tabla 6)

(Domingo y cols., 2008).
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Tabla 6. Concentraciones de penta-BDEs (ng/kg peso fresco) en productos alimentarios de

Cataluia.

Alimento BDE-99 BDE-100

Carne y productos carnicos 9 1,6

Pescado y marisco 52,7 85,9

Vegetales 1,5 0,8

Frutas 2,1 0,7

Leche 1,2 0,4

Cereales 4,1 1,3

Aceites y grasas 36,1 12,6

Productos de bolleria 12,6 3,5

Los peces grasos de las areas contaminadas son una de las principales
fuentes (Sjoédin y cols., 2003). Esta afinidad por las grasas viene dada por

las sus propiedades lipofilicas (WHO, 1994).

En particular, los congéneres mayoritarios encontrados en la mayoria de
grupos de alimentos corresponden BDE-99 (Kiviranta y cols., 2004;

Schecter y cols., 2004; Gémara y cols., 2007).

2.2 TOXICOCINETICA

La informacion sobre la toxicocinética de los penta-BDEs en humanos esta
limitada a los niveles encontrados en diversos tejidos y en la leche
materna, lo cual demuestra que son absorbidos del medio ambiente y
distribuidos por los tejidos. La mayoria de la informacién disponible sobre
la toxicocinética de los penta-BDEs proviene de estudios realizados en
roedores (ATSDR, 2004).
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2.2.1 Absorcion

La principal via de exposicion a penta-BDEs es la dieta (Alaee y cols.,
1999; Wenning, 2002). Gracias a la técnica de radiomarcaje se ha
demostrado que la absorcion del BDE-99 se produce a través del tracto
gastrointestinal (Darnerud y Risberg, 2006). Ademas, mas de un 80 % de
la dosis administrada es absorbida a las 24 horas de la exposicién oral
(Hakk y cols., 2002; Chen y cols., 2006).

2.2.2 Distribucion

Los penta-BDEs, debido a su alto coeficiente de particion octanol-agua
(Kow) pueden permanecer almacenados en la grasa del cuerpo humano
durante afios (US EPA, 2008). Los congéneres predominantes encontrados
en muestras humanas corresponden a los PBDEs de baja bromacién: el
tetra BDE-47, el penta BDE-99 y el hexa BDE-153 (Sjédin y cols., 2003,
2008). Este hecho sugiere que los PBDEs de bajo grado de bromacién son
mas toxicos y bioacumulativos comparados con los congéneres octa y deca
(Siddigi, 2003).

En humanos, se han detectado niveles de penta-BDEs en muestras de
sangre, tejido adiposo, leche materna y tejido placentario (Meneses y
cols., 1999; Strandman y cols., 2000). Estudios realizados en diferentes
paises sobre el contenido de penta-BDEs en tejido adiposo humano
encontraron niveles similares, indicando un incremento y una
bioacumulacion a nivel mundial (Stanley y cols., 1991; Meneses y cols.,
1999; Gobémara y cols., 2007). Los niveles de penta-BDEs han
incrementado exponencialmente en muestras de leche materna durante
los ultimos 25 afios aumentando asi la exposicién del lactante (Hooper vy
cols., 2000; Schuhmacher y cols., 2007). Ademas, las concentraciones de
penta-BDEs estan altamente correlacionadas entre la madre y el feto. Este
hecho sugiere que los penta-BDEs atraviesan la barrera placentaria y
entran en la corriente sanguinea fetal (Guvenius y cols., 2003; Mazdai y
cols., 2003) (Tabla 7).

10
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Tabla 7. Concentraciones de BDE-99 en muestras humanas.

Matriz ng BDE-99/g lipidos Referencias

Tejido adiposo mamario 7 She y cols., 2002
Tejido adiposo 10 Jonson-Restrepo y cols., 2005
Tejido adiposo 0,5 Meneses y cols., 1999
Leche materna 6 Schecter y cols., 2003
Leche materna 0,6 She y cols., 2007
Suero materno 6 Mazdai y cols., 2003
Suero materno 2,9 Bradman y cols., 2007

Suero fetal 7 Mazdai y cols., 2003

En roedores, el BDE-99 también se concentran en diversos drganos como
el epididimo, las glandulas adrenales, el tracto gastrointestinal, la piel, el
higado, el cerebro, los pulmones y los ovarios (Figura 3) (Eriksson y cols.,
2002; Hakk y cols., 2002; Gill y cols., 2004; Darnerud y Risberg, 2006).

Piel

Epididimo
Gastrointestinal

Adrenal

Figura 3. Distribucidon del BDE-99 en diferentes érganos de rata.

El BDE-99 tiene preferencia por los tejidos lipofilicos (Hakk y cols., 2002).
Se estima que el 21 % de la dosis administrada se deposita en la piel al
tercer dia de la exposicion. Al cabo de 6 dias, el 18 % de la dosis todavia
permanece en la piel, bajando al 12 % al duodécimo dia tras la exposicion.
Una fraccién importante de la dosis permanece en el tejido adiposo (14 vy

10 % para los dias 6 y 12 respectivamente). Basandose en estos

11
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resultados, se estima el tiempo de vida media (t;2), que es el tiempo que
tarda el organismo en reducir a la mitad la concentracion de un téxico. En
el caso del BDE-99 se estima el t;,, para ratas macho en 6 dias, indicando

su potencial para bioacumularse.

En humanos, se estima que el t;, es de 2.9 afios. Esta estimacion se
realizé a partir de datos sobre el consumo diario de BDE-99 y a partir de
valores encontrados en tejido adiposo, leche materna y suero (Geyer y
cols., 2004).

2.2.3 Metabolismo

Los diferentes estudios realizados sobre el metabolismo del penta-BDE, en
particular el BDE-99, coinciden en que el primer paso es la formaciéon de
un intermedio epdxido catalizado por el citocromo P450 (Chen y cols.,
2006; Hakk y cols 2002, 2006; Staskal y cols., 2006) (Figura 4). El anillo
2,4-dibromo (A) tiene preferencia por la oxidacién debido a que al tener
menor nimero de atomos de Br presenta menos impedimentos estéricos.
Este intermedio es bastante reactivo y puede producir diferentes

metabolitos mediante diversas vias:

1. la hidroxilacién aromatica generalmente sucede a través del
anillo epéxido con preferencia por los lugares orto y meta respecto

al enlace éter (1a).

2. el ataque nucleéfilo de GSH al intermedio epodxido dando un
conjugado. Después de una serie de reacciones relacionadas con la
via del acido mercapturico, resulta en un intermedio conjugado con

cisteina (2a) que finalmente resultara en un producto tiol (2b).

3. una desbromacion oxidativa del BDE-99 dando como producto
tetra-BDE hidroxilado (3a).

12
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Figura 4. Metabolismo del BDE-99.
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Todos estos pasos metabdlicos, se confirmaron al encontrar los diferentes
conjugados en la bilis y las heces de ratas a las que se le administré BDE-
99 (Hakk y cols., 2002; Chen y cols., 2006).

2.2.4 Excrecion

Para el congénere BDE-99 la via principal de excrecion es mediante las
heces (43 %) y en menor grado la urinaria (inferior al 1 %) (Hakk y cols.,
2002). Esta ultima via parece tener mas importancia en ratones que en

ratas.

2.3 EFECTOS ADVERSOS

Hasta el momento, los estudios llevados a cabo fundamentalmente en
roedores, se han centrado en efectos sobre la reproduccion, asi como
sobre el desarrollo pre y postnatal. También se sugiere que puedan alterar
las funciones hepatica, renal y tiroidea (US EPA, 2008).

No se han realizado estudios toxicolégicos por inhalacién de penta-BDEs.
La dosis letal LDsy (dosis a la que se espera una mortalidad del 50 % de
una poblacién) para la exposicion oral a BDE-99 se ha estimado entre 0.5-
5g/kg para ratas (Gill y cols., 2004).

2.3.1 Efectos hepaticos y renales

La exposicidon subcronica y crénica a penta-BDEs indica que el higado es
uno de los dérganos diana de su toxicidad. La exposicidn oral indujo un
incremento en el peso del higado y una hepatomegalia (IRDC, 1975; WIL

Research Laboratories 1984).

Por otro lado, la exposicién a penta-BDEs parece inducir un incremento en

las actividades enzimaticas microsomales hepaticas implicadas en el
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metabolismo de  xenobidticos (etoxiresorufin-O-dietilasa (EROD),
pentoxiresorufin-O-dietilasa (PROD), uridina difosfato-glucoronosil
transferasa (UDGPT), citocromo P450, etc.) (Fowles y cols., 1994; Hallgren
y cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Szabo y cols., 2009). Este aumento en
la actividad microsomal hepatica también se observd en la descendencia
de ratas gestantes intoxicadas con la mezcla penta-BDE DE-71 (Zhou y
cols., 2002).

Hasta el momento, los estudios experimentales realizados no han
mostrado efectos renales tras la exposicion oral a la mezcla comercial
penta-BDE (IRDC, 1975; ATSDR, 2004).

2.3.2 Efectos neuroldgicos

Son numerosos los estudios experimentales con ratones que han evaluado
los efectos a nivel de neurocomportamiento tras la exposicidon prenatal o
postnatal a PBDEs individuales. Estos estudios indican, de forma colectiva,
gue el sistema nervioso en desarrollo es diana de algunos congéneres,
provocando alteraciones motoras, de aprendizaje y memoria en el raton
adulto. Estas alteraciones en el comportamiento motor persisten y

empeoran con la edad.

La exposicion a BDE-99 durante el periodo critico (dia postnatal 10) de
desarrollo del cerebro produce trastornos en el comportamiento motor en
edad adulta de una forma dependiente de la dosis. La actividad motora
evaluada en el open field mostré una hipoactividad seguido de
hiperactividad (Eriksson y cols., 1998, 2002). Este mismo comportamiento
fue observado por Viberg y colaboradores (2002, 2005) que lo atribuyeron
a cambios en el sistema colinérgico ya que los ratones expuestos a BDE-99
durante el desarrollo postnatal (dias postnatales 10-14) mostraron una

disminucidn de receptores de acetilcolina en el hipocampo.

Estudios in vitro en neuronas de cerebelo preparadas a partir de ratas
expuestas prenatalmente a BDE-99 mostraron un incremento de la via

glutamato-éxido nitrico-cGMP. Esta activacion puede desencadenar
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alteraciones en procesos cerebrales modulados por esta via como por
ejemplo algunos tipos de aprendizaje y memoria realizados en roedores

(Llansola y cols., 2007).

Mas recientemente, Alm y colaboradores (2008) encontraron que los
niveles de la proteina asociada al crecimiento neuronal (Gap43) estaban
incrementados en el cértex de ratas tratadas. Este hecho parece indicar
efectos en la regulacién del citoesqueleto y en la maduraciéon neuronal de

la corteza cerebral.

2.3.3 Efectos sobre reproduccion y desarrollo

La informacidon disponible sobre los efectos de los penta-BDEs en la
reproduccion y el desarrollo es limitada. A pesar de ello, parece ser que
hay indicios de toxicidad reproductiva tanto en machos como en hembras.
La exposicion in Utero provoca la interrupcion del desarrollo
neuroconductual y causa efectos permanentes sobre el sistema

reproductivo que se manifiestan en la edad adulta.

La exposicion oral postnatal a la mezcla DE-71 durante 5 6 31 dias produjo
retrasos en la retraccion del prepucio asi como una reduccién de los pesos
de la vesicula seminal y la prdstata. Este retraso de la pubertad también
se observd en ratas hembra expuestas a la misma mezcla. En este caso,
las hembras mostraron un retraso de 1.8 dias en la apertura vaginal

respecto a las control (Stoker y cols., 2004).

La evaluaciéon de los efectos de la exposicion a BDE-99, durante la
gestacidén, sobre el sistema reproductivo en ratas, mostré cambios
ultraestructurales en los ovarios de las crias. Particularmente se
observaron cambios degenerativos que incluian vacuolizacion vy
acumulacién de vesiculas en el citoplasma de la células del estroma y
necrosis del epitelio vaginal (Talsness y cols., 2005). Los efectos en la
descendencia masculina incluian un descenso significativo del numero de
espermatidas y de espermatozoides, asi como de la produccién diaria de

esperma (Kuriyama y cols, 2005; Talsness y cols., 2005).
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Kuriyama y colaboradores (2005) evaluaron también los efectos de la
exposicion prenatal a BDE-99 durante el desarrollo. Las crias mostraron
alteraciones en marcadores de desarrollo como un retraso en la erupcion
de los incisivos asi como, del reflejo espontaneo a girarse. En otro estudio
realizado por Lilienthal y colaboradores (2006), la exposicion a BDE-99
redujo significativamente la distancia ano-genital (marcador de desarrollo
sexual) en la descendencia masculina. A demas, los niveles de estradiol y
testosterona circulantes disminuyeron significativamente en adultos. Estos
animales presentaron un incremento en el consumo de agua azucarada lo
gue indica feminizacion. En las hembras se observé un retraso de la
pubertad marcado por un descenso en el numero de foliculos ovaricos
secundarios. Estos mismos autores sugirieron una actividad moduladora
endocrina por parte del BDE-99 debido a la persistencia de los efectos tras
la exposicidn. Esta actividad ha sido confirmada por Ceccatelli vy
colaboradores (2006) tras observar cambios en la expresion genética del
receptor de progesterona, receptores estrogénicos (ERa y ERB)y el factor

de crecimiento insulinico encontrados en rata.

2.3.4 Efectos endocrinos

Estudios in vitro sugieren que hay un potencial comportamiento como
disruptores de algunos PBDEs sobre funciones endocrinas (Meerts y cols.,
2001; Ceccatelli y cols., 2006).

Desde los afios 80 se ha relacionado el papel de los estréogenos vy
androgenos con el desarrollo de las diferentes areas del cerebro implicadas
en la reproduccion (Mac Lusky y Naftolin, 1981). La exposicion temprana a
estrogenos y andrégenos tiene efectos en el hipocampo, el cual juega un
papel importante en el aprendizaje espacial y la memoria (Mc Ewen y
cols., 1995). El hipocampo de rata muestra un incremento de ERa y ERf
durante un corto periodo del desarrollo perinatal (O’Keefe y Handa, 1990).
Este hecho coincide con una expresidon pasajera de la aromatasa que
convierte la testosterona en estrégeno (Mac Lusky y cols., 1987). Esta

interaccidon de los receptores con sus estrégenos parece intervenir en la
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diferenciacion sexual, asi como, en la estructura y funcion del hipocampo.
La exposicidon a sustancias téxicas que perturben el equilibrio de las
hormonas gonadales en esta etapa puede producir cambios en la
morfologia del hipocampo y alterar ese patréon normal de diferenciacion en
el aprendizaje espacial. Ademads, la exposicibn a estas sustancias con
propiedades estrogénicas o antiestrogénicas pueden afectar a la funcion

cognitiva durante la edad adulta y la vejez (Schantz y Widholm, 2001).

Un estudio realizado en células embrionarias de rifidn sobre el potencial
estrogénico de los PBDEs en ERay ERpB, revelé que algunos congéneres
(incluidos los penta-BDEs) pueden ser agonistas de ambos receptores y
que sus metabolitos hidroxilados incrementan este potencial estrogénico
(Meerts y cols., 2001).

Otras hormonas que intervienen en el desarrollo normal del cerebro son
las tiroideas. Estas estan involucradas en la regulacién de varios aspectos
del desarrollo del sistema nervioso incluyendo la proliferacién neuronal,
migracién celular y diferenciacién. Un hipotiroidismo produce cambios
morfoldgicos y neuroquimicos con dafios permanentes en el
neurocomportamiento que se reflejan en cambios en la actividad motora,
emocional y déficit en aprendizaje y memoria (Akaike y cols., 1991; Stein
y cols., 1991).

Los penta-BDEs pueden interferir especialmente en la funcién tiroidea. Sus
metabolitos hidroxilados tienen una estructura similar a las hormonas
tiroideas 3,5-diiodotironina (T2), 3,3,5-triiodotironina (T3) y 3,3,5,5-
tetraiodotironina o tiroxina (T4). El mecanismo de disrupcion de los penta-
BDEs sobre la funcién tiroidea no se ha establecido. Una hipdtesis seria
que alteran la enzima UDPGT que regula la velocidad de conjugacién vy
excrecion de la T4 (Hooper y McDonald, 2000). Algunos estudios sugieren
la unidn a los receptores hormonales (TRal y TRB) en humanos (Marsh vy
cols., 1998). Ademas, pueden interferir con el transporte de las hormonas
compitiendo por la unidn a su proteina transportadora, la transtiretina
(TTR) (Meerts y cols., 2000).
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La exposicion a la mezcla DE-71 en ratas produjo un descenso de los
niveles séricos de T3 dependiente de la dosis (Zhou y cols., 2001).
Ademas, redujo los niveles de T4 tanto en ratas expuestas oralmente
durante la gestacion como en su descendencia (Zhou y cols., 2002). Esta
misma mezcla fue estudiada por El Programa de Investigacion de
Disruptores Endocrinos de la EPA (EPAs Endocrine Disruptor Screening
Program, EDSP) que utilizé ratas macho y hembra en la pubertad con el fin
de encontrar agentes activadores de la glandula tiroides. Ambos sexos
mostraron retraso en el desarrollo de los o6rganos reproductores
(retraccion del prepucio en machos y apertura vaginal en hembras)
acompafiado de cambios en los niveles de T4, T3 y tirotropina (TSH) e
induccién de actividades enzimaticas microsomales hepaticas (EROD,
PROD y UDPGT) (Stoker y cols., 2004).

Hakk y colaboradores (2002) examinaron los efectos de la exposicion oral
al congénere BDE-99 mediante una dosis Unica sobre los niveles totales de
T4 en plasma de ratas macho adultas. Los resultados del experimento
mostraron que los niveles de T4 incrementaron el doble respecto a las
ratas control a los tres y seis dias mientras que los niveles se recuperaron

a los 12 dias.

Un estudio mas actual realizado en ratas a las que se les administraron
BDE-99 reveld efectos dependientes del tiempo en los niveles de T4, T3 vy
TSH. Estos efectos se vieron acompafiados de dafios en el epitelio de la
glandula tiroidea (Du y cols., 2008). Kuriyama y colaboradores (2007)
demostraron disrupcion endocrina del BDE-99 a dosis muy bajas
encontrando que los niveles de T4 disminuyeron significativamente en

crias de ratas expuestas durante la gestacion.
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3. DISRUPTORES ENDOCRINOS

El término disruptores endocrinos (DE) define hoy dia a un grupo de
sustancias quimicas de muy diferente origen, estructura y uso. Los DE
actuan a dosis muy bajas y en muchos casos guardan semejanza con la

estructura molecular de las hormonas esteroideas (Figura 5).

HO

Figura 5. Estructura basica de una hormona esteroidea.

Se trata de sustancias exdgenas al organismo, naturales o sintéticas, que
interfieren con la produccién, liberacién, transporte, metabolismo, unién,
accion bioldgica o eliminacion de las hormonas responsables del
mantenimiento de la homeostasis y regulacion del desarrollo (COM, 1999).
En algunas ocasiones se trata de compuestos a los que los tests habituales
de toxicidad no habian atribuido efecto téxico alguno. Ademas, muchos de
ellos presentan gran estabilidad e inercia para reaccionar quimicamente,
por lo que reunen caracteristicas Optimas para haber sido, y ser
empleados, en grandes cantidades y con gran libertad sin proteccion
medioambiental especial. En otras ocasiones, se trata de compuestos bien
conocidos por su capacidad para acumularse y persistir en las cadenas
tréficas, como es el caso de los conocidos y caracterizados contaminantes
organicos persistentes (POPs), sobre los que se han establecido medidas

de control adecuadas.
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Introduccién

3.1 ACTUACION DE LOS DE

Los DE alteran el mensaje endocrino de varias formas. Pueden mimetizar

la hormona ocupando su lugar (agonistas), pueden bloquear su accién

compitiendo por el receptor hormonal (antagonistas), o pueden modificar

la sintesis de la hormona o del receptor correspondiente (Fernandez vy

cols., 1998; Sonnenschein y Soto, 1998) (Figura 6). Como consecuencia,

se produce una alteracidon del sistema hormonal que puede tener entre

otros, efectos neuroldgicos o reproductivos.
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esperado.

Al mimetizar a la hormona natural, el DE puede unirse al

receptor e interferir en la reaccion, bloqueandola.

Los DE también pueden unirse al receptor y generar una
reaccion mas potente de la normal y en el momento

inadecuado.

Los DE también pueden unirse al receptor y generar una
reaccion mas débil de la normal y en el momento

inadecuado.

Figura 6. Acciones de los DE.

21




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-5918E000UCCION664-2009

Se ha sugerido que los DE presentan caracteristicas particulares que los

hacen distintos a otros tdéxicos medioambientales y que condicionan

cualquier aproximacion a la relacion de causalidad buscada entre

exposicion y enfermedad (Colborn y cols., 1993). Esta forma especial de

toxicidad podria deberse a que:

1.

22

El momento de la exposicion es decisivo para determinar el
caracter, la gravedad y la evolucion posterior del efecto. Los efectos
son distintos sobre el embrién, el feto, las crias o el adulto. Si
actuan durante un periodo critico, como por ejemplo en los estadios
tempranos de la vida, caracterizados por una rapida diferenciacion
celular y organogénesis, producen lesiones como deformaciones en
organos reproductores o problemas en el desarrollo del sistema

nervioso central.

La exposicion embrionaria puede tener consecuencias que no son
evidentes hasta la madurez del individuo. El desarrollo anormal no
se expresa necesariamente en el nacimiento; sus efectos pueden
permanecer latentes durante afos o hacerse patentes en la

descendencia en lugar de en los individuos expuestos.

No existe una concentracion exacta que produzca un efecto
toxicologico. Ademas, esa concentracion es muy inferior al limite de
seguridad para otros aspectos toxicoldgicos distintos de Ia

disrupcion endocrina.

Presentan una relacidon dosis-efecto no necesariamente lineal que,
en algunos casos, es aparentemente paraddjica con curvas en forma
de U y U invertida. Es posible que la accion combinada de los
disruptores puedan producir un efecto sinérgico, antagdnico o

simplemente aditivo.
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3.2 EXPOSICION HUMANA A DE

El rango de compuestos quimicos considerados DE es muy amplio y crece
dia a dia (Tabla 8). La exposicién de los seres vivos a los DE es universal,
ya que se encuentran distribuidos por todo el mundo como consecuencia
de un empleo generalizado. Contribuye a ello su baja biodegradabilidad, el
transporte a otros lugares por el aire, el agua y la bioacumulacién en la
cadena tréfica. Ademads, los compuestos acumulados en la grasa son
transmitidos a la descendencia a través de la madre durante la gestacién y
la lactancia (IPCS, 2002).

Tabla 8. Compuestos quimicos considerados DE.

Compuestos Usos

DDT y sus metabolitos: DDD y DDE Pesticidas prohibidos

Dieldrin Pesticida prohibido

Endosulfan y compuestos relacionados:

a-endosulfan
B-endosulfan Pesticidas en uso
Endosulfan éter

Endosulfan diol

Metoxicloro e hidroximetabolitos Pesticida estructura similar al DDT

Toxafeno Pesticida prohibido

Surfactantes industriales presentes en

Alquilfenol polietoxilatos: detergentes y plasticos

p-nonilfenol

p-octilfenol

Ftalatos Plastificantes de PVC y cosméticos
Bisfenol A Precursor de resinas epoxi

BHA Antioxidante

PCB Transformadores eléctricos, prohibido
Fenilfenol Desinfectantes

PBB Retardantes de llama

PBDE Retardantes de llama

DDD: diclorodifenildicloroetano; DDE: diclorofenildicloroetano; DDT: clofenotano;
PBB: bifenoles polibromados; BHA: Butilhidroxianisol, PBDE: éteres de difenilo
polibromados; PCB: bifenilos policlorados; PVC: cloruro de polivinilo.
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La mayor parte de los DE cldsicos fueron de gran interés para toxicélogos
y expertos medioambientales ya que muchos de ellos estaban incluidos en
las listas de los POPs. Este es el caso de los pesticidas organoclorados
(ejemplo paradigmatico del DDT y sus metabolitos) y los bifenilos
policlorados (PCBs), usados hasta hace poco en los transformadores
eléctricos, como aceites refrigerantes o en la formulacion de pesticidas.
Ambos fueron identificados como mimetizadores endocrinos y bajo
sospecha de ser causa de enfermedades en las especies animales, e

incluso en humanos (Colborn y cols., 1993; Maroni y Fait, 1993).

Los nuevos DE estan siendo utilizados en muchos productos de uso
cotidiano. El grupo de los alquilfenoles (pnonilfenol), utilizados en los
detergentes industriales, como espermicida, como aditivo en la fabricacion
del plastico, como agentes de secado o como humectantes en la
formulacion de pesticidas (Sonnenschein y Soto 1998; Rudel y cols.,
2003). ElI bisfenol A y compuestos relacionados, empleados en la
fabricacion del plastico policarbonato (envases alimentarios y biberones),
en resinas epoxi (en el interior de latas de conserva), selladores dentales y
en la composicion de pegamentos de uso habitual, entre otros (Olea y
cols., 1996; Pulgar y cols., 2000).

Recientemente se ha expandido la lista de los nuevos DE, que incluye
ahora compuestos con multiples aplicaciones como los ftalatos (n-
butilftalato, benzibutilftalato) usados en la industria del envasado de
alimentos, tratamientos de suelos, antioxidantes alimentarios, y como
aditivos en el plastico proporcionandole elasticidad, en productos tales
como bolsas de transfusion de sangre, tetinas y mordedores infantiles
(Hoppin y cols., 2002). También pertenecen a este ultimo grupo los
parabens utilizados en formulaciones cosméticas y filtros solares
(Schlumpf y cols., 2001, 2004).

Unas 550 sustancias constituyen la lista de sustancias objeto de
evaluacion de la estrategia comunitaria sobre DE (COM, 2001). De ellas, la

Comisidn Europea considera que esta suficientemente probada la

24



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN:

978-84-692-5925-2/DL: T-1664-2009 Introduccion

capacidad de disrupcién endocrina de aproximadamente una cuarta parte.
Sin embargo, todavia se necesita mas informacidon de la mayoria de estas
sustancias. Entre ellas, se encuentran los PBDEs, aditivos retardantes de

llama con una estructura quimica similar a las dioxinas y a los PCBs.

3.3 EFECTOS ADVERSOS DE LA EXPOSICION A DE

En los Ultimos afios ha surgido a nivel mundial preocupacion sobre los

potenciales efectos adversos que podrian resultar de la exposiciéon a DE.

3.3.1 Alteraciones de los parametros de calidad espermatica

Investigadores daneses hicieron saltar las alarmas al publicar un estudio
pionero sobre el descenso de la calidad del semen. Este hecho empez6 a
preocupar a los expertos en 1992 (Carlsen y cols., 1992). Inicialmente, los
factores asociados al descenso de calidad seminal eran el tabaco, el estrés,
el sedentarismo, el consumo de drogas, habitos alimenticios y el uso de
ropa ajustada. A estos factores se unen los compuestos quimicos
ambientales. El efecto combinado de ciertos contaminantes, como los
pesticidas organoclorados persistentes (DDT, metoxicloro, las drinas, etc.),
los PCBs o los PBDEs que se comportan como DE son una de las causas de
esta pérdida de la calidad seminal (Lépez-Teijon y cols., 2007; Olea y
Fernandez, 2007).

3.3.2 Alteraciones del sistema genitourinario

Las alteraciones en el desarrollo del sistema genitourinario, entre ellas la
criptorquidia (testiculos no descendidos), frecuente en el hombre vy
asociado con el cancer de testiculo y con infertilidad, asi como hipospadias
(anomalia de la abertura del pene), son cada vez mas frecuentes. Estas

alteraciones parecen tener una etiologia comun. Se ha sugerido la
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hipotesis de que la exposicidn a compuestos con propiedades estrogénicas
durante la etapa fetal de desarrollo, puede dar lugar a una distribucion
anémala de células funcionales y parenquimatosas que conducen a una
disfuncién organica, y, en Uultima instancia, a una enfermedad clinica
(Brucker-Davis y cols., 2003; Skakkebaek, 2003).

Estudios de investigacidn clinica y epidemiolégica, sugieren que el origen
de las enfermedades del tracto genitourinario masculino puede
encontrarse una alteracidn significativa en la diferenciacion de las células
germinales. Los compuestos que actlan como estréogenos inhiben Ila
replicacion de las células de Leydig y como consecuencia, la produccién de
testosterona. Esta es la responsable de la masculinizacion del tracto
reproductor masculino y del descenso de los testiculos. Por ello, una
disminucién en el nimero de células de Leydig es causa de hipospadias y

criptorquidia (Jensen y cols., 1995).

3.3.3 Efectos sobre la funcion tiroidea

Las hormonas tiroideas son fundamentales durante la etapa del
crecimiento y desarrollo, especialmente para la maduracion del cerebro.
Diferentes agentes presentes en el medio ambiente pueden alterar su
produccion tanto en los animales como en los humanos (Capen, 1992;
Tilson y Kodavanti, 1997, Crisp y cols., 1998). Niveles elevados de
policlorodibenzodioxinas (PCDD), policlorodibenzofuranos (PCDF) y PCBs
en la leche materna se correlacionan con niveles plasmaticos bajos de
hormonas tiroideas en la madre y TSH en su descendencia (Koopman-
Esseboom y cols., 1994). Recientemente, se ha sefialado que cada uno de
los DE condicionaria su propio espectro de alteraciones en la regulacién del
eje hipotalamo-hipodfisis-glandula tiroides (Figura 7) (Schmutzler y cols.,
2004).
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3.3.4 Efectos neuroendocrinos

La descendencia de mujeres expuestas mediante la dieta a dosis altas de
PCB y PCDF presenta retrasos en el desarrollo mental con coeficientes
intelectuales bajos, disfuncidon cognitiva y dificultades de memoria y
comportamiento. La exposicion pre y postnatal a dosis bajas de
contaminantes ambientales como PCBs, PCDDs y PCDFs, produjo retrasos
en el desarrollo psicomotor en nifios (Jacobson y Jacobson, 1996). La
exposicion neonatal a algunos PBDEs produjo efectos en el
comportamiento similares a los vistos tras la exposicién a PCBs (Eriksson y
cols., 1997). De todas formas, faltan estudios que confirmen que la

neurotoxicidad de estos compuestos sea por su papel como DE.

HIPOTALAMO

eanefou UOIDRIUB LIRS

e i R

GLANDULA
TIROIDES

EFECTOS
METABOLICOS

Figura 7. Representacién del eje hipotdlamo-hipdfisis-glandula tiroides.
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4. ESTRES OXIDATIVO (EO)

El dafio celular inducido por la exposicién a algunos tdxicos, entre ellos los
PBDEs, se manifiesta con cambios en el estatus oxidativo que pueden

asociarse a una serie de procesos patoldgicos.

4.1 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

El conocimiento de los efectos bioldgicos de las especies de oxigeno
reactivas corre paralelo al estudio del metabolismo energético de los seres
vivos, proceso en el que la presencia de oxigeno es imprescindible. En
efecto, hoy sabemos que el oxigeno (uno de los elementos gaseosos mas
abundantes de la naturaleza) se presenta en forma de gas diatémico (O,).
El oxigeno molecular, a pesar de contener un numero par de electrones
(16), se presenta como una molécula paramagnética donde dos de sus
electrones estan localizados en orbitales diferentes y girando en un mismo
sentido con espines paralelos (Figura 8). Esto tiene un gran interés en
relacién con su mecanismo de accidn molecular y, especialmente, con su

papel oxidativo.

o*2p

SNONO
® ®

O

Mn2p

o 2p

0*2s

o 2s

o*1s

o ls

PR

Figura 8. Orbitales del oxigeno molecular (O,) en estado basal.
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Los organismos superiores como el ser humano, no pueden existir sin
oxigeno, a su vez éste es peligroso para su existencia ya que puede
formar radicales libres de oxigeno (RLOs): es la gran paradoja del oxigeno
(Davis, 1995).

Se denomina RLO a toda forma molecular o atdmica del oxigeno que posee
uno o mas electrones no apareados girando en su orbital mas externo.
Esta condicion, quimicamente muy inestable, lo vuelve muy activo puesto
gue el electrén impar busca otro electron para salir del desequilibrio
atomico. Con este fin, sustrae un electréon a cualquier molécula vecina, es
decir que "oxida" la molécula, alterando su estructura y convirtiéndola a su
vez en otro radical libre deseoso por captar un electrén. Se genera asi una

reaccion en cadena (Fridovich, 1978).

A menudo, el término "radical de oxigeno" se utiliza de forma errénea ya
que se asigha a todos los reactivos intermediarios de las especies de
oxigeno, incluyendo aquellas formas moleculares que no son radicales. Por
este motivo, seria mas indicado hablar de especies reactivas de oxigeno
(EROs) en lugar de radicales libres de oxigeno (Tabla 9) (Sies, 1991;
Abuja y Albertini, 2001).

Tabla 9. Especies reactivas de oxigeno (EROs).

Radicales No radicales

0.~ Anién superéxido '0; Oxigeno singlete

HO,* Radical hidroperdxilo H,0, Perdxido de hidrogeno
HO* Radical hidroxilo ONOO™  Peroxinitrito

RO* Radical alcoxilo ROOH Hidroperoxido

ROO* Radical peroxilo
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4.2 ORIGEN DE LAS EROs

Se sabe que los RLOs y las EROs se producen de forma natural como

intermediarios o productos de numerosas reacciones oxidativas de las

células, asi como a través de diversos procesos fisico-quimicos o de

biotransformacion. Dado que también existen fuentes externas, se ha

considerado el origen tanto enddégeno como exdgeno de las EROs.

4.2.1 Fuentes enddgenas

Entre las fuentes enddgenas destacan:

30

La cadena respiratoria (Balaban y cols., 2005), donde la reduccion
monovalente de la molécula de oxigeno da lugar a la formacion de
la mayoria de estos compuestos. Debe sefialarse que el 95 % del
oxigeno que respiramos es reducido a H,O por la acciéon de la
citocromo oxidasa-a-3, ultimo eslabén de la cadena de transporte
electrénico. Ademads, a nivel del complejo quinona-semiquinona-

ubiquinol, la coenzima Q (CoQ) actua como aceptor de electrones

dando origen a la formacién de radicales O, (Figura 9).

Complejo I Complejo IT Complejo IIT Complejo IV Complejo V
NADH Succinato Ubiquinol-cit C Citocromo C ATP
deshidrogenasa deshidrogenasa oxidoreductasa oxidasa sintasa

Figura 9. Oxidacién del oxigeno a través de la cadena respiratoria.
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Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos),
utilizan el sistema de la NADPH oxidasa generando directamente ién
superoxido (0,*) (Quinn y Gauss, 2004). Por otra parte, como
mecanismo de defensa, dichas células también generan 6xido de
nitrégeno (NO*®), por accién de la oxido-nitrico-sintasa (NOS) sobre
la arginina intracelular. La combinacion del O,* con el NO* da lugar
a la formaciéon del ONOO™ capaz de inducir peroxidacién lipidica en

las lipoproteinas (Figura 10).

- ' . Citoplasma
ONOO..eewesss:0" 4 ope
: NADP
MAO - oxidasa Fenton Fe3*
O, ——» H,0, E o

- . ‘ NADP + H* Fe?*
- NADPH
- H.0, + 0, LPO

NOS 202 + O «— o

L-arginina—— » NO°*
hipoxantina AL» acido darico

XOR

Figura 10. Fuentes enddgenas de EROs.

La autooxidacién de compuestos de carbono reducido (RH) como
aminoacidos, proteinas, lipidos, glucidos y acidos nucleicos dan

lugar también a la formacién de estas EROs.

La activacion catalitica de diversos enzimas del metabolismo
intermediario como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, monoamino oxidasa (MAO), ciclooxigenasa (COX) vy
lipoxigenasa (LPO), son fuentes representativas de esta produccién
(Beckman y Ames, 1998; Lindsay y Astley, 2002).

31



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-5918E000UCCION664-2009

4.2.2 Fuentes exogenas

Los factores exdgenos que incrementan la produccidon de EROs son:

32

Quimicos:

Metales pesados (Pb, Cd, Hg y As). El mecanismo de accion
toxica fundamental de los metales ocurre a nivel de la
membrana celular, donde éstos se fijan sobre la superficie
externa por ligandos esenciales y afectan tanto los fendmenos
de permeabilidad, como el funcionamiento normal de las
enzimas implicadas en el transporte activo de numerosos
constituyentes. Un aumento de metales pesados, implicados
en reacciones tipo Fenton (Figura 11), son fuente de
radicales 0,*" y HO®* (Stohs y Bagchi, 1995; Valko y cols.,
2005).

Fart ey e [ g0 i e

Figura 11. Reaccién de Fenton.

Algunos farmacos como antibiéticos y antineoplasicos, que en
su mecanismo de accién toxica esta involucrada la cascada

radicalaria (Sener y cols., 2002; Linares y cols., 2009).

Xenobidticos o moléculas extrafias al organismo son origen de
una produccién indirecta de EROs. La exposicidn a algunos
pesticidas (paraquat, malation) (Djukicmuestra y cols., 2007;
Réus y cols., 2008) muestra la induccion de EO con un
aumento de la peroxidacion lipidica y una disminuciéon de la
capacidad antioxidante. En este ultimo grupo se incluyen
también una serie de aditivos industriales (PCBs, PBDEs) que
pueden inducir EO, dafio al ADN y apoptosis (Zhang, 2005;
Venkataraman y cols., 2007; Giordano y cols., 2008; Shao y
cols., 2008).
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Fisicos:

Las radiaciones ultravioleta y visible constituyen el principal
factor generador de EO ya que estimulan la formaciéon de

radicales sobretodo en la piel (McMillan y cols., 2008).

La hiperoxia. Una presion parcial de oxigeno elevada,
incrementa significativamente la formacidn de O,*. En este
sentido, durante la recuperacion de la anoxia, una
reoxigenacion masiva de un organo isquémico se acompafia
de un empeoramiento del dafio celular (paradoja del oxigeno)
(Maffei y cols., 1999).

Las radiaciones ionizantes que producen grandes cantidades
de EROs, que son responsables de anomalias cromosdmicas
resultantes de su efecto sobre el ADN (Karbownik y Reiter,
2000).

Organicos y metabdlicos:

Una dieta hipercaldrica o insuficiente en antioxidantes.

Algunas patologias como la diabetes, cancer y enfermedades
cardiovasculares (Lonn y Yusuf, 1997). En procesos
inflamatorios, traumatismos y fendmenos de isquemia-

reperfusion.

El ejercicio extenuante (Vifa y cols., 2000; Skenderi y cols.,
2008).

4.3 CONCEPTO DE EO

Frente a la accion tdoxica de los radicales libres, los organismos han

desarrollado mecanismos de defensa que permiten su eliminacién o

transformacién en moléculas estables (Davis, 1995). La formacidon de un

gran numero de EROs derivadas del O, debe ser contrarrestada por
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agentes antioxidantes. Si no es asi, las EROs provocan lesiones intra y
extracelulares (Davis, 1987; Cerruti y Trump, 1991). Para contrarrestar
los efectos nocivos de las EROs, el organismo posee sus propios
mecanismos de defensa antioxidante. Al conjunto de estos mecanismos se

le llama Capacidad antioxidante del organismo.

Todos los sistemas bioldgicos estan en un estado de equilibrio aproximado
entre las fuerzas prooxidantes y la capacidad antioxidante (Sies, 1985).
Cuando la produccion de EROs por las células excede su capacidad de
interceptarlos y eliminarlos alcanzando unos niveles téxicos, se produce un
desequilibrio oxidativo que se conoce como estrés oxidativo (Figura
12).

HO®
H.0, 0, 'O,

ADN

DANO OXIDATIVO< Proteinas

Lipidos

Figura 12. Balanza prooxidante-antioxidante en situacion de equilibrio (arriba) y

desequilibrio a favor del dafo oxidativo (abajo).
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4.4 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Segun Halliwell y Gutteridge (1989), antioxidante es cualquier sustancia
que en presencia del sustrato oxidable retrasa considerablemente o inhibe
la oxidacién de tal sustrato. Un buen antioxidante se caracteriza por su
alta efectividad, su variabilidad operativa y su versatilidad para
combinarse con una importante variedad de EROs. Asi pues, entre los

sistemas antioxidantes cabe destacar:

a) A nivel fisiolégico: El sistema microvascular, cuya funcién es
mantener los niveles tisulares de 0O,, siempre dentro de presiones
parciales relativamente bajas.

b) A nivel bioquimico: La defensa antioxidante puede ser enzimatica y

no enzimatica.

4.4.1 Sistema antioxidante enzimatico

El sistema antioxidante enzimatico estad formado por una serie de enzimas
con capacidad antioxidante de origen enddgeno, no se consumen al
reaccionar con las EROs y dependen de ciertos cofactores, generalmente
de metales como Cu, Fe, Mn, Zn o Se. El sistema antioxidante enzimatico
constituye la primera y mejor linea de defensa contra las EROs (Figura
13). Esta integrado por tres enzimas principales que trabajan en cadena
para desactivar selectivamente radicales libres: la superdxido dismutasa,
(SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx). Otras dos
enzimas, glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST), sin ser
estrictamente enzimas antioxidantes, colaboran indirectamente con la GPx
ya que contribuyen a regular el pool intracelular de glutatidn reducido

(GSH), uno de los principales antioxidantes celulares no enzimaticos.
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Figura 13. Esquema basico de formacién y eliminacién de EROs en las células.

La SOD cataliza la destruccidon del radical 0,*, formando H,0, como
producto de una reaccién que es acelerada unas diez mil veces por la SOD
(Mc Cord y Fridovich, 1969). La CAT y GPx neutralizan H,0, y los
peroxidos lipidicos (LOOH) formados durante la oxidacion de los acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) en una molécula de acido graso hidroxilo
(LOH), que no es toxica y es estable (Nohl y Hegner, 1978; Ursini y cols.,
1982).

Finalmente, la GR regenera los depdsitos intracelulares de GSH, a partir de
GSSG y NADPH. La GST cataliza la conjugacién de xenobidticos, RLOS y
toxinas con GSH. A pesar de que, por si mismas, ninguna de las enzimas
es capaz de impedir la accidon de uno de los radicales libres mas agresivos
y nocivos que se conocen, el radical HO®, su accién conjunta si puede
hacerlo, al evitar que la combinacién o accién de otros radicales generen

este ultimo.
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4.4.2 Sistema antioxidante no enzimatico

El sistema no enzimatico estd formado por una serie de compuestos de
bajo peso molecular y mayoritariamente de origen exdgeno. Estos
compuestos, a diferencia de los enzimaticos se consumen durante su
accion antioxidante y deben ser reemplazados. Algunos provienen
principalmente de la dieta a través de aportes de vitamina E, vitamina C,
betacarotenos, polifenoles, flavonoides y oligoelementos. Ademas existen
algunos componentes de origen endégeno como el GSH, la melatonina, el
acido urico, la bilirrubina, la CoQ y ciertas proteinas plasmaticas que

ejercen un rol protector (Sies y Stahl, 1995).

4.5 DANO OXIDATIVO A BIOMOLECULAS

Los RLOs y EROs a bajas concentraciones son indispensables para muchos
procesos bioquimicos ya que actian como mensajeros en varias vias de
sefalizacion durante el metabolismo celular normal. Por el contrario, a
elevadas dosis los RLOs y EROs son capaces de reaccionar con
macromoléculas bioldgicas y producir inactivacion de proteinas,

peroxidacion de lipidos de membrana y dafios al ADN.
4.5.1 Lipidos

Todas las células estan rodeadas por una membrana celular que las separa
del medio extracelular. La estructura basica de todas las membranas
biolédgicas es la bicapa lipidica, la cual funciona como una barrera de

permeabilidad selectiva (Kutchai, 1998).

Los RLOs atacan sobre todo a nivel de dobles enlaces (altamente
reactivos) de las cadenas hidrofdbicas de fosfolipidos que forman la bicapa
de las membranas bioldgicas. Estos actlan eliminando un &tomo de
hidrogeno de los acidos grasos poliinsaturados o PUFAs (polyunsaturated

fatty acids) (Figura 14) y generando radicales peroxil (ROO®) y otros

37



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978—84—692—5913€EOdUCCiéID664—2009

productos como aldehidos (malondialdehido o MDA) e hidrocarburos

(etano y etileno).

)
O
}L ROOH + R* —_, ROO® + RH
I

Figura 14. Eliminacién de un atomo de hidrogeno de los PUFAs.

La peroxidacion lipidica implica tres etapas:

« Iniciacién: la peroxidacion lipidica se inicia por un radical (R®), el
cual extrae un H del grupo metileno (-CH,-) de un PUFA (Minotti y
Aust, 1992). El radical iniciador mas destacado es el radical HO® que
sustrae un hidrogeno a la cadena lateral de un &cido graso
formando un radical carbonado (L*) (Minotti y Aust, 1989).

LHpuray + R® —  L° +RH

« Propagacion: el radical de acido graso formado anteriormente (L°)
reacciona con O, para formar perdéxidos ciclicos y radicales
hidroperdxidos (LOO®), éstos eliminan un hidrégeno de un segundo
acido graso y asi sucesivamente se propaga esta reaccidn en
cadena. La peroxidacién lipidica puede reiniciarse en presencia de
metales de transicion (M"") existentes en el plasma, que son
catalizadores oxidativos (Fe'"™, cCu"™), formandose radicales

alcoxilicos (LO®) como productos (Ivanov, 1985).
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L*+ 0, —*LOO*

LOOH + M™ ——OH™+ LO® + ML+

« Terminacién: la propagacion termina con la formacion de un
producto estable de peroxidacidon. Ya sea por la uniéon de dos
radicales o por reaccidon con algun antioxidante disponible. Uno de
los productos es el hidroperdxido lipidico (LOOH), pero implica la
posible conversion de numerosos PUFAs en hidroperdxidos que en
presencia de metales de transicion pueden generar radicales

capaces de reiniciar la peroxidacién lipidica.

LH +LOO* —L* + LOOH

4.5.2 Proteinas

El dafio, al azar, por parte de las EROs a proteinas es poco probable, solo
si los radicales libres se acumulan, cosa que no es normal en una célula
sana, o si el dano va dirigido a un lugar concreto de la proteina, se
produce el dafio oxidativo. En especial, el radical HO® interactia con
muchos aminoacidos y en ocasiones genera danos puntuales a proteinas
gue estan unidas a metales de transicion. Debido a que las proteinas unen
con frecuencia metales de transicion, este hecho las hace un blanco

perfecto del ataque del radical HO®* (Stadtman y Oliver, 1991).

Las proteinas pueden sufrir oxidacion de una zona del residuo aminoéacido,
unido a HO®, que altera la estructura de la proteina. Los RLOs son capaces
de peroxidar las cadenas de aminoacidos que constituyen las proteinas.
Muchas EROs son capaces de oxidar los grupos sulfihidrilos (-SH-) de las
proteinas alterando su conformacién espacial y como consecuencia su

funcién (Figura 15).
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Figura 15.

Los cambios en la estructura de las proteinas también pueden ser debidas
a errores en la sintesis de las mismas, y el origen de estos errores pueden
ser los RLOs. La nueva estructura molecular formada puede provocar la
pérdida de funcionalidad e iniciar una cadena de alteraciones en el

metabolismo celular. La mayoria de proteinas dafiadas son eliminadas

Estructura primaria de las proteinas.

rapidamente por enzimas proteoliticos presentes en la célula.

El grado de afectacion de la célula por el ataque de las EROs a proteinas es
muy amplio. Si el organismo no responde de manera adecuada, y teniendo

en cuenta que las proteinas regulan multitud de funciones, las EROs

pueden favorecer la aparicidon de patologias graves.

4.5.3 ADN

Las EROs reaccionan con el ADN, oxidando el esqueleto azucar-fosfato y

las bases nitrogenadas.

posicion del azlUcar desoxiribosa del ADN provocando la ruptura de una o

las dos cadenas. La oxidacidon de las bases nitrogenadas del ADN por
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accion de las EROs da lugar a diversos productos. Tres de las bases
modificadas mas importantes son: la guanina que se oxida a 8-
hidroxiguanina; la adenina que se oxida a 8-hidroxiadenina; y la timina
gue se oxida a timina glicol. Estos productos de oxidacion pueden ser
usados para determinar el grado de ataque de las EROs al ADN (Cathcart y
cols., 1984; Shigenaga y cols., 1989).

En el organismo existen enzimas que reparan el ADN de posibles
alteraciones. Sin embargo, si el dafio es muy extenso, estas enzimas no
alcanzan a reparar todo el ADN. Durante la replicacion de ese ADN
danado, las ADN polimerasas incorporan bases equivocadas al leer la base
oxidada, perpetuando la mutacion. Asi, durante el proceso de replicacion
se altera la estructura del material genético, estructura alterada que se
transmite a las futuras generaciones celulares. Estas alteraciones estan
relacionadas con el envejecimiento y con algunas patologias como el
cancer, el Alzheimer y la diabetes (Van Houten y cols., 2006; Moreira y
cols., 2008).

4.6 EFECTOS DEL EO SOBRE EL ORGANISMO

Todas las células de nuestro organismo producen RLOs y EROs como
consecuencia de su metabolismo aerdbico. Ademas, esta produccidn puede
verse incrementada por agentes externos (radiaciones, farmacos,

contaminantes, etc.).

En las ultimas décadas, cada vez son mas frecuentes las consultas
médicas sobre problemas de infertilidad y esterilidad. Ademas, se estima
que el 40 % de los problemas de infertilidad son atribuibles al hombre. Los
espermatozoides producen y exportan EROs al medio extracelular (Alvarez
y Storey, 1982, 1984a; 1985; Alvarez y cols., 1987). La mayoria de estas
EROs son producidas en la mitocondria y son el producto de la reduccién
monovalente del O, durante la fosforilacién oxidativa (Holland y cols.,
1982). Asimismo, Alvarez y Storey (1984b, 1995) demostraron que las

EROs inducen peroxidacion de acidos grasos poli-insaturados esterificados
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a fosfolipidos de membrana e inactivan enzimas glucoliticas. La
peroxidacion de los acidos grasos produce una permeabilizaciéon de las
membranas plasmatica y acrosomial conduciendo a una pérdida de la
viabilidad, motilidad y capacidad fecundante del espermatozoide. Por otra
parte, la inactivacién de enzimas glucoliticas conlleva un bloqueo en la
biosintesis de ATP y la consiguiente pérdida de motilidad, que en este caso
es por falta de energia necesaria para la contraccién de los microtibulos
flagelares y no por pérdida de ATP a través de la membrana, como en el
caso de la peroxidacion lipidica (Alvarez y Storey, 1984b) que produce

verdaderos agujeros en las membranas espermaticas.

Numerosos estudios han demostrado la relevancia clinica del EO en la
etiologia de la infertilidad masculina (Fujii y cols., 2003; Garrido y cols.,
2004). Estos estudios demuestran que los niveles de EROs producidos en
pacientes de infertilidad son significativamente mas altos que en hombres
fértiles (Aitken y cols., 1994). Esto parece estar relacionado con lo que se
ha designado como espermiogénesis defectuosa, en la cual los
espermatozoides no experimentan el proceso de maduracion normal,
saliendo a los tubulos seminiferos o “gradudndose” espermatozoides

inmaduros que producen niveles altos de EROs (Aitken y Clarkson 1987).

La mayoria de los estudios realizados hasta ahora sobre EO en infertilidad
masculina se han centrado Unicamente en espermatozoides eyaculados. Si
bien estos estudios han contribuido a mejorar nuestro conocimiento sobre
los efectos de las EROs en la funcidén espermatica, no han tenido en cuenta
el dafo que se puede producir en el epitelio de los tubulos seminiferos y
durante el transporte de los espermatozoides desde los tubulos
seminiferos al epididimo (Latchoumycandane y cols., 2002). Un ejemplo
seria el dafo del acrosoma. La induccion de peroxidacién lipidica por EROs
no sélo puede resultar en la permeabilizaciéon de la membrana plasmatica
sino también de la membrana acrosomial. Se ha demostrado que el H,0,
induce dafio del acrosoma e inhibe la induccién de la reacciéon acrosdémica

(Oehninger y cols., 1995).
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Los espermatozoides estan equipados con sistemas antioxidantes para
contrarrestar los efectos tdoxicos de las EROs. Disponen de enzimas
antioxidantes, como la SOD (Alvarez y Storey, 1983), la GR y la GPx
(Alvarez y Storey 1989; Storey y cols., 1998; Meseguer y cols., 2004).

Por otra parte, los tubulos seminiferos también estan protegidos contra el
EO. De hecho, muestran una expresion estadio-dependiente de la enzima
antioxidante SOD (Jow y cols., 1993). Ademas, la temperatura mas baja a
la que estda expuesto el testiculo contribuye a disminuir el riesgo de
peroxidacion lipidica y de dafio de ADN (Alvarez y Storey 1987). Esto es
especialmente relevante, ya que de todas las células corporales, las células
germinales son las que tienen un mayor contenido de acido
docosahexaenoico (DHA), el acido graso mas sensible a la peroxidacion

lipidica (Alvarez y Storey 1995; Ollero y cols., 2000).

La exposicion a ciertos contaminantes se ha relacionado con patologias del
sistema nervioso periférico y alteraciones neuropsicoldgicas (Pilkington y
cols., 2001; Ray y Richards, 2001). Estos contaminantes como hemos
visto pueden aumentar la produccién de EROs. Los cientificos han
implicado a las EROs en desordenes neurodegenerativos como la

enfermedad del Parkinson, Huntington o Alzheimer (Smythies, 1999).

El cerebro es especialmente vulnerable al EO debido a varios factores: el
elevado requerimiento energético, el elevado consumo de oxigeno, la
riqueza del cerebro en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) susceptibles
a peroxidacion, los elevados niveles de metales de transicion (p. ej., Fe,
Cu) presentes en ciertas partes del cerebro (Hill y Switzer, 1984) y por
ultimo las defensas antioxidantes relativamente bajas del cerebro (Pajovic
y cols., 2003). Todos estos factores parecen incrementar el riesgo de

desarrollar enfermedades neurodegenerativas.

Estudios experimentales sugieren que muchos compuestos persistentes
como los PBDEs causan neurotoxicidad durante el desarrollo pero el
mecanismo es todavia desconocido. Algunos autores demostraron in vitro

que los PBDEs causan EO y muerte celular por apoptosis en neuronas (He
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y cols., 2008; Yu y cols., 2008). Ademas, parece que la neurotoxicidad de
los PBDEs esta modulada por los niveles intracelulares de GSH y existe un
polimorfismo genético que aumenta la susceptibilidad a sus efectos

adversos (Giordano y cols., 2008).

Las EROs han sido implicadas en la patogénesis de diversas formas de
enfermedad hepatica. Cuando las células hepaticas son expuestas a un
exceso de estas especies reactivas, se produce el dafio oxidativo y se
afectan muchas funciones celulares (Kaplowitz, 2000). Este proceso puede
alterar la expresion de determinados genes a través de la activacion de
factores de transcripcidn que conduce a una activacién de citoquinas,
moléculas de adhesién, genes de supervivencia, etc., o pueden inducir
alteracion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial con

consecuencias letales (Kaplowitz y Tsukamoto, 1996).

La expresidon génica estd modulada tanto por sefales fisioldgicas
(hormonas, citoquinas, etc.) como por factores ambientales (parametros
fisicos, xenobiodticos, etc.). El EO es un modulador de la expresion génica
implicado en ambas vias expuestas. De hecho, los RLOs y las EROs han
sido descritos como segundos mensajeros para varios factores de
crecimiento y citoquinas, pero también han sido implicados en el
metabolismo de xenobidticos o deficiencia enzimatica (Morel y Barouki,
1999).

El estado redox de la célula puede controlar la activacion del factor de
transcripciéon NF-kB. El EO, incluyendo los productos de la peroxidacién
lipidica (Bowie y cols., 1997), o la deplecién de GSH y su consecuente
aumento de GSSG citosdlico en respuesta al EO, causan una rapida
activacion de NF-kB (Rahman, 2000). Este factor estd implicado en
numerosos procesos como son la respuesta adaptativa a cambios en el
balance redox celular (Mercurio y Manning, 1999), inflamacion, respuesta
celular inmune, regulacién del ciclo celular, diferenciacion y proteccion
frente a la apoptosis (Baeuerle y Baltimore, 1996; Joyce y cols., 2001).

Estudios realizados en roedores demostraron que algunos contaminantes

organicos incrementan el EO en higado, incluyendo peroxidacién lipidica,
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dafio oxidativo al ADN y activacion del factor de transcripcién sensible al
estado redox NF-kpB (Fernie y cols., 2005; Tharappel y cols., 2008).
Asimismo, estudios realizados en humanos apoyan el dafio oxidativo al
ADN ya que la exposicién a contaminantes en su area de trabajo aumentd
significativamente los niveles de 8-hidroxi-2’ deoxiguanosina (8-OHdG) en

orina (Wen y cols., 2008).

45



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA

Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra
ISBN: 978-84-692-5925-2/DL: T-1664-2009

HIPOTESIS Y OBJETIVOS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA

Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-5925-2/DL: T-1664-2009 Hipdtesis y objetivos

1. INTERES DEL TRABAJO

Los PBDEs son compuestos quimicos organicos que se usan como
retardantes de llama utilizados en una amplia seccién de productos
industriales y de consumo. Como consecuencia de su uso comercial, los
niveles de PBDEs en el medioambiente se han incrementado en las ultimas
décadas. Uno de los congéneres mayoritarios encontrados en muestras

bioldgicas es el BDE-99.

La mayor parte de estudios experimentales realizados hasta el momento
han evaluado los efectos de los PBDEs en el desarrollo de las crias tras una
exposicion prenatal/perinatal pero no en adultos. Todavia falta mucha
informacion acerca de su toxicidad, sobre todo teniendo en cuenta que se

ha descrito su comportamiento como disruptores endocrinos.

Se desconoce hasta el momento los mecanismos a través de los cuales los
PBDEs actuan. El dano celular inducido por algunos téxicos y/o
contaminantes ambientales se manifiesta con cambios en el estado
oxidativo. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre los sistemas
oxidantes y antioxidantes. Estos sistemas se pueden alterar en diferentes

situaciones fisioldgicas y patoldgicas a causa de los radicales libres.

2. HIPOTESIS

Segun lo descrito en los antecedentes y teniendo en cuenta que el PBDE
mayoritario en las muestras bioldgicas es el BDE-99, la hipotesis de este

trabajo supone que:

Los daifios a nivel fisiolégico derivados de la exposicion a BDE-99
podrian deberse a un desequilibrio en el balance de los agentes
oxidantes y mecanismos antioxidantes, asi como a una interaccion

en la respuesta hormonal.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la exposicion oral a BDE-99 sobre la funcidn

cognitiva y reproductiva en ratas macho adultas.

Para

llevar a cabo dicho objetivo principal se han desarrollado los

siguientes objetivos especificos:

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

48

Evaluar los efectos neuroconductuales derivados de la exposicidn
oral a BDE-99.

Determinar el peso del testiculo y epididimo y relacionarlos con el
numero de espermatidas y espermatozoides. Asimismo, evaluar

parametros seminales como movilidad y morfologia.

Estudiar los efectos de la exposicion a BDE-99 sobre la respuesta

hormonal asi como sobre parametros bioquimicos en sangre y orina.

Valorar los biomarcadores de estrés oxidativo en epididimo,
testiculo, higado, rifidén, corteza, hipocampo y cerebelo tras la
exposicion a BDE-99 y relacionarlos con las respuestas fisioldgicas

observadas.

Realizar un estudio histopatolégico de los tejidos mencionados

anteriormente para valorar los efectos a nivel tisular.
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MATERIALES Y METODOS
1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio se utilizaron ratas como animales de
experimentacién. Estas se distribuyeron en tres grupos de 10 animales
cada uno: un grupo control al que se le administré el vehiculo aceite de
maiz y dos grupos de tratamiento a los que se les administré BDE-99 a las
dosis de 0.6 y 1.2 mg/kg via intragastrica (gavage) en una dosis Unica. A
los 3, 22 y 44 dias se realizé una bateria de observacién funcional (FOB).
Tras 45 dias de la exposicidon, se realizaron una serie de tests de
neurocomportamiento. Una vez finalizadas éstos, se ubicaron los animales
en jaulas metabdlicas donde permanecieron 24 horas con el fin de obtener
orina para el analisis bioquimico y la determinacion de isoprostanos (Jones
y cols., 1995). Finalmente, se anestesiaron mediante ketamina-xilazina
(80 mg/kg-10 mg/kg) y se procedié a la extraccién de sangre para la
determinacion de marcadores de estrés oxidativo, parametros bioquimicos
y niveles hormonales. Tras el sacrificio, se extrajeron los testiculos,
epididimos, higado, rifiones y el cerebro. De este Ultimo se separaron las
areas: cortex, cerebelo e hipocampo. De los tejidos mencionados
anteriormente, se obtuvieron las fracciones solubles para el estudio de los
diferentes parametros indicadores de estrés oxidativo. En el caso de
testiculo y epididimo, se guardd una fracciéon para la evaluaciéon de los
parametros seminales. Una fraccién de todos los tejidos se conservd para

su posterior evaluacién histopatoldgica (Figura 16).
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[ Testiculo | [ Higado || Riion ] [ cerebro |

Epididimo
Parametros
seminales

Marcadores de estrés oxidativo
Estudio histopatoldogico

Figura 16. Esquema de las muestras obtenidas y determinaciones realizadas.

2. MATERIALES

2.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Charles River), con
un peso medio entre 250-300 g. Los animales fueron acomodados en
jaulas Makrolon en el estabulario bajo condiciones estandar de
temperatura (22+2 ©°C), humedad relativa (5010 %) y un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas diarias (luz 8:00-20:00). En todo momento los
animales recibieron agua del grifo y pienso ad libitum (dieta estandar
Panlab, A04 para roedores, Barcelona). Se dejaron los animales un periodo

de aclimatacion de 14 dias antes de empezar el experimento.
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En todo momento se siguieron las normas aprobadas por la Generalitat de
Catalunya para la manipulacion de animales de experimentacion. Todos
los procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de animales de

experimentacion de la Universidad Rovira i Virgili.

2.2 REACTIVOS

+ Tratamiento
- BDE-99 (2,2',4,4',5-pentabromodifenil éter): LGC Standards
S.L.U CIL BDE-99-CS-0
- Aceite de maiz: ARSUA

+ Estudio de parametros seminales

- Solucién de Hank's: Sigma-Aldrich H9269

- Panoptico Rapido: QCA soluciones 1-991681, 2-994239 y 3-
992426

- Solucién de tritén: 0.01 % Tritdon X-100, Panreac 212314 con
0.9 % NaCl, Panreac 131659

- Formaldehido al 3.7-4 % peso/volumen: QCA 991005

- Solucion de Richardson (Hematoxilina de Harris 50 %): QCA
992232

« Estudio histopatoldgico
- Formaldehido al 3.7-4 % peso/volumen: QCA 991005
- Hematoxilina-Eosina: QCA 992232-Merk 15939

« Analisis bioquimico
- N-Acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG): Roche 875406
- Creatinina: QCA 998891
- Urea: QCA 991305
- Acido urico: QCA 990796
- Reactivo Biuret: QCA 997171
- Transaminasa glutamicooxalacética (GOT): QCA 999500
- Transaminasa glutamicopiravica (GPT): QCA 999200
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- Gamma-GT (GGT): QCA 995666

- Lactato deshidrogenasa (LDH): QCA 990035
- Colinesterasa (CE): QCA 990878

- Fosfatasa alcalina (FA): QCA 990516

« Valoracion del estrés oxidativo
- Reactivo de Bradford: Sigma B6916
- Albumina sérica bovina (BSA): Sigma A9647
- Glutation oxidado (GSSG): Sigma G4501
- Glutatién reducido (GSH): Sigma G4251
- Epinefrina: Sigma E4375
- Glutatién reductasa (GR): Sigma G3664
- Fosfato potasico basico (K;HPO,): Panreac 121512
- Fosfato potasico acido (KH,PO,): Panreac 131509
- Acido etildiaminotetracético (EDTA): Merck 1084180100
- Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina reducido
(NADPH): Sigma N 7505
- T-butilhidroperdxido (T-BuOOH): Sigma T9889
- Acido tricloroacético (TCA): Panreac 131067
- Fosfato sédico basico (Na,HPO,): Panreac 131679
- Fosfato sddico acido (NaH,PO,): Panreac 121677
- N-etil-maleimida (NEM): Merck 101308
- O-phtalaldehido (OPT): Merck 111452
- Hidréxido sédico (NaOH): Panreac 171561
- Perdxido de hidrégeno (H,0,): Merck 8599, 30 %
- Carbonato sédico basico (Na,CO3): Merck 6392
- Acido clorhidrico (HCI): Panreac 131020
- Acido tiobarbittrico (TBA): Sigma T5500
- Butil hidroxi tolueno (BHT): Sigma W218405
- Kit inmunoensayo para isoprostanos: Cayman Chemical 516351

+ Anestesia y sacrificio de los animales

- Ketamina: Ketolar(/Xilazina: Sigma: X 1251
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2.3 APARATOS PARA LA REALIZACION DE TESTS DE
NEUROCOMPORTAMIENTO

- Evitacion pasiva (Passive avoidance)

El aparato utilizado para el test de evitacién pasiva consiste en
una caja (40x20x20 cm) fabricada con ldaminas de perspex y
dividida en dos secciones: un compartimento de salida y uno de
escape. El compartimiento de salida es blanco y esta iluminado
(bombilla 24V-10 W). El compartimento de escape es oscuro.
Entre los dos compartimentos hay una puerta de guillotina. La
base es una rejilla, a través de la que se administra una
descarga eléctrica al animal cuando cambia del compartimento
claro al oscuro (Figura 17). El aparato esta conectado a un
controlador que registra la latencia de entrada del animal al
compartimento oscuro. En el controlador se puede fijar el tiempo
que transcurre desde que introducimos el animal hasta la
apertura de la puerta, la duracién y la intensidad de la descarga,
ademas del tiempo de latencia maximo para cada ensayo.

(Passive Avoidance Apparatus, Panlab SL, Ugo Basile, Italia).

Figura 17. Test de evitacion pasiva.
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« Campo abierto (Open field)

Para la realizaciéon de este test el recinto utilizado es de madera
plastificada (80x80x47 cm) y abierto por la parte superior. Su
interior puede estar iluminado de forma indirecta por luz blanca de
60 W de potencia. En el suelo del recinto se distinguen dos zonas: el
centro y la periferia. La periferia ocupa desde las paredes del recinto
hasta 15 cm hacia el centro. La zona restante se define como centro
(Figura 18) (Colomina y cols., 1999; Bellés y cols., 2005).

Para el registro de todas las acciones se utiliza el equipo Ethovision,
version 1.70, de Noldus Technology para PC, y una cdmara de video
modelo Sony CCD-IRIS. Este equipo es un sistema integrado de
grabacion en video, analisis de movimiento y reconocimiento de

patrones de conducta.

periferia

Figura 18. Test de campo abierto.
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« Laberinto de agua de Morris (Water maze)

Para la realizacién del test del laberinto de agua, descrito por
primera vez por Morris (1984), se utiliza una piscina de 160x60 cm.
Dentro de la piscina y sumergida a 1 cm del nivel del agua, hay una
plataforma cilindrica de plastico transparente de dimensiones: 12
cm de didmetro y 20 cm de altura (Figura 19). Las paredes del
habitaculo donde se ubica la piscina disponen de una serie de
sefales geométricas diferentes para la orientacién de los animales
(una cruz, un circulo, un cuadrado, etc.). La temperatura del agua
durante el test es de 23+2 °C.

Para el registro de todas las acciones se utiliza el equipo Ethovision,
version 1.70, de Noldus Technology para PC, y una cdmara de video
modelo Sony CCD-IRIS. Este equipo es un sistema integrado de
grabacion en video, analisis de movimiento y reconocimiento de

patrones de conducta.

Figura 19. Test del laberinto de agua.
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2.4 OTROS MATERIALES E INSTRUMENTOS

« Analizador automatico: Cobas Fara Mira

« Balanza de precisidn: Sartorius Analytic

« Homogenizador :Politron PCU Kinematica

« Centrifuga: Kokusan H-103N

» Ultracentrifuga: Control Centrikon T-1045

+ Contador de espermatozoides: Crisol-Leucoesperm 84
« Espectrofluorimetro: Perkin Elmer LS 50 B

+ Espectofotdémetro: Perkin Elmer Lambda 25, UV/VIS
» Incubadora: P-Selecta 2001248

« Microscopio 6ptico: Olympus

« Microcentrifuga: P-Selecta Centrolit II

* Medidor de pH: Crisol Micro pH 2001

« Jaulas metabdlicas

« Analizador de inmunoensayos: Advia Centaur

3. METODOS

3.1 BATERIA DE OBSERVACION FUNCIONAL “FOB”

El protocolo de la FOB es una adaptacion del disefiado originalmente por
Moser (2000) con el fin de detectar efectos neurotéxicos en ratas. Esta
evaluacion permite obtener un indice del estado general, muy util para
evaluar si los animales presentan signos de toxicidad debidos a un
tratamiento o exposicién a algun compuesto. En este estudio, el protocolo
de la FOB consiste en 21 puntos para evaluar la actividad y excitabilidad
del sistema nervioso central, efectos neuromusculares y auténomos, asi
como la reactividad sensorial y motora (Fuentes y cols., 2007). Las

variables que forman parte de la FOB se describen a continuacion.
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A. Observaciones realizadas en una jaula individual (2

minutos)

1. Postura inicial:

a)

b)

c)
d)

e)

f)

(puntuacidon 1): sentado o de pie a cuatro patas, dos patas
(“rearing”) o dormido.

(puntuacion 2): acurrucado o tumbado.

(puntuacion 3): de pie con ligero balanceo.

(puntuacién 4): de pie con balanceo exagerado o cabizbajo.
(puntuacidon 5): tumbado boca abajo con las extremidades
abiertas.

(puntuacidon 6): tumbado boca arriba con las extremidades

hacia arriba.

2. Estado de vigilancia:

a)
b)

c)

d)

e)

f)

(puntuacién 1): muy bajo (en coma o estupor).

(puntuacidon 2): bajo, presencia de algun movimiento de
cabeza o cuerpo.

(puntuacion 3): deprimido, algunos movimientos
exploratorios estan presentes con periodos de inmovilidad.

(puntuacién 4): normal

(puntuacién  5): alta (excitado, tenso, temblores
espontaneos).
(puntuacidn 6): muy alta (saltos bruscos, muy excitado).

B. Observaciones al manipular el animal (2 minutos)

1. Respuesta inicial al coger el animal de su jaula y depositarlo en

la caja de experimentacién.

a)
b)

c)

(puntuacion 1): muy facil, el animal permanece quieto.
(puntuacidon 2): facil, sin demasiada resistencia ni huir del
experimentador.

(puntuacidon 3): moderadamente dificil, se levanta sobre dos

patas y sigue con frecuencia la mano del investigador.
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d) (puntuacion 4): huye, retrocede, se agacha con o sin
vocalizaciones.
e) (puntuacion 5): dificil, el animal corre por el perimetro del

recinto.

Reaccidon a la mano del experimentador

a) (puntuacion 1): baja, facil de manipular con poca resistencia.

b) (puntuacién 2): moderadamente baja, alguna resistencia con
0 sin vocalizaciones.

c) (puntuacion 3): moderadamente alta, temblores o esta rigido
en la mano, con o sin vocalizaciones.

d) (puntuacion 5): alta, intenta morder, trepar.

Salivacién
a) (puntuacion 1): ausencia.
b) (puntuacién 2): leve.

c) (puntuacion 3): severa.

Lagrimeo
a) (puntuacion 1): ausencia.
b) (puntuacién 2): leve.

c) (puntuacion 3): severa.

Pilo ereccion
a) (puntuacion 0): ausencia.

b) (puntuacién +): leve.

Falta de pelo (*grooming”)
a) (puntuacion 0): ausencia.

b) (puntuacién +): leve.

Parpadeo
a) (puntuacion 1): ojos abiertos.
b) (puntuacién 2): parpados algo caidos.

c) (puntuacion 3): ojos casi cerrados
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ISBN:

d)

(puntuacion 4): ojos totalmente cerrados.

C. Observaciones en el campo abierto (“open field”)

1. Marcha

a)
b)

c)

d)

e)

f)
9)

(puntuacién 1): normal.

(puntuacion 2): ataxia, excesivo balanceo.

(puntuacidon 3): excesivo movimiento en las patas traseras,
arrastrandolas, sobrecompensacion.

(puntuacidn 4): extremidades anteriores extendidas o
incapaces de soportar el peso corporal.

(puntuacion 5): marcha de puntillas.

(puntuacién 6): marcha encorvado o agachado.

(puntuacidén 7): arrastrando el cuerpo o plano por Ila

superficie.

2. Anormalidades en la marcha

a)
b)
c)
d)

(puntuacién 1): normal.
(puntuacion 2): ligeramente anormal.
(puntuacién 3): moderadamente anormal.

(puntuacion 4): severamente anormal.

3. Estado de vigilancia

a)
b)

C)

d)

e)

f)

(puntuacién 1): muy bajo (en coma o estupor).

(puntuacién 2): bajo, presencia de algin movimiento de
cabeza o cuerpo.

(puntuacion 3): deprimido, algunos movimientos
exploratorios estan presentes con periodos de inmovilidad.
(puntuacién 4): normal

(puntuacion 5): alta (excitado, tenso, temblores
espontaneos).

(puntuacién 6): muy alta (saltos bruscos, muy excitado).

4. Movimientos ténicos involuntarios (caracterizados por una

contraccion muscular)
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a)
b)

c)

d)

e)

f)

(puntuacidén 1): ausencia.

(puntuacidn 2): contraccién de los extensores (extremidades
rigidas y estiraras).

(puntuacidon 3): opistétonos (arqueo de la espalda con la
cabeza hacia atras).

(puntuacidn 4): emprostotonos (arqueo del cuerpo hacia
abajo).

(puntuacidn 5): saltos explosivos (las cuatro patas abandonan
la superficie).

(puntuacidn 6): convulsiones ténico-clénicas que resultan en

disnea o muerte.

Movimientos clénicos involuntarios

a)
b)

C)

d)
e)
f)
g)
h)

(puntuacidén 1): ausencia.

(puntuacion 2): temblores en extremidades, orejas, cabeza o
piel.

(puntuacién 3): movimientos repetitivos de boca o
mandibulas.

(puntuacién 4): temblores ligeros del cuerpo.

(puntuacion 5): temblores severos del cuerpo.

(puntuacion 6): sacudidas secas.

(puntuacidén 7): sacudidas miocldnicas.

(puntuacién 8): convulsiones cldnicas.

Posicion de la cola

a)
b)
C)

(puntuacién 1): arrastrandola floja por la superficie.
(puntuacidn 2): rigida cerca de la superficie.

(puntuacién 3): rigida alta en el aire.

Vocalizaciones

a)
b)

(puntuacion 0): ausencia de vocalizaciones espontaneas.

(puntuacidn +): presencia de vocalizaciones espontaneas.
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D. Respuestas a la manipulacion (evaluacion sensorial y

motora)

1. Respuesta a la aproximacién de un objeto
a) (puntuacion 1): ausencia de reaccion.
b) (puntuacién 2): se acerca lentamente o lo huele o se gira.
c) (puntuacion 3): tiembla (“freezing”, inmévil, paralizado).
d) (puntuacion 4): respuesta mas enérgica que la b o la c.

e) (puntuacion 5): respuesta exagerada (salta, muerde, ataca).

2. Respuesta al contacto con un bastoncillo
a) (puntuacion 1): ausencia de reaccion.
b) (puntuacién 2): se gira lentamente o se va o vocaliza sin
movimiento.
c) (puntuacion 3): tiembla (“freezing”).
d) (puntuacion 4): respuesta mas enérgica que la b o la c.

e) (puntuacion 5): respuesta exagerada (salta, muerde, ataca).

3. Respuesta al ruido
a) (puntuacion 1): ausencia de reaccion.
b) (puntuacién 2): reaccién ligera conforme ha oido el ruido.
c) (puntuacion 3): tiembla (“freezing”) asustado.
d) (puntuacion 4): respuesta mas enérgica que la b o la c.

e) (puntuacion 5): respuesta exagerada (salta, muerde, ataca).

4. Respuesta al girarse (“righting reflex”)
a) (puntuacion 1): normal, se gira en 1 segundo o menos.
b) (puntuacién 2): lento, se gira en 2 segundos.
c) (puntuacion 3): muy lento, tarda mas de 2 segundos en

girarse.

5. Pantalla invertida
a) (puntuacion 1): se cae.
b) (puntuacién 2): permanece en la posicién de inicio (colocado

en el centro de la pantalla mirando hacia abajo).
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c) (puntuacion 3): se gira y sube hasta arriba en 20 segundos o

menos.

E. Medidas fisiologicas

1. Diarrea/ defecaciones claras
a) (puntuacion 0): ausencia.

b) (puntuacién +): presencia.

2. Exceso de orina
a) (puntuacion 0): ausencia.

b) (puntuacién +): presencia.

3.2 TESTS DE NEUROCOMPORTAMIENTO

62

Evitacion pasiva (Passive avoidance)

Con este test se puede evaluar la memoria reciente de los animales.
La rata se situa en el compartimento claro o de salida y después de
un periodo de tiempo de 60 segundos, se abre la puerta de
separacién entre compartimentos, de manera que el animal puede
acceder al compartimento oscuro (por el que se siente atraido
debido a su condicion de animal nocturno). Transcurridos unos
segundos, el animal entra de forma espontdnea al compartimento
oscuro. El tiempo que tarda en acceder a este compartimento se
conoce como periodo de latencia de la adquisicion (T1). Tras unos
segundos y de forma automatica, se cierra la puerta de separacion y
se produce una descarga eléctrica de 1 mA durante 3 segundos.
Transcurridas 24 horas, se somete al animal al mismo test pero con
la diferencia que no se produce la descarga eléctrica. La valoracion
de la memoria se realiza calculando el tiempo que tarda el animal en
acceder al compartimento oscuro, latencia de retencién (T2). El
periodo de latencia es mayor en animales que recuerdan que el

acceso al compartimento oscuro supone una situacién aversiva
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(descarga eléctrica), en la fase de recuerdo. Si el periodo de latencia
supera los 5 minutos, se considera que el animal ha aprendido la
tarea de forma significativa (Colomina y cols., 2002; Albina y cols.,
2005).

Campo abierto (Open-field)

Este test permite estudiar diferentes parametros de la actividad
motora. Se valoran la distancia total recorrida (actividad horizontal)
y el nimero de levantamientos realizados (actividad vertical) en
periodos de tiempo determinados. El animal se coloca en el centro
del recinto y se observa su actividad durante 15 minutos, que
subdividimos en periodos de 5 minutos para la valoracién de la
habituacion. En nuestros estudios registramos la distancia recorrida
como indicador de actividad horizontal y el numero de

levantamientos como indicador de actividad vertical.

Laberinto de agua (Water-maze)

El laberinto de agua fue disefiado por primera vez por Morris
(1984), para valorar el aprendizaje y la memoria espacial en ratas.
Este test implica una tarea de navegacién en la que la rata debe
encontrar un objetivo invisible, la plataforma, y orientarse respecto
a otros estimulos que se encuentran a una cierta distancia del
objetivo pero que guardan una relacion espacial con él. Parece ser
que los animales utilizan un mapa cognitivo como representacién de

su entorno cuando resuelven esta tarea.

En nuestro trabajo, el laberinto se divide en 4 cuadrantes,
situdndose la plataforma en el centro del cuadrante objetivo. Cada
animal realiza 4 intentos o trials durante 3 dias consecutivos
(adquisicién). Al inicio de cada intento, la rata se introduce en la

piscina, mirando hacia la pared, desde una de las 4 posiciones de
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salida. Estas posiciones son cambiadas diariamente de manera
pseudoaleatoria. La duracion maxima de cada intento es de 60
segundos. Los animales que no logran alcanzar la plataforma
durante este tiempo, son situados por el experimentador sobre la
misma donde permanecen 30 segundos. Tras un periodo entre
intentos de 30 segundos, la rata se sitla en la siguiente posicion de

salida y asi sucesivamente hasta finalizar los 4 intentos.

Al cuarto dia, se valora la retencidon de la tarea mediante un test de
retencidn (trial probe), el cual consiste en dejar nadar al animal

libremente durante 60 segundos, sin la plataforma.

Se analizan la distancia recorrida, la velocidad de nado y el tiempo
que tardan los animales en encontrar la plataforma durante el
periodo de adquisicién. Estas mismas variables son analizadas para
cada animal, en el cuadrante objetivo durante el trial probe. Con el
objeto de evaluar los resultados provenientes del periodo de
adquisicién, se realiza la media de los diferentes intentos por dia y
por animal (Nagahara y cols., 1995; Almaguer-Melian y cols., 2003;
Albina y cols., 2005).

3.3 OBTENCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

64

Orina

Para el analisis bioquimico de orina, ésta se recoge tras permanecer
cada rata 24 horas en una jaula metabdlica (Jones y cols., 1995). A
continuacion, se mide el volumen obtenido y se purifica la orina
centrifugando durante 10 minutos a 2000 rpm y 4 °C. De la orina
obtenida, una parte se utiliza para la determinacién en fresco de
lactato deshidrogenasa (LDH), n-acetil-B-D-glucosaminidasa (NAG)
y gamma-GT (GGT). Parte de la orina obtenida, se congela a -80 °C
con butil hidroxi tolueno (BHT) como antioxidante para la

determinacion de isoprostanos. El resto de la fraccion se congela a -
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20 °C hasta el momento de realizar las determinaciones restantes

(proteinas, acido urico, urea y creatinina).

Sangre

De cada animal se obtiene sangre en tres tubos diferenciados:
suero, heparina-litio (HL) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA),

para la determinacion de los diferentes parametros.

a. Parametros bioquimicos y hormonales

Estos analisis se realizan en muestras de suero. Para su obtencién
se deja en reposo la sangre tras su extraccidon durante 1 hora a 4
OC. A continuacion, se centrifuga durante 15 minutos a 2000 rpm y
4 oC. Del suero obtenido, una parte se utiliza para la determinacion
en fresco de LDH y GGT. El resto de la fraccién se congela a -20 °C
hasta el momento de realizar las determinaciones bioquimicas:
fosfatasa alcalina (FA), transaminasas glutamicooxalacética (GOT) y
glutamicopirtvica (GPT), creatinina, urea, acido dUdrico vy
colinesterasa (CE); asi como, los niveles hormonales de tirotropina
(TSH), tiroxina total y libre (T4, T4L), triyodotironina total (T3),

testosterona, progesterona y androstenediona.
b. Marcadores de estrés oxidativo
Para la obtencion de los diferentes marcadores de estrés oxidativo

el plasma y los eritrocitos se separan centrifugando durante 15

minutos a 2000 rpm y a 4 °C.
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b.1 Tubo de HL

Del plasma sobrenadante obtenido se toma 1 ml y se precipita con
acido tricloroacético (TCA) al 70 % y 4 °C, a una concentracion final
del 10 % con la finalidad de extraer las proteinas y conservar la
muestra en un medio acido y evitar su oxidacién. La mezcla se agita
y se deja reposar a 4 °C durante 20 minutos. Pasado este tiempo,
se separa el precipitado centrifugando 10 minutos a 2000 rpm a 4
OC. El sobrenadante se guarda a -20 °C para determinar los niveles
de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG).

Los eritrocitos se lavan con suero fisioldgico centrifugando 5
minutos a 2500 rpm y a 4 °C. Después, se realiza una dilucion 1:20
con tampodn fosfato sédico 10 mM (Na,HPO4—NaH,PO,), pH 6.25,
EDTA 1 mM. A continuacion, a ese hemolizado se le anade TCA y se
deja reposar 20 minutos a 4 °C. Pasado este tiempo, se separa el
precipitado centrifugando 10 minutos a 2000 rpm a 4 °C. El
sobrenadante se alicuota y se congela a -20 °C para la posterior
determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) y GSSG/GSH en eritrocitos.

b.2 Tubo de EDTA

El plasma sobrenadante obtenido se congela a -20 ©°C para
determinar posteriormente los productos de peroxidacién lipidica o
TBARS.

Los eritrocitos se lavan segun el protocolo descrito en el tubo de HL.
En primer lugar, se congelan y descongelan dos veces a -20 °C,
después se anaden 5 volimenes de agua destilada fria para acabar
de lisar los eritrocitos. Se extrae la hemoglobina con una solucién de
etanol:cloroformo (1:1/2). Después de agitar la mezcla vy
centrifugarla 5 minutos a 3000 rpm y 4 °C, la superoxido dismutasa
(SOD) se encuentra en la fase sobrenadante que se guarda a -20 °C

para su posterior determinacion.
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En segundo lugar, una alicuota de los eritrocitos anteriormente
lavados se diluyen 1:20 con agua bidestilada fria para obtener el
producto hemolizado que contiene las enzimas CAT, GR y GPx. De
este producto se separa una parte para determinar la CAT y el resto
para determinar GR y GPx. Las dos muestras se congelan a -20 °C

hasta el momento de ser procesadas.

 Tejidos

Se obtienen las fracciones solubles de epididimo, testiculo, higado,
rifdn, coértex, cerebelo e hipocampo para el estudio de los diferentes
parametros indicadores de estrés oxidativo. Para ello, se
homogeniza una fraccion de los diferentes tejidos con tampdn
fosfato sdédico 200 mM pH 6.25, en una proporcién 1:10
(peso/volumen). El homogenizado resultante se centrifuga a 10.000

g durante 1 hora a 4 °C.

Otra fraccidon de testiculo se conserva en una solucion de NaCl-
Tritbn a 4 ©°C, un maximo de 24 horas para el contaje de
espermatidas resistentes a la homogenizacion. El epididimo restante
se congela a -20 °C para la evaluacion posterior de la movilidad y

morfologia de los espermatozoides.
Una fraccidn de todos los tejidos mencionados se fija con

formaldehido durante dos dias para su conservacion hasta el

momento del estudio histopatoldgico.
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3.4 ESTUDIO DE PARAMETROS SEMINALES

68

Valoracion de la movilidad del esperma

En una placa de Petri precalentada a 37 °C, con 5 ml de solucién de
Hank's, se deposita el epididimo izquierdo. Con un bisturi se
secciona la cauda (parte final o cola del epididimo) y se deja incubar
10 minutos a 37 °C en una estufa. Después de la incubacion, 20 pl
de la suspension se colocan en un portaobjetos precalentado a 37
OC y se cubre con un cubreobjetos de 22x22 mm. Esta preparacion
se observa en un microscopio 6ptico a 40x, donde se valoran un
minimo de diez campos. De cada campo se anotan los
espermatozoides mdviles, los inméviles y los diferentes grados de
movilidad (movilidad muy alta, alta, moderada y débil). A partir de
estos datos se calcula el porcentaje de movilidad del esperma
(Linares y cols., 2005; Alonso y cols., 2009).

Analisis morfolégico del esperma

Después de la valoracion de la movilidad del esperma, se retira el
cubreobjetos y se deja secar la muestra a temperatura ambiente.
Posteriormente, se tifie la preparacién con pandptico rapido (Gurr,
1971). Una vez seco, se observa en el microscopio optico a 40x la
morfologia de los espermatozoides. La clasificacion morfoldgica se
realizd de acuerdo con estudios previos realizados por Wyrobeck vy
Bruce (1975). A partir de esta clasificacion se calcula el porcentaje
de formas anormales y el porcentaje relativo de cada anormalidad

(Linares y cols., 2005).

Evaluacion de la produccion de esperma

Para evaluar la produccién de esperma, se descongela una fraccion

de epididimo a temperatura ambiente y se homogeneiza con 0.5 ml
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de solucion tritdn mediante diez golpes del homogenizador manual.
El homogenizado resultante, se diluye con 4.5 ml de la misma
solucién y se observa en el microscopio mediante una camara de
Neubauer a 40x con el fin de realizar el recuento del numero de

espermatozoides. Se realizan tres recuentos por cada muestra.

De una fraccién del testiculo derecho se retira la tunica albuginea, y
el parénquima testicular se homogeniza en 1 ml de la soluciéon de
tritdn. Una alicuota de esta suspension se tifie con una solucién de
Richardson y a continuacién, se observa en el microscopio mediante
la cdmara de Neubauer con el fin de realizar un recuento de
espermatidas resistentes a la homogenizacién (Linares y cols.,
2006; Alonso y cols., 2009).

3.5 BIOQUIMICA DE ORINA

Todas las determinaciones se realizaron en el auto-analizador Cobas Fara-

Mira. Excepto las proteinas que se determinaron en un espectrofotdmetro

Cary 1 de Varian.

Determinacion de la actividad enzimatica LDH

Esta técnica se basa en la medida de la transformacion de NADPH* a
NADP* debido a la accién de LDH que transforma el piruvato en L-

lactato a 340 nm segun la reaccion (Gay y cols., 1968):

Piruvato + NADPH* + HY —p L-lactato + NADP*

10 pl de orina, previamente diluida, se mezclan con 150 ul de la
mezcla: tampédn tris-HCl pH= 7.2 80 mM, piruvato sédico 1.6 mM,
NaCl 200 mM y NADPH 0.2 mM.

Los resultados se expresan en U LDH/orina 24h/kg.
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Determinacion de la actividad enzimatica NAG

La actividad enzimatica de la NAG se determina segun describieron
Yakata y colaboradores (1983). El fundamento de esta técnica es
medir la formacién de un complejo lilidceo (3-cresolsulfonftaleina) a

580nm que se forma por la accién de la NAG segun la reaccion:

3-Cresolsulfonftaleina-N-acetil-B—-D-glucosaminida

l

3-Cresolsulfonftaleina + N-acetilglucosamina

8 ul de orina, previamente diluida, se mezclan con 100 pl de
sustrato. A continuacidn, se incuba la mezcla 15 minutos a 37 °C.
Finalmente se afiaden 90 ul de NAG y se esperan 10 minutos para la

lectura.
Los resultados se expresan en U/mg creatinina.
Determinacion de la actividad enzimatica GGT

La actividad enzimatica de la GGT se determina segun describio
Szasz (1969). El fundamento de esta técnica es medir la formacion
de un complejo (5-amino-2-nitrobenzoato) a 405 nm que se forma

por la accion de la GGT segun la reaccién:

L-y-glutamil-p-nitroanilida + Glicil-glicina

l

L-y-glutamil-glicil-glicina + 5-Amino-2-nitrobenzoato

Se toman 10 ul de orina, previamente diluida, y se mezclan con 150
ul de la mezcla: tampdén pipes pH= 8.25 25 mM, L-y-glutamil-p-
nitroanilida 5 mM vy glicil-glicina 75 mM.

Los resultados se expresan en U GGT/24h/kg.
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Determinacion del nivel de creatinina

El fundamento de esta técnica es medir la formacidn de un
compuesto coloreado: el picrato alcalino de creatinina. Este se
forma como resultado de la reaccion entre la creatinina y el acido
picrico en medio alcalino y se cuantifica espectrofotométricamente a
510 nm (Spierto y cols., 1979).

A 20 ul de orina, previamente diluida, se le afiaden 160 pl de la
mezcla: acido picrico 55 mM, carbonato sédico 50 mM y NaOH 0.4
M.

Los resultados se expresan en mg creatinina/orina 24h

Determinacion del nivel de urea

La urea presente en las muestras consume NADPH segun las
reacciones acopladas descritas a continuacién. Esta disminucidon se
cuantifica espectrofotométricamente a 340 nm (Sampson y cols.,
1980).

Urea +2H,0 2330 HNH,* + CO52

2 a-Cetoglutarato + 2NH,* +2 NADH
GLDH

2 Glutamato + 2 NAD* + 2H,0

8 ul de orina, previamente diluida, se mezclan con 350 pl de la
mezcla: tampdn tris-HCl pH 7.8 100 mM, a-cetoglutarato sédico 6
mM, ADP 2 mM, NADH 0.2 mM, EDTA 4 mM, ureasa =4000 U/L,
glutamato deshidrogenasa (GLDH) >9000 U/L. A continuacién, se
realizan lecturas espectrofotométricas a los 30 segundos y al

minuto.

Los resultados se expresan en mg urea/ orina 24h
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Determinacion del nivel de acido urico

El acido urico presente en la muestra es oxidado enzimaticamente
por accién de la uricasa (UOD) y transformado en alantoina vy
H,0,. Este Ultimo reacciona con el cido p-hidroxibenzoico vy la 4-
aminoantipirina, en presencia de peroxidasa (POX), para formar
un complejo de quinoneimina de color rojo. La intensidad de color
medida espectrofotométricamente a 510 nm permite cuantificar el

acido urico presente en las muestras (Sanders y Plasman, 1980).

Acido Urico + H,0 + 0, —p Alantoina + CO, + H,0,

2 H,0, + 4-Aminoantipirina + Ac. p-Hidroxibenzoico

Quinoneimina + 4 H,0

A 4 ul de orina, previamente diluida, se le anaden 180 ul de Ila
mezcla: tampodn fosfato pH 7.2 75 mM, acido p-hidroxibenzoico 4
mM, 4-aminoantipirina 0.4 mM, EDTA Na,H,O 0.1 mM, uricasa
>90 U/L, ascorbato oxidasa =190 U/L, ascorbato oxidasa = 9000
U/L. A continuacidn se incuban las muestras 5 minutos a 37 °C y

se realizan las lecturas espectrofotométricas.

Los resultados se expresan en mg acido Urico/orina 24h

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas en muestras de orina se determina
por el método directo del Biuret. En disolucién alcalina, las proteinas
forman con los iones cobre (II) un complejo coloreado, de gran

estabilidad, cuantificable espectrofotométricamente (Peters, 1968).

Se toman 50 pl de orina y se le afiaden 350 ul de la mezcla: NaOH
0.47 M, yoduro potasico 23.3 mM, sulfato de cobre (II) 6.5 mM y

tartrato Na-K 22.1 mM. A continuacion se incuban las muestras 10
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minutos a temperatura ambiente y se realizan las lecturas

espectrofotométricas a 540 nm.

Los resultados se expresan en mg proteina/orina 24h

3.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS Y HORMONALES DE SANGRE
Todas las determinaciones se realizaron en el auto-analizador Cobas Fara-
Mira. Excepto la concentracién de hemoglobina que se determind en un

espectrofotdmetro Cary 1 de Varian.

Los niveles de creatinina, urea y acido Urico asi como la actividad LDH se

determinan segun lo descrito anteriormente en muestras de orina.
a. Parametros bioquimicos
+ Determinacion de la actividad FA
El fundamento de esta técnica es medir la formacién de un
compuesto coloreado, el p-Nitrofenol resultado de la reaccién

entre la FA y el p-Nitrofenilfosfato segun la reaccién (Hausamen
y cols., 1967):

p-Nitrofenilfosfato + H,0 i» p-Nitrofenol + Fosfato

4 pl de muestra se mezclan con 180 pl de la mezcla: tampdn
dietanolamina /HClI pH=9.8 1 M, p-Nitrofenilfosfato 10 mM vy
MgCl, 0.5 mM. A continuacion se realizan lecturas

espectrofotométrica a 405 nm a los 1, 2, 3 y 4 minutos.

Los resultados se expresan en U/L
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Determinacion de la transaminasa GOT

La enzima GOT cataliza la reaccion entre el acido L-aspartico y el
a-cetoglutdrico, dando oxalacético y L-glutdmico. EI 4&cido
oxalacético formado reacciona inmediatamente con el NADH en
presencia de la enzima malato dehidrogenasa (MDH) para dar

acido L-malico y NAD (Bergmeyer y cols., 1986).

Ac. a-Cetoglutarico + L-Aspartico ﬂ; Ac. L-Glutdmico + Ac. Oxalacético

Ac. Oxalacético + NADH* + H* MPHL ac (-Malico + NAD*

La velocidad de consumo del NADH se determina
espectrofotométricamente a 340 nm y es proporcional a la

actividad de la GOT en la muestra.

20 pl de muestra se mezclan con 180 pl de la mezcla: tampdn
tris-HClI pH=7.8 80 mM, acido L-aspartico 240 mM, é&cido a-
cetoglutarico 12 mM, NADH 0.18 mM, MDH =600 U/L y LDH
=800 U/L. A continuacion, se realizan lecturas

espectrofotométricas a 340 nm a los 1, 2, 3 minutos.

Los resultados se expresan en U/L

Determinacion de la transaminasa GPT

La enzima GPT cataliza la reaccion entre el acido L-aspartico y el
acido a-cetoglutdrico, dando &cido pirdvico y L-glutdmico. El
acido piruvico formado reacciona inmediatamente con el NADH
en presencia de la enzima lactato dehidrogenasa (LDH) para dar

acido L-lactico y NAD (Bergmeyer y cols., 1986).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA

Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-5925-2/DL: T-1664-2009 Materiales y métodos

Ac. a-Cetoglutéarico + L-Alanina ﬂ» Ac. L-Glutdmico + Ac. Pirtivico

Ac. PirGvico + NADH* + H*  _LPHy Ac. L-Lactico + NAD*

La velocidad de consumo del NADH se determina
espectrofotométricamente a 340 nm y es proporcional a la

actividad de la GOT en la muestra.

20 pl de muestra se mezclan con 180 pl de la mezcla: tampdn
tris-HC| pH=7.8 90 mM, alanina 500 mM, acido a-cetoglutarico
15 mM, NADH 0.18 mM y LDH =800 U/L. A continuacién, se
realizan lecturas espectrofotométricas a 340 nm a los 1, 2, 3

minutos.

Los resultados se expresan en U/L

« Determinacion de la actividad CE

La CE es una enzima que hidroliza la butiriltiocolina para dar
tiocolina y butirato. La reaccidon que se produce entre la tiocolina
y el ditiobis-nitrobenzoato (DTNB) da lugar a un compuesto

amarillo cuantificable a 405 nm (Den Blawen y cols., 1983).

Butiriltiocolina + H,0 C_E> Tiocolina + Butirato

Tiocolina + DTNB ——— . 2-Nitro-mercapto-benzoato

2 pl de muestra se mezclan con 300 pl de la mezcla: tampdn
fosfato pH=7.4 50 mM, DTNB 0.26 mM vy ioduro de
butiriltiocolina 6 mM. A continuacion, se realizan lecturas

espectrofotométricas a 405 nm a los 30, 60 y 90 segundos.

Los resultados se expresan en U/L
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+ Determinacion de niveles de hemoglobina

La cantidad de hemoglobina contenida en sangre total se

determina mediante la reaccion de Drabkin.

El Fe (II) de la hemoglobina es oxidado a Fe (III) por el
ferricianuro, dando Ilugar a la metahemoglobina que, en
presencia de i6n cianuro, origina la cianmetahemoglobina,
compuesto de color rojo y estable, que se puede determinar

fotométricamente (van Kampen y Zijlstra, 1961).

Se mezcla la sangre total con 250 volumenes del reactivo
(ferrocianuro potasico 20 mM y cianuro potasico 43 mM).
Después de una espera de 20 minutos a temperatura ambiente,

la muestra se lee en un espectrofotometro a 540 nm.

La concentracién de Hb se determina Unicamente para dar el
resultado de los parametros de estrés oxidativo en funcién de los

niveles de Hb.

b. Parametros hormonales

La determinacién de los niveles hormonales se realiza en un analizador
ADVIA Centaur de inmunoensayos mediante la técnica de la
quimioluminiscencia. Cuando se usa en combinaciéon con tecnologia de
inmunoensayo, la luz producida por la reaccién indica la cantidad de
analito que contiene la muestra (Weeks y Woodhead, 1984).

A la muestra que contiene la hormona a determinar o antigeno ( Ag),
se le afade el reactivo que consiste en una hormona marcada (Ag
marcado) con éster de acridinio (AE) y la fase sélida (particulas
paramagnéticas (PMP) recubiertas de anticuerpos especificos de la

hormona a determinar (Ac) tal como se indica en la Figura 20.
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Figura 20. Pasos de la técnica de quimioluminiscencia por enlace competitivo.
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Emision de luz

La cubeta se incuba 15 minutos a 37 °C. El Ag marcado con AE compite

con el Ag de la muestra por los sitios de unién especifica limitados en el

Ac unidos a las PMP. Si en la muestra hay mas Ag especifico del

analito, se une menos Ag marcado con AE. La cubeta se expone a un

campo magnético, que atrae las PMP hacia los imanes. Mientras los

imanes sostienen en su sitio a las PMP, la muestra y el reactivo no

unidos se eliminan mediante tres lavados. La cubeta contiene ahora la

hormona de la muestra y la hormona marcada con AE unida a las PMP

por

H,0,/NaOH/HNOs para iniciar la reaccidon de quimioluminiscencia.

emision de luz se mide en unidades relativas de luz (RLU). Una

el anticuerpo. A continuacién,

se anade una mezcla

de
La

Vez

cuantificada la luz producida por la oxidacion de AE, el sistema calcula

la concentracién de la hormona. La sefal es inversamente proporcional

a la cantidad de hormona presente en la muestra (Taieb y cols., 2003).
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3.7 ESTUDIO DE PARAMETROS INDICADORES DE ESTRES
OXIDATIVO

78

a. Determinacion de niveles de isoprostanos en orina

Los niveles de 8-epi-PGF2a libre se determinaron mediante un kit
comercial de inmunoensayo (Katsuki y cols., 2006). Las muestras de
orina se centrifugaron suavemente para eliminar el sedimento.
Seguidamente, 50 pl del estdndar o muestra de orina se depositaron en
una placa de 96 pocillos pre-tratada con anticuerpos monoclonales de
ratén purificados. Acto seguido, 50 ul del antisuero acetilcolinesterasa
unida a 8-isoprostano (tracer) se afiaden a cada pocillo y se incuban a
temperatura ambiente durante 18 horas. Después se lava con tampdn
de lavado, 200ul de reactivo de Ellman’s que contiene el substrato de la
acetilcolinesterasa (Figura 21). Las placas se leen a 412 nm vy los
valores de los niveles de 8-epi-PGF2a en orina se calculan mediante
una curva realizada con diferentes concentraciones del estandar de 8-

epi-PGF2a. El limite de deteccién del ensayo es de 1.5 pg/ml.

Los resultados se expresan en ng 8-isoprostano/mg creatinina.

1. Inmovilizacién 2. Incubacion 7 Ac monoclonal de

anticuerpos muestras con o

monoclonales tracery Inmobilizador
antiserum del 8-
isoprostano

mo Tracer

Antiserum especifico del 8-isoprostano
8-isoprostano libre

%

]
cm

3. Lavado 4. Revelado con el
reactivo Ellman’s

Figura 21. Esquema del método para la determinacién de isoprostanos.
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b. Marcadores de EO en tejidos y sangre

« Determinacion de la peroxidacion lipidica

La peroxidaciéon de los lipidos se determina por la formacion de
TBARS segun el método de Zupan y colaboradores (2008). Para
ello, se toman 150 ul de homogenado, plasma o eritrocitos, y se
le afaden 75 pl de dodecilsulfato sédico (SDS) y se incuba la
mezcla 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se
le afade acido acético al 20 % (pH=3.5) y se centrifuga durante
15 minutos a 3500 rpm y 4°C. Esta primera parte se realiza para

precipitar las proteinas de la muestra.

Seguidamente, se toma 1ml de fraccion soluble y se mezcla con
1 ml de una solucién de acido tiobarbiturico (TBA) al 0.8 %. Esta
mezcla se deja 1 hora en un bafio de aceite a 95 °C. Pasado este
tiempo, se enfrian las muestras con hielo. A continuacién, se
afaden 2 ml de una mezcla n-butanol/piridina (15/1) y se
centrifuga a 2000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Por ultimo, se

leen las absorbancias del sobrenadante a 532 nm.

Para la determinacion de la concentracion de la muestra se
construye una recta patron. Como estandar se utiliza el bis-
dietilacetal malonaldehido (MDA; d=0.92 kg/l) en diferentes

concentraciones.

La peroxidacion lipidica se expresa en nmol TBARS/mg proteina.

« Determinacion de la concentracion de GSH

El GSH se determina por el método de Hissin y Hilf (1976). El
GSH reacciona con el O-phtalaldehido (OPT) a un pH de 8. Para
ello, la fraccidn soluble previamente precipitada con acido

tricloroacético (TCA) se diluye 1:10 con tampdn fosfato sodico
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100 mM pH 8, EDTA 5 mM. A continuacion, se realiza una

segunda dilucién 1:20 en la cubeta de reaccién: 100 pl de la

fraccion soluble o plasma diluida con 1.8 ml de tampdn fosfato

sédico y 100 pl de OPT. Se mezcla todo y, después de una

incubacién de 15 minutos a temperatura ambiente, se lee en el

fluorimetro a una longitud de onda de extincién de 350 nm y una

longitud de onda de emisién de 420 nm.

Los resultados se expresan en nmol GSH/mg de proteina.

« Determinacion de la concentracion de GSSG

La concentracion de GSSG se mide por el mismo método anterior
(Hissin y Hilf, 1976). El GSSG también reacciona con el OPT y da

fluorescencia aunque a pH 12. Para evitar que el GSH se

transforme en GSSG, la fraccion soluble o plasma se incuba 25

minutos con N-etil-maleimida (NEM), que impedira la oxidacion.

Pasado el tiempo de incubacién, la fraccién soluble se diluye

1:10 con tampdén NaOH 0.1 N que aporta el pH de interés. A

continuacion, se vuelve a diluir la muestra, 1:20 en la cubeta,

donde se anaden 100 pl de OPT. Se incuba durante 15 minutos a

temperatura ambiente y se lee la fluorescencia bajo las mismas

condiciones descritas en el apartado anterior.

Los resultados se expresan en nmol GSSG/mg de proteina.

« Determinacion de la actividad enzimatica de la GST

La actividad enzimatica de la GST se determina

describieron Habig y colaboradores (1975). El fundamento de

esta técnica es medir la formacidon de un complejo coloreado que

1-cloro-2,4-

se forma por la reaccién entre el GSH y el

la glutation

dinitrobenceno (cDNB) gracias a la accion de

transferasa.

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA

Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-5925-2/DL: T-1664-2009 Materiales y métodos

30 pl de la fraccion soluble o plasma, previamente diluida, se
mezclan con 225 ul de reactivo de trabajo (1 ml cDNB 23.2 mM y
49 ml tampdn fosfato Na 200 mM pH 6.25). Después se afladen
30 pl de GSH 10 mM.

Finalmente, se realizan lecturas espectrofotométricas a una

longitud de onda de 340 nm, a tiempo 0 y a los 5 minutos.
Los resultados se expresan como mU GST/mg de proteina.
« Determinacion de la actividad enzimatica de la GPx

La actividad enzimatica GPx se mide segun lo descrito por
Wheeler y cols. (1990).

GPx
2GSH + T-BUOOH —— p GSSG + T-Butil

El fundamento de esta técnica es medir la disminucion de NADPH
a 340 nm durante 2 minutos, producida por la accién de la GR,
que segun la reaccion mostrada arriba, trasforma el GSSG

producido por la GPx.

54 ul de la fraccion soluble o plasma, previamente diluida, se
mezclan con 135 pl de reactivo de trabajo (3.7 ml tampodn
fosfato potasico 100 mM, EDTA 1 mM pH 7, 0.5 ml NADPH 2.25
mM, 0.1 ml de GR diluida 1:2.5 en tampdn fosfato potdsico).
Esta mezcla se incuba 5 minutos a 37 °C. Pasado este tiempo se
afaden 36 ul de T-butilhidroperdxido 15 mM previamente diluido
1:2. Finalmente, se realizan lecturas espectrofotométricas una

longitud de onda de 340 nm a tiempo 0 y a los 5 minutos.

El coeficiente de extincidon molar del NADPH es de 6.22 mMicm™.

Se calcula el descenso de NADPH/minuto.
Los resultados se expresan en mU GPx/mg de proteina.
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Determinacion de la actividad enzimatica de la GR

Al igual que en el apartado anterior, la actividad GR se mide
segun lo descrito por Wheeler y cols. (1990). Esta técnica se
basa en la medida de la disminucion de NADPH a 340 nm
durante 10 minutos, debido a la accién de la GR, que transforma
el GSSG en GSH. En este caso se forma de NADP* a partir de
NADPH inicial debido a la reduccién del GSSG.

GSSG + NADPH +H* — SR 2 GSH + NADP*
40 pl de la fraccién soluble o de plasma, se mezclan con 356 pl
de tampdn fosfato potasico (0.25 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4) y con
20 pl de NADPH.

Los resultados se expresan mU GR/mg de proteina.

Determinacion de la actividad enzimatica de la CAT

Con los 100 pl de fraccién soluble o de plasma, se realiza una
dilucion adicional con tampdén fosfato potdsico. EI método a

seguir en esta ocasion es el de Cohen y cols. (1970).

En una cubeta de cuarzo hasta un volumen final de 3 ml, se
mezclan H,O, 19 mM con tampdn fosfato potdsico 100 mM
(KH,PO4-K;HPO,) de pH 7.5 y con 20 ul de muestra diluida. El
fundamento es ver el grado de desaparicién H,0, durante los
primeros 30 segundos. Para realizarlo se utiliza wun

espectrofotdmetro que lee a una longitud de onda de 240 nm.

Se calcula el descenso/minuto y los resultados se expresan en

umol/min/mg proteina, moles de H,0; transformados.
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« Determinacion de la actividad enzimatica de la SOD

La actividad enzimatica de la SOD se mide mediante el método
de Misra y Fridovich (1972), basado en la auto oxidacién de la
epinefrina. Los superdxidos formados oxidan la epinefrina a
adenocromo. Este paso se puede seguir
espectrofotométricamente a 480 nm. La SOD transforma los
superoxidos en perdoxido de hidrégeno y oxigeno evitando la
formacion de adenocromo. Este proceso se resume en las dos

reacciones siguientes:

RH;™ + 05, + 2H* —— » RH3 + H,0,

epinefrina adenocromo

0, + 0, +2H* _SOD__ | H,0, + O,

El primer paso es evaluar la curva de autooxidacion de la
epinefrina. Para ello se mezclan 2.5 ml de tampdn carbonato
potasico Na,COs-NaHCO; (50 mM a pH 10.2, EDTA 0.1 mM) con
300 pl de agua bidestilada y 200 ul de epinefrina 6 mM en HCI 1
mM. La lectura se realiza cada 40 segundos durante 23 minutos
a 30 °C, en el espectrofotometro a una longitud de onda de 480
nm, como se ha comentado antes. A continuacion, se realizan las
diluciones pertinentes de la muestra con el fin de encontrar la
concentracién que inhiba el 50 % de la formacion del

adenocromo (Isp).

Las lecturas se llevan a cabo con una mezcla de 2.5 ml de
tampon, 300 pl de las diluciones correspondientes y 200 pl de
epinefrina, en las mismas condiciones espectrofotométricas

descritas anteriormente.

Los resultados se expresan en unidades U SOD/mg proteina,

donde una unidad es la cantidad de muestra que inhibe en un 50
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% la transformacién de epinefrina en adenocromo a un pH

alcalino.

Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracién de proteinas en los diversos tejidos se mide
mediante el reactivo de Bradford (Bradford, 1976). El método se
basa en la formacién de un complejo entre las proteinas y el
colorante Brilliant Blue G. Este complejo provoca que la
absorbancia maxima del reactivo pase de una longitud de onda
de 465 a 595 nm. La absorbancia es proporcional a la cantidad

de proteina presente en la muestra.

A 50 pul de la fraccidén soluble, previamente diluida, se le afade
1.5 pl de reactivo Bradford. Esta mezcla se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se lee la absorbancia de
la muestra en el espectrofotometro a una longitud de onda de
595 nm.

Como estandar se utiliza albumina sérica bovina (BSA) a una
concentracién de 1 mg/ml. La concentracién de albumina se
determind Unicamente para el cdlculo de los parametros de

estrés oxidativo respecto a los niveles de proteina.

3.8 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Una fraccion de testiculo, epididimo, higado, rifidn, cértex, cerebelo e

hipocampo se fija con formaldehido durante dos dias y seguidamente fue

incluida en parafina. Se realizan secciones de 3 ym, que posteriormente

son tefiidas con hematoxilina-eosina para su observacién en el microscopio

y evaluacién de alteraciones morfoldgicas.
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3.9 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se utiliza el programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

para PC, version 15.0.

Se trabaja con un nivel de significacidon del 5 % (p<0.05). Se calcula en
primer lugar, los descriptivos de todas las variables (medias y desviacidon
estandar). Para ver si los datos a estudiar siguen una distribucion normal,
se aplica el test de Levene para evaluar si existe homogeneidad de

varianzas.

Cuando no existen diferencias entre datos, es decir, los datos eran
homogéneos, se aplica un ANOVA (andlisis de varianza). En los casos en
que el ANOVA da diferencias significativas entre grupos, se realizan
pruebas de comparacién multiple entre grupos o pruebas post-hoc:
Tuckey.

Cuando el test de Levene es significativo, se realizan pruebas no
paramétricas: Kruskal-Wallis. En los casos que dan diferencias
significativas entre grupos, se hacen comparaciones mediante un test no

paramétrico de la U de Mann-Whitney.

Todos los resultados se analizan con el programa SPSS excepto los
procedentes de la FOB. En este caso se utiliza el programa CIA
(Confidence Interval Analysis), version 2.0, para el analisis por

comparacién de proporciones mediante el método de Wilson.
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RESULTADOS

1. BATERIA DE OBSERVACION FUNCIONAL

La respuesta del sistema nervioso central, los efectos nheuromusculares y
auténomos asi como la reactividad sensorial y motora fueron evaluadas
mediante la FOB. Dentro de las observaciones motoras, la prueba de la
pantalla invertida mostré diferencias significativas entre grupos a los tres
dias de la exposicién a BDE-99. Para la evaluacidon de esta prueba se le
otorg6 al animal una puntuacion (del 1 al 3) segun su habilidad en subir la
pantalla: puntuacién 1 si el animal se caia, 2 si permanecia en la posicidn
de inicio (situado en el centro de la pantalla mirando hacia abajo) y 3 si

giraba y lograba subir en 20 segundos 0 menos.

Los resultados del analisis estadistico por comparacion de frecuencias se
resumen en la Figura 22. Todos los animales del grupo control subieron la
pantalla en menos de 20s. El 80% de los animales expuestos a 0.6 mg
BDE-99/kg se cayd, mientras que el 20% logré subir la pantalla. El 80%
de los animales expuestos a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg permanecid en

la posicion inicial, mientras que el 20% se cayeron.

120 -

100%

100 -

80% 80%

80

60 - O cae
@ posicidn inicial
40 - O sube

Frecuencia

20% 20%

20

0% 0% 0% 0%
0 — I

20 0 mg BDE-99/kg 0,6 mg BDE-99/kg 1,2 mg BDE-99/kg

Figura 22. Comparacion de proporciones en la prueba de la pantalla invertida. Estadistica:

test de Wilson.
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En la Tabla 10 se resume el analisis de las proporciones y sus diferencias
en la prueba de la pantalla invertida segun el método de Wilson. Los
resultados se expresan como proporcidon respecto al intervalo de confianza
(1C).

Tabla 10. Habilidad de los animales en la tarea de la pantalla invertida.

cf;“l')';‘:;ggn 0-0.6 0-1.2 0.6-1.2
Puntuacion Frecuencia (IC)
1 -80% (-96.4 a -19.3)*  -20% (-0.624 a 0.264) 60% (0 a 83.2)
2 - -80% (-96.4 a -19.3)*  -80% (-96.4 a 19.3)*
3 80% (19.3 a 96.4)* 100% (38.6 a 100)* 20% (-26.4 a 62.4)

1: El animal se cae, 2: permanece en la posicion de inicio, 3: sube en 20 segundos o menos. Los
resultados se expresan como proporcién (IC). El superindice* indica diferencias significativas entre

grupos con una confianza del 95%. Estadistica: test de Wilson.

Para el resto de pruebas llevadas a cabo no se han visto efectos como

consecuencia de la exposicién a BDE-99.

2. EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA
EXPOSICION A BDE-99

El aprendizaje contextual de los animales se evalué mediante el test de
evitacién pasiva basado en el modelo de condicionamiento clasico. Se
evaluaron las diferencias en el periodo de latencia entre el dia de la

adquisicién (T1) y 24 horas después, en el dia de retencién (T2).

Se observé una disminucidon aunque no significativa del tiempo de latencia
durante la adquisicién (T1) en ambos grupos de exposicion a BDE-99
(Figura 23). Sin embargo, en el dia de retenciéon (24 horas después de la
adquisicién) todos los animales tardaron mas de 5 minutos (T2) en entrar

al compartimento oscuro.
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Figura 23. Test de evitacion pasiva. Latencia del dia de adquisicién (T1) y retencién 24 h
mas tarde (T2) en ratas macho adultas. Los resultados se expresan como medias+DE.
Estadistica: T1 ANOVA, T2 Kruskal-Wallis.

La actividad motora de los animales se midi6 mediante el test del campo
abierto. Para evaluar la habituacién, se dividid el periodo de observacion
de 15 minutos en intervalos de 5 minutos. Los parametros registrados se

muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Variables evaluadas en el campo abierto en ratas expuestas a BDE-99.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

Tiempo (s) de permanencia en el centro
0-5 minutos 26.33+17.18 18.45+11.92 18.16+20.70
5-10 minutos 18.18+10.95 13.00+7.21 16.60+9.98
10-15 minutos 17.17+13.36 19.08+17.64 16.48+18.85

Tiempo (s) de permanencia en la periferia

0-5 minutos
5-10 minutos

10-15 minutos

275.89+17.39
285.14+11.95
289.70+13.33

281.55+11.92
291.88+8.66
289.24+15.91

281.84+20.70
290.78+11.24
290.84+15.91

Distancia (cm) recorrida en el centro

0-5 minutos 155.58+118.87
180.84+115.63

194.43+140.53

187.07+108.96
188.26+112.32
173.69+£161.72

203.17+131.52
171.62+121.11
179.75+96.08

5-10 minutos

10-15 minutos

Distancia (cm) recorrida en la periferia

0-5 minutos 1202.65+698.58

1105.51+685.20
818.65+506.57

1264.86+625.81
985.12+448.50
1076.13+414.52

1222.02+466.18
1383.44+£574.39
1096.59+650.85

5-10 minutos

10-15 minutos

Namero de rearings en el centro

0-5 minutos 5.40+3.53 5.11+3.06 4.71%2.69

5-10 minutos 6.13£4.02 3.13%2.36 5.17+3.97

10-15 minutos 3.10+3.98 4.00+4.92 2.56+3.94
Namero de rearings en la periferia

0-5 minutos 14.60+6.04 14.44£8.43 13.4346.21

5-10 minutos 17.60+10.66 12.43+4.93 10.11+8.95

10-15 minutos 10.90+7.68 12.33+7.30 5.38+5.83

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ANOVA.
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Todos los animales permanecieron mas tiempo en la periferia que en el
centro (Figura 24). La distancia recorrida por los animales fue mayor en
la periferia que en el centro. No se observaron diferencias significativas

entre grupos en la distancia total recorrida (Figura 25) ni en el numero de

rearings.
1000 4
T T T
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5 600 1 @0 mg BDE-99/kg
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@ 400 - B1,2 mg BDE-99/kg
=
200 A
0 VL'_T_VL\
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Figura 24. Tiempo total transcurrido en el campo abierto entre el centro y la periferia. Los

resultados se expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.
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Figura 25. Distancia total, en el centro y en la periferia recorrida en el campo abierto. Los

resultados se expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

El aprendizaje espacial se evalué mediante la prueba del laberinto de agua
o water maze. Durante el periodo de adquisicion (trials con plataforma) se

registraron cada dia los siguientes parametros: distancia recorrida, el
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tiempo en encontrar la plataforma y la velocidad de nado. Durante el trial
de retencion o trial probe se registré el tiempo en el cuadrante de la

plataforma, asi como la distancia recorrida en dicho cuadrante.

En la Figura 26 se representa la distancia recorrida para encontrar la
plataforma en los dias de adquisicidon. Durante este periodo, los animales
disminuyeron la distancia recorrida a lo largo de los tres dias sin

observarse diferencias significativas entre grupos.

50 -
E
o 40 -
:; T‘ _J:_
-]
g 30 1 i 00 mg BDE-99/kg
o T 0,6 mg BDE-99/kg
-
®© 20 - 01,2 mg BDE-99/kg
g T
g 10 -
(a]

0
Dia 1 Dia 2 Dia 3

Figura 26. Distancia recorrida para encontrar la plataforma en la prueba del laberinto de

agua. Los resultados se expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

La Figura 27 resume los valores por grupo de la media del tiempo que
tardan los animales en encontrar la plataforma en los dias de adquisicidn.
No se observaron diferencias significativas entre grupos ya que todos los
animales disminuyeron el tiempo que tardaron en encontrar la plataforma

a lo largo del periodo de adquisicion.

La velocidad media de nado tampoco mostré diferencias significativas

entre los animales expuestos y los del grupo control (Figura 28).
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Figura 27. Tiempo transcurrido en encontrar la plataforma en la prueba del laberinto de
agua. Los resultados se expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.
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Figura 28. Velocidad de nado en la prueba del laberinto de agua. Los resultados se
expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

En el trial probe, la exposicion a BDE-99 no afectd a ninguno de los grupos
de forma significativa ni en la distancia recorrida en el cuadrante de la
plataforma (Figura 29), ni respecto al tiempo que pasan nadando en este
cuadrante (Figura 30). La velocidad de nado también se mantuvo sin

diferencias entre grupos (Figura 31).
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Figura 29. Distancia recorrida en el dia del trial probe para encontrar la plataforma en la

prueba del laberinto de agua. Los resultados se expresan como medias+DE. Estadistica:

ANOVA.
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Figura 30. Tiempo de latencia en el cuadrante de la plataforma en el dia del trial probe.
Los resultados se expresan como medias+DE. Estadistica: ANOVA.
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Figura 31. Velocidad de nado en el dia del trial Probe. Los resultados se expresan como
medias+DE. Estadistica: ANOVA.
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3. EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE PARAMETROS
SEMINALES

En este estudio, se valordé la movilidad, la morfologia y la producciéon de

esperma en ratas macho tras 45 dias de la exposicién a BDE-99.

El peso total de los testiculos y epididimos, la ratio del peso del
testiculo/peso corporal, asi como el peso de los testiculos y epididimos
izquierdo y derecho se muestran en la Tabla 12. No se observaron, para
ninguno de los pardmetros estudiados, diferencias significativas entre los

animales del grupo control y los expuestos a BDE-99.

Tabla 12. Efectos de la administracion de BDE-99 en el peso total del animal, peso de los

testiculos y peso de los epididimos.

Dosis BDE-99 (mg/kg) (1] 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

Peso del animal (g)* 464.78+34.25 482.67+44.85 467.78+23.30
Peso del testiculo izquierdo (g)? 1.78+0.10 1.86+0.09 1.76+0.24
Peso del testiculo derecho (g)? 1.76+0.09 1.82+0.13 1.77+0.23
Peso total de los testiculos (g)? 3.54+0.18 3.68+0.23 3.53+0.47
Peso de los testiculos/Peso del animal (%)? 0.76£0.05 0.77£0.05 0.76£0.10
Peso del epididimo izquierdo (g)* 0.91£0.11 0.90£0.04 0.95+0.13
Peso del epididimo derecho (g)? 1.03£0.15 0.92+0.098 0.96%£0.12
Peso total de los epididimos (g)? 1.94+0.22 1.81+£0.11 1.91+0.23

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: * Kruskal-Wallis y test U de Mann-Whitney. 2
ANOVA vy test de Tukey.
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En la Tabla 13 se muestran los diferentes parametros seminales
analizados. La exposicion a la dosis alta de BDE-99 redujo de forma
significativa el niumero de espermatozoides por gramo de epididimo. Este
efecto se corrige al tener en cuenta el peso del epididimo y del animal.
Por otro lado, en testiculo, el nimero de espermatidas disminuyd
significativamente en funcidn de la dosis. Esta significacion se mantuvo, a
diferencia del epididimo, al tener en cuenta el peso del testiculo y del

animal.

En cuanto a la movilidad, la exposicion a BDE-99 aumenté de forma
significativa el porcentaje de espermatozoides inmédviles en ambos grupos
de exposicion. Este efecto se produjo como consecuencia de un descenso
en el porcentaje de espermatozoides con movilidad débil. De la misma
forma, el porcentaje de espermatozoides con movilidad alta disminuyd
significativamente debido a un aumento en el porcentaje de

espermatozoides con movilidad moderada.

Del mismo modo, se observd un incremento significativo en el porcentaje
de espermatozoides con cabeza anormal en ambas dosis. Ademas, la dosis
de 1.2 mg BDE-99/kg provocd un incremento de espermatozoides con

doble cola y sin cola.

97



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-59RESUKEA0S 1664-2009

Tabla 13. Efectos de la administracion de BDE-99 en parametros seminales.

Dosis de BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
Contaje de espermatozoides!
No. X 10%/g epididimo 41.52+3.142 40.12+3.442 34.68+5.23°
No. X 10%/epididimo 39.45+10.03 36.51+3.37 33.12+5.02
No. X 10%/epididimo/g animal 0.085+0.022 0.075+0.006 0.070+0.001
Contaje de espermatidas!
No. X 10%/g testiculo 162.04+16.05° 101.38+12.33° 84.27+8.07¢

No. X 108/testiculo

No. X 10%/testiculo/g animal

286.81+28.4°

0.617+0.061°

186.54+22.68°

0.386+0.046°

148.74+14.24°

0.318+0.030°

% Espermatozoides inméviles? 26.28+6.93° 36.29+6.83° 39.40+4.52°
% Espermatozoides méviles? 73.72+6.137 63.71+3.51° 60.6+4.55°
% Movilidad muy alta (++++) ND ND ND

% Movilidad alta (+++) 33.05+5.29° 28.29+5.01%° 23.2246.13°
% Movilidad moderada (++) 28.50+4.57° 34.87+4.22° 44.,56+6.24°
% Movilidad débil (+) 38.45+3.26° 36.84+2.38° 32.22+£2.27°
% Espermatozoides morfologia normal? 68.85+1.43 69.39+3.26 63.69+4.39
% Espermatozoides morfologia anémala? 31.15+1.54 30.61+3.26 36.31+5.12
% Con cabeza anormal? 54.61+£2.72° 62.37+1.85° 63.90+5.42°
% Con cabeza amorfa? 28.85+3.81° 19.39+2.19° 13.96+2.63¢
% Con doble cola? 16.2+2.60° 17.94+3.88% 21.67+2.91°
% Sin cola 0.34+0.02° 0.30£0.032 0.47+0.05°

Resultados expresados como medias + DE. Estadistica: ! Kruskal-Wallis y test U de Mann-Whitney. °
ANOVA vy test de Tukey. Distintos superindices (a,b,c) en los valores de una misma fila, indican
diferencias detectado.

significativas (p<0.05) entre grupos. ND: no
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4. EVALUACION DEL ANALISIS BIOQUIMICO DE ORINA

El andlisis bioquimico de orina reveld un aumento significativo de los
niveles de proteinas en ratas expuestas a la dosis alta de BDE-99
(1.2mg/kg) respecto al resto de grupos (Figura 32).
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Figura 32. Niveles de proteinas en orina. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-
Whitney.

La actividad de la LDH (Figura 33) disminuyd significativamente en la

orina de los animales en ambos grupos de exposicion.
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Figura 33. Actividad LDH en orina. Los resultados se expresan como mediasxDE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Por otra parte, las actividades de las enzimas GGT (Figuras 34) y NAG
(Figura 35) disminuyeron tras la exposicién a BDE-99 aunque sélo de

forma significativa en la orina de ratas expuestas a la dosis alta.
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Figura 34. Actividad GGT en orina. Los resultados se expresan como medias+DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 35. Actividad NAG en orina. Los resultados se expresan como medias=DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.

La exposicion a BDE-99 produjo una incremento aunque no significativo
del aclaramiento de creatinina (C.) a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg. En el

resto de parametros bioquimicos analizados (volumen de orina, creatinina,
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urea, acido urico) no se encontraron diferencias significativas entre grupos
(Tabla 14).

Tabla 14. Parametros bioquimicos analizados en orina de ratas expuestas a BDE-99.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10
Volumen orina (ml/24h)? 11.75+2.55 16.13+£7.71 13.86+4.10
Creatinina (mg/24h)? 16.44+1.43 15.45+1.81 15.22+2.48
Urea (mg/24h)? 481.25+143.37 398.75%+161.79 541.67+189.41
Acido arico (mg/24h)? 4.28+1.32 5.66+0.89 5.08+1.51
Cor (ml/min)? 0.83+0.44 0.85+0.48 2.09+1.35

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: *Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.,

5. EVALUACION DEL ANALISIS BIOQUIMICO Y HORMONAL DE
SANGRE

En el analisis bioquimico de sangre que evalla los siguientes parametros:

creatinina, urea, acido urico, GOT, GPT, FA y LDH en plasma vy eritrocitos.

El analisis de acido Urico en sangre mostré un descenso significativo de los

niveles del mismo en ratas expuestas a la dosis de 1.2mg/kg (Figura 36).
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Figura 36. Niveles de &cido Urico en sangre. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-
Whitney.

La exposicion a BDE-99 aumentd la actividad de las enzimas GOT (Tabla
15) y GPT (Figura 37) aunque Unicamente de forma significativa la

actividad de esta ultima en ratas expuestas a la dosis alta.
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Figura 37. Actividad GPT en sangre. Los resultados se expresan como medias*DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-Whitney.

El resto de parametros bioquimicos analizados en sangre se resumen en la
Tabla 15. La exposicion a BDE-99 aumentd aunque no de forma

significativa los niveles de creatinina y urea, asi como la actividad de las
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enzimas LDH y FA en la sangre de ratas expuestas a la dosis alta. Sin

embargo, no se observaron diferencias entre grupos en la actividad CE.

Tabla 15. Resultados del analisis bioquimico de sangre en ratas expuestas a BDE-99.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
Creatinina (mg/dl) 0.48+0.07 0.48+0.07 0.50+0.11
Urea (mg/dl) 32.25+5.90 29.30+4.29 36.75+5.75

LDHMuma(U/D

LDHeMmdms(U/D

CE (U/1)

GOT (U/I)

FA (U/I1)

161.94+61.13

1171.22+121.95

287.37+£70.07

89.83+14.67

125.90+41.82

140.07+£43.09

1170.78%+174.17

274.50+71.71

90.25+22.37

123.00+50.54

156.21+67.97

1199.10+179.76

289.69+36.22

97.30+14.08

143.10+51.53

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

En el analisis hormonal se evaluaron las siguientes hormonas: TSH, T3,

T4, T4 libre, testosterona, progesterona y androstenediona.

Los niveles de testosterona disminuyeron significativamente en ambos
grupos de exposicion a BDE-99 (Figura 38). Del mismo modo, la
exposicion a BDE-99 indujo un descenso en los niveles de progesterona

aunque solo de forma significativa a la dosis de 1.2 mg/kg (Figura 39).
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Figura 38. Niveles de testosterona en suero. Los resultados se expresan como

medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 39. Niveles de progesterona en suero. Los resultados se expresan como

medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.
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Resultados

El resto de niveles hormonales determinados se muestran en la Tabla 16.

Los niveles de TSH tendieron a aumentar mientras que los niveles de T4

mostraron una tendencia a disminuir.

significativas entre el grupo control y los grupos expuestos a BDE-99.

Tabla 16. Niveles hormonales de ratas expuestas a BDE-99.

No se observaron diferencias

Dosis BDE-99 (mg/kg) (1] 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

TSH (U/1) 1.44+0.58 1.98+0.61 2.07+0.65
T4 (nmol/l) 51.42+4.17 50.02+5.78 50.69+6.89
T3 (nmol/I) 1.32+0.12 1.21+0.08 1.32+0.09
T4 libre (pmol/I) 35.80+1.67 35.02+2.26 34.90+3.48
Androstenediona (ng/ml) 0.46+0.10 0.60+0.21 0.41+0.13

Resultados expresados como medias£DE. Estadistica: ANOVA.
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6. EVALUACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA Y DEL ESTADO
OXIDATIVO

6.1 Orina

Los resultados de la peroxidacion lipidica en muestras de orina medida
como niveles de isoprostanos se muestran en la Figura 40. La exposicion
a BDE-99 aumentd aunque no de forma significativa los niveles de
isoprostanos en los animales expuestos a ambas dosis respecto al grupo

control.
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Figura 40. Niveles de isoprostanos en orina. Los resultados se expresan como
medias+DE. Estadistica: ANOVA.

6.2 Sangre

La exposicion a BDE-99 produjo un aumento significativo de la actividad de
la SOD a ambas dosis (Figura 41). Por el contrario, la actividad GR
disminuyé de forma significativa tanto en la dosis de 0.6 mg BDE-99/kg
como en la de 1.2 mg BDE-99/kg (Figura 42).
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Figura 41. Actividad SOD en eritrocitos. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 42. Actividad GR en eritrocitos. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann
Whitney.

No se encontraron diferencias significativas en el resto de marcadores de
estrés oxidativo analizados en sangre (Tabla 17). Sin embargo, el BDE-99
causo un descenso de los niveles de TBARS y GSSG tanto en los eritrocitos
como en el plasma. Esta disminucién se vio acompafiada por una
tendencia a disminuir en la actividad de la CAT en eritrocitos y un aumento

de GSH en plasma.
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Tabla 17. Marcadores de estrés oxidativo en sangre de ratas macho expuestas a BDE-99.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
Eritrocitos
CAT (mmol/min/g Hb)? 34.52+14.91 32.30+4.78 29.60+4.94
GPx (U/g Hb)? 106.77+28.12 132.87+26.35 130.40+29.88
TBARS (nmol/g Hb)? 6.11+2.34 5.68+1.96 4.58+2.25
GSH (pmol/ g Hb)? 0.32+0.23 0.27+0.16 0.36+0.24
GSSG (pmol/ g Hb)? 2.36+0.62 2.30+0.66 2.00+0.40
GSSG/GSH? 13.39+9.62 10.88+5.91 7.81+£3.59
Plasma
TBARS (umol/ml)? 26.37+6.15 24.94+9.96 19.39+7.78
GSH (nmol/ml)? 17.96+5.60 17.75+7.86 20.76+4.41
GSSG (nmol/ml)? 57.09+15.53 49.55+14.74 46.07+6.40
GSSG/GSH!? 3.49+1.58 3.24+0.47 4.65+2.76

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ! Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.

6.3 Tejidos

A continuacion se muestran los resultados de la peroxidacion lipidica y
estado oxidativo de testiculo, epididimo, higado, rifidn y partes de

encéfalo.

Testiculo

Los resultados de la peroxidacion lipidica medida como TBARS se muestran
en la Figura 43. La exposicion a BDE-99 aumentd de forma significativa

los niveles de TBARS en los animales expuestos a la dosis de 1.2 mg BDE-
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99/kg respecto al resto de grupos. Por el contrario, la exposicién a BDE-99
redujo de forma significativa la actividad de la CAT en los animales

expuestos a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg (Figura 44).
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Figura 43. Niveles de TBARS en testiculo. Los resultados se expresan como

medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 44. Actividad CAT en testiculo. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.

Los niveles de GSSG se incrementaron de forma significativa en ambos
grupos de tratamiento (0.6 y 1.2 mg BDE-99/kg) respecto al grupo control
(Figura 45). La ratio GSSG/GSH también se vio aumentada
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significativamente en los animales tratados con la dosis alta de BDE-99

respecto al grupo control (Figura 46).
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Figura 45. Niveles de GSSG en testiculos. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 46. ratio GSSG/GSH en testiculos. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann
Whitney.

Las actividades de las enzimas SOD y GPx tendieron a aumentar y
disminuir respectivamente a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg. Por otra parte,
los niveles de GSH vy las actividades enzimaticas GR y GST no se alteraron

tras la exposicion (Tabla 18).
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Tabla 18. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

testiculo.

Dosis BDE-99 (mg/kg) o 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

SOD (U/mg prot)? 44.04+12.73 45.30+10.96 46.69+14.40
GR (mU/mg prot)? 36.55+8.14 40.19+12.71 32.03+5.13
GPx (mU/mg prot)? 161.72+41.04 162.04+£44.02 134.69+20.86
GST (mU/mg prot)*? 0.81+0.23 1.00+0.22 0.89+0.18
GSH (nmol/mg prot)? 34.59+4.10 38.13+3.54 32.06+6.25

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ! Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.

Epididimo

La exposicion a BDE-99 aumentd significativamente los niveles de TBARS
en los epididimos de las ratas expuestas a la dosis alta (Figura 47). Las
actividades de la SOD (Figura 48) y de la GR (Figura 49) disminuyeron

de forma significativa en ambas dosis de tratamiento (0.6 y 1.2 mg/kg).
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Figura 47. Niveles de TBARS en epididimo. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann
Whitney.
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Figura 48. Actividad SOD en epididimo. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 49. Actividad GR en epididimo. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.

Por otro lado, la actividad GST, los niveles de GSSG y GSH, asi como la
ratio GSSG/GSH muestran una tendencia a disminuir aunque no de forma
significativa (Tabla 19). Las actividades de la CAT y la GPx no se vieron

alteradas como consecuencia de la exposicion a BDE-99.
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Tabla 19. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

epididimo.

Dosis BDE-99 (mg/kg) (] 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

CAT (umol/min/mg prot) 4.94+2.48 4.04+1.78 4,15+1.14
GPx (mU/mg prot) 232.42+30.12 239.55+18.59 217.09+15.34
GST (mU/mg prot) 0.60+0.04 0.57+0.09 0.55+0.12
GSH (nmol/mg prot) 32.44+7.04 30.41+5.01 28.83+3.43
GSSG (nmol/mg prot) 4.81+1.62 4.26+1.81 4.04+1.45
GSSG/GSH 0.21+0.08 0.17+0.07 0.16+0.07

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

Higado

La exposicion a BDE-99 produjo un aumento significativo de la actividad de
la SOD en ambos grupos de exposicion (Figura 50). Sin embargo, la
actividad de la CAT disminuydé aunque sélo de forma significativa en los

animales expuestos a la dosis mas alta (Figura 51).
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Figura 50. Actividad SOD en higado. Los resultados se expresan como medias*DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre

grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann Whitney.
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Figura 51. Actividad CAT en higado. Los resultados se expresan como medias+DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.

Los niveles de GSH disminuyeron significativamente en ambos grupos de
tratamiento (Figura 52). Por el contrario, los niveles de GSSG (Figuras
53) asi como la ratio GSSG/GSH (Figuras 54) aumentaron de forma

significativa en los animales de ambos grupos.
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Figura 52. Niveles de GSH en higado. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.
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Figura 53. Niveles de GSSG en higado. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.
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Figura 54. Ratio GSSG/GSH en. Los resultados se expresan como medias=DE.
Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-Whitney.

La actividad enzimatica GST mostré una tendencia a disminuir, mientras
gue las actividades GR y GPx asi como los niveles de TBARS no mostraron

diferencias significativas por la exposicion a BDE-99 (Tabla 20).
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Tabla 20. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

higado.
Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
GR (mU/mg prot)? 547.29+103.58 498.11+115.99 533.29+120.59
GPx (mU/mg prot)? 836.01+133.69 974.10+156.84 930.88+129.29
GST (mU/mg prot)*! 0.69+0.13 0.68+0.06 0.65%0.08

TBARS (nmol/mg prot)? 5153.84+1345.76 5383.76+1207.25 4901.83+1386.39

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: * Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.

Rifion

La actividad de la CAT disminuyd significativamente en los animales
tratados con la dosis alta de BDE-99 respecto al grupo control (Figura
55). Por el contrario los niveles de GSSG asi como la ratio GSSG/GSH
aumentaron de forma significativa en el mismo grupo de animales, como

consecuencia de la exposicién a BDE-99 (Figura 56 y 57).
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Figura 55. Actividad CAT en el rifion. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.
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Figura 56. Niveles de GSSG en el rifién. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-
Whitney.

N
[6;]
I
-

ratio GSSG/GSH
-
wn
Q

1]

0,5

0 ‘ ;
0 mg BDE-99/kg 0,6 mg BDE-99/kg 1,2 mg BDE-99/kg

Figura 57. Ratio GSSG/GSH en el rifidn. Los resultados se expresan como
medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-
Whitney.

Las actividades de la SOD y la GR mostraron una tendencia a disminuir a
causa de la exposicidon a BDE-99. Las actividades GPx y GST asi como los
niveles de TBARS y GSH no mostraron diferencias entre grupos (Tabla
21).
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Tabla 21. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

rifion.
Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
SOD (U/mg prot) 26.37+5.06 23.02+5.14 23.96+7.38
GR (mU/mg prot) 162.53+£15.23 151.05+12.71 152.38+30.24
GPx (mU/mg prot) 480.04+86.08 502.90+82.77 460.00+116.09
GST (mU/mg prot) 0.13+0.01 0.13+0.02 0.13+0.01
TBARS (nmol/mg prot) 4189.79+666.76 4570.93+986.24 3923.80+704.15
GSH (nmol/mg prot) 1.17+£0.24 1.40+0.27 1.19+0.37

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: ANOVA.

Encéfalo

La evaluacion de la peroxidacion lipidica y estado oxidativo de encéfalo, se
realizd en tres fracciones correspondientes al cortex, cerebelo e

hipocampo.
La exposicibn a BDE-99 produjo una disminucién significativa de la

actividad de la CAT en el cortex de los animales de ambos grupos de

exposicion a BDE-99 (Figura 58).
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Figura 58. Actividad CAT en cdrtex. Los resultados se expresan como medias+DE.

Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre
grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA y test de Tukey.

Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en el resto de

marcadores de estrés oxidativo determinados en cértex (Tabla 22).

Tabla 22. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

cortex.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10

SOD (U/mg prot)? 28.42+8.04 27.55+5.97 34.12+5.70

GR (mU/mg prot)? 107.40£31.72 89.15+10.60 108.11+£23.63
GPx (mU/mg prot)? 80.45+22.58 69.06+18.61 74.23+10.29
GST (mU/mg prot)? 0.22+0.09 0.18+0.03 0.21+0.05

TBARS (nmol/mg prot)?
GSH (nmol/mg prot)?
GSSG (nmol/mg prot)?

GSSG/GSH!

3812.54+1435.93

26.17+£12.25

12.42+7.07

0.39+0.09

2966.11+£1330.71

19.28+7.10

8.34+2.96

0.46+0.11

4622.66+1395.34

30.26+£10.94

13.71+7.20

0.33+0.08

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: * Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.
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En cerebelo, se observé una disminucion significativa de las actividades
de la SOD y la GR en ratas tratadas con la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg
respecto al grupo control (Figuras 59 y 60). Sin embargo, la actividad de
la CAT disminuyd significativamente en ambos grupos de exposicion

(Figura 61).
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Figura 59. Actividad SOD en cerebelo. Los resultados se expresan como

medias+DE. Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: ANOVA vy test de Tukey.
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Figura 60. Actividad GR en cerebelo. Los resultados se expresan como medias+DE.

Letras diferentes (a,b) indican diferencias estadisticamente significativas entre

grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-Whitney.
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Figura 61. Actividad CAT en cerebelo.

medias+DE.

Letras

diferentes

(a,b)

0 mg BDE-99/kg 0,6 mg BDE-99/kg 1,2 mg BDE-99/kg

Los resultados se expresan como

indican

diferencias

estadisticamente

significativas entre grupos (p<0.05). Estadistica: Kruskal-Wallis y test U de Mann-

Whitney.

Otros marcadores, como los niveles de TBARS y GSSG disminuyeron

aunque no de forma significativa por la exposicion a BDE-99. Las

actividades de la GPx y la GST asi como los niveles de GSH y la ratio

GSSG/GSH no mostraron diferencias entre grupos (Tabla 23).

Tabla 23. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

cerebelo.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2

No. Animales 10 10 10
GPx (mU/mg prot)? 81.33+19.42 67.21+11.26 70.43+11.62
GST (mU/mg prot)? 0.14+£0.03 0.18+0.08 0.13+0.02

TBARS (nmol/mg prot)?
GSH (nmol/mg prot)?
GSSG (nmol/mg prot)?

GSSG/GSH*

3006.82+457.22

14.14+5.14

8.69+2.88

0.39+0.09

2621.87+£698.92

17.93+5.09

8.12+2.53

0.46%0.11

2542.94+£479.67

15.87+4.98

8.01+3.90

0.33+£0.08

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica: * Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.
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En hipocampo,

la exposicion a

BDE-99

no produjo diferencias

significativas entre el grupo control y los grupos de exposicion (Tabla 24).
Sin embargo, algunos parametros evaluados como la actividad de la CAT,
la GR, GST y niveles de GSSG tienen una cierta tendencia a disminuir en la

dosis mas elevada de exposicion.

Tabla 24. Efectos de la exposicion a BDE-99 sobre marcadores de estrés oxidativo en

hipocampo.

Dosis BDE-99 (mg/kg) 0 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
SOD (U/mg prot)? 21.70+£2.87 24.80+3.23 22.35+3.31
CAT (pmol/min/mg prot)? 0.75+0.22 0.62+0.12 0.70+0.23

GR (mU/mg prot)?
GPx (mU/mg prot)*
GST (mU/mg prot)?

TBARS (nmol/mg prot)?

107.36%+17.13

68.23+25.92

0.25+0.07

1408.33+170.06

106.59+36.99

66.67+20.82

0.28+0.09

1372.394+221.31

100.30+12.33

69.77+13.99

0.16+0.07

1584.36+252.95

GSH (nmol/mg prot)? 30.36+11.30 32.26+7.66 29.28+3.09
GSSG (nmol/mg prot)? 10.44+2.81 11.12+£2.14 9.19+2.19
GSSG/GSH? 0.30+0.09 0.36+0.10 0.33%0.04

Resultados expresados como medias+DE. Estadistica:® Kruskal-Wallis y 2 ANOVA.

7. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

En este trabajo se

realizd un estudio histopatoldégico de testiculo,

epididimo, higado, rifién y de fracciones de encéfalo como cértex, cerebelo

e hipocampo.
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En la Tabla 25 se presentan los resultados del estudio histopatoldgico de
testiculo y epididimo. El examen del testiculo mostrd la presencia de una
descamacién intratubular prematura (DIP) leve en ratas expuestas a la
dosis de 0.6 mg BDE-99/kg. Esta misma alteracidon se observd con mayor
severidad en las muestras de los animales de la dosis alta. La DIP (que
consiste en una migracién de células implicadas en la espermatogénesis,
aun no maduras, hacia la luz del tubo seminifero) se valor6 segun el grado

de severidad en leve (+) y moderada (++).

En el epididimo, no se observaron anomalias histopatolégicas como

consecuencia de la exposicién a BDE-99.

Tabla 25. Anormalidades histopatoldgicas en testiculo y epididimo de ratas expuestas a

BDE-99.
Dosis de BDE-99 (mg/kg) (1] 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
Testiculo

Descamacién intratubular premature (DIP) N + ++
Epididimo N N N

N, normal. Grado de DIP: leve (+), moderada (++).

En las imagenes de la Figura 62 se muestran cortes histoldgicos
representativos de testiculos y epididimos de cada uno de los grupos de
estudio. En la imagen A se observa una correcta maduracion celular en el
testiculo, mientras que en las imagenes B y C se observa claramente la
DIP. No se observaron alteraciones en los cortes histoldgicos de epididimo

(imagenes D, Ey F).
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Figura 62. Imagenes representativas de los cortes histoldgicos de testiculo (A-C) vy

epididimo (D-F) de cada grupo de exposicién.

A: 0 mg BDE-99/kg (200x)

C: 1.2 mg BDE-99/kg (200x)
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D: 0 mg BDE-99/kg (200x)

E: 0.6 mg BDE-99/kg (100x)

¥
|

”

100x)

F: 1.2 mg BDE-99/kg (
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En el rifidn, se ha estudiado la morfologia de los glomérulos, tubulos vy
vasos. En el caso de los tubulos, el analisis mostrd presencia de
fagolisosomas en los cortes histoldgicos de las ratas expuestas a ambas
dosis. La presencia de fagolisosomas se clasificé en: fagolisosomas en un
tubo por campo de visién (+), de 1 a 3 tubos por campo de visién (++) y
mas de 3 tubos por campo de vision (+++). Las anomalias observadas se
muestran en la Tabla 26. En el estudio hitopatoldgico del higado, no se

encontraron alteraciones morfoldgicas.

Tabla 26. Anormalidades histopatoldgicas en rifidon e higado de ratas expuestas a BDE-99.

Dosis BDE-99 (mg/kg) (1] 0.6 1.2
No. Animales 10 10 10
Rifion

Existencia de fagolisosomas N + ++
Higado N N N

N, normal. Presencia de fagolisosomas: fagolisosomas en un tubo por campo de vision (+), de 1 a 3

tubos por campo de vision (++) y mas de 3 tubos por campo de vision (+++).

En las imagenes de la Figura 63 se muestran cortes histologicos
representativos de higado y rifdn de cada uno de los grupos de estudio.
En las imagenes de la muestra de rifidon (H e I), se puede distinguir la
presencia de fagolisosomas (FL) que presentan una coloracién rosacea. En

el caso del higado, la morfologia fue estrictamente normal (imagenes J-L).
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Figura 63. Imagenes representativas de los cortes histoldgicos de rindn (G-I) e higado (3-

L) de cada grupo de exposicidn.

H: 0.6 mg BDE-99/kg (400x)

I: 1.2 mg BDE-99/kg (200x)
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J: 0 mg BDE-99/kg (100x)
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Por ultimo, en la Figura 64 se muestran los cortes histoldgicos de cértex
(M-0), cerebelo (P-R) e hipocampo (S-U). No se encontraron diferencias
significativas en la morfologia de estos tejidos como consecuencia de la

exposicion a BDE-99.
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Figura 64. Imagenes representativas de los cortes histolégicos de cortex (M-0), cerebelo

(P-R) e hipocampo (S-U) de cada grupo de exposicion.

=

M: 0 mg BDE-99/kg (100x)

N: 0.6 mg BDE-99/kg (40x)

0O: 1.2 mg BDE-99/kg (100x)
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P: 0 mg BDE-99/kg (100x)

E-99/kg (10x

R: 1.2 mg BD
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T: 0.6 mg BDE- 99/kg (200x)

U: 1.2 mg BDE-99/kg (200x)
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DISCUSION

1. BATERIA DE OBSERVACION FUNCIONAL

La FOB utilizada en este trabajo consiste en un conjunto de observaciones
que permiten evaluar la respuesta del sistema nervioso central, los efectos
neuromusculares y auténomos asi como la reactividad sensorial y motora.
En nuestro estudio, a diferencia de Fuentes y colaboradores (2007), las
ratas mostraron dificultad en la tarea de la pantalla invertida al tercer dia
de la exposicion a BDE-99. Esta diferencia podria ser debida, entre otras, a
gue en este Ultimo estudio trabajaron con PFOS, un compuesto persistente
diferente. Tal y como sugieren diversos autores (Metz y Schwab, 2004;
Baillieux y cols., 2008), esta alteracidon encontrada podria ser consecuencia
de dano a nivel de la corteza asi como del cerebelo ya que ambos 6rganos

estan relacionados con las funciones motoras y sensoriales.

2. EFECTOS NEUROCONDUCTUALES DERIVADOS DE LA
EXPOSICION A BDE-99

Numerosos estudios indican que las habilidades cognitivas pueden verse
afectadas por la exposicion a ciertos contaminantes ambientales
persistentes, principalmente PCBs y PBDEs (Ahlbom vy cols., 1995;
Eriksson y cols., 1998).

Eriksson y colaboradores (2001, 2002) evaluaron la neurotoxicidad del
BDE-99, en ratones expuestos el dia postnatal 10, mediante una dosis
Unica (0.8 o0 12 mg/kg). Estos autores, al realizar el test del campo abierto
hallaron alteraciones en el comportamiento espontaneo. Esta misma pauta
de comportamiento fue observada por otros autores tras una exposicion
perinatal prolongada (Viberg y cols., 2002; Branchi y cols., 2002, 2005)
(dia gestacional 6-postnatal 21) asi como por exposicidn mediante dosis
Unica a BDE-99 en el dia postnatal 10 (Viberg y cols., 2005). A diferencia
de estos estudios realizados en crias, en nuestro trabajo, la exposicion a
BDE-99 mediante dosis Unica durante la edad adulta, no produjo

alteraciones en la realizacion de este test.
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El aprendizaje y la memoria espacial a través del test del laberinto de agua
de Morris, fue evaluado en ratas por Eriksson y colaboradores (2001). En
dicho estudio, la exposicion neonatal a una dosis Unica de BDE-99 (12
mg/kg) alterd la habilidad cognitiva de los animales. Otro estudio mas
reciente realizado en ratas expuestas perinatalmente (dia gestacional 6-
postnatal 21) a una dosis de 2 mg BDE-99/kd/dia, mostré un aumento del
tiempo en encontrar la plataforma durante el segundo y tercer dia del
periodo de adquisicién (Cheng y cols., 2009). Nuestros resultados han
puesto de manifiesto que todos los animales mostraron la misma habilidad

en la ejecuciéon de este test.

A diferencia de los estudios mencionados anteriormente realizados en
crias, en el presente estudio, la exposicion durante la edad adulta a BDE-
99 no produjo alteraciones cognitivas. Parece ser que la exposicién a
ciertos contaminantes durante las fases criticas del desarrollo produce
efectos téxicos mas importantes que los ocasionados sobre el sistema
nervioso ya maduro (Rice y Barone, 2000; Selevan y cols., 2000). El BDE-
99 se comporta de modo similar a algunos congéneres de PCBs que
producen problemas de aprendizaje en ratas jovenes pero no en adultas
(Piedrafita y cols., 2008). Estos animales presentaron alteraciones en la
via glutamato-NO-cGMP que modula algunos tipos de aprendizaje y
memoria (Llansola y cols., 2007). Sin embargo, esta via podria
permanecer inalterada en adultos expuestos a BDE-99 al igual que se ha
observado tras la exposicion a PCBs (Piedrafita y cols., 2008). Estos
resultados sugieren que la exposicion a BDE-99 causa problemas en la
funcion cognitiva cuando las ratas son jovenes pero su efecto se reduce en
adultos. El mecanismo que relaciona la madurez del individuo con los

cambios vistos aun es desconocido.
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3. EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE PARAMETROS
SEMINALES

Numerosos estudios epidemioldgicos indican que la calidad espermatica
esta disminuyendo en el hombre (Cohn y cols., 2002; Slama y cols., 2004;
Giudice, 2006). Alteraciones cromosdmicas, consumo de tabaco, drogas y
farmacos, asi como la exposicion a tdéxicos medioambientales, pueden
contribuir a una disminucion de la calidad del esperma en el hombre
(Pasqualotto y cols., 2004; Stefankiewicz y cols., 2006). En este trabajo se
ha evaluado por primera vez, en ratas macho adultas, los efectos de la
exposicion a BDE-99 sobre la reproduccidn masculina. Esta evaluacion se
realizd a los 45 dias ya que corresponde a un ciclo completo de

espermatogénesis en la rata (Clermont, 1972).

Una de las principales afectaciones encontradas en el analisis de
parametros seminales fue una disminucién dependiente de la dosis del
nimero de espermatidas en testiculo. Esta misma afectacion fue
observada en ratas adultas expuestas prenatalmente a una dosis Unica de
0.06 o0 0.3 mg BDE-99/kg (Kuriyama y cols., 2005).

En nuestro estudio, la disminucién de espermatidas fue acompafada por
una disminucion del porcentaje de espermatozoides mdviles. Estos
espermatozoides presentaron a su vez alteraciones morfoldgicas,
destacando un aumento en el porcentaje de espermatozoides con cabeza
anormal, con doble cola y sin cola. Van der Ven y colaboradores (2008)
encontraron alteraciones morfoldgicas en esperma de ratas expuestas
durante 28 dias a la mezcla penta-BDE a una dosis de 200 mg/kg.
Estudios sobre capacidad fecundadora de los espermatozoides, han
descrito que la disminucidn de la movilidad y las alteraciones morfoldgicas
de los espermatozoides alteran la fertilidad masculina (Chemes y Rawe,
2003; Aitken, 2006).

Se han descrito alteraciones en parametros seminales tras la exposicidn a
otros compuestos persistentes, distintos al BDE-99, como los PCBs,

demostrando que el aparato reproductor masculino es especialmente
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sensible a los toxicos medioambientales (Fielden MR y cols., 2001; Hsu y
cols., 2004; Kuriyama y Chahoud, 2004).

4. EVALUACION DEL ANALISIS BIOQUIMICO DE ORINA

Hasta el momento, no hay informacién disponible de los efectos toxicos del

BDE-99 sobre marcadores bioquimicos de la funcién renal.

En nuestro trabajo, el andlisis de orina mostrd un incremento de proteinas
en las ratas expuestas a BDE-99. Este efecto, segun Jarad y Miner (2009)
es una manifestacién temprana de lesion en el rindn. El filtrado glomerular
contiene grandes cantidades de proteinas que son casi totalmente
reabsorbida por los tubulos, de manera que no aparecen en la orina bajo
condiciones normales. Un aumento en proteinuria indica patologia renal
(Zucchelli y cols., 1988). La causa puede ser debida a un aumento en la
permeabilidad glomerular o a una insuficiencia de reabsorcién tubular

(Jeansson y cols., 2009).

La determinacion de actividades enzimaticas en orina también facilita la
deteccién de dafio renal (Thomsen y cols., 1993; Bellés y cols., 2007;
Naghibi y cols., 2007). A diferencia de estos estudios, la exposicién a BDE-
99 causd una disminucion de las actividades enzimaticas de la LDH, la NAG
y la GGT.

5. EVALUACION DEL ANALISIS BIOQUIMICO Y HORMONAL DE
SANGRE

Los estudios de toxicidad hepatica de los penta-BDEs se basan
principalmente en un incremento del peso y el tamano del higado (ATSDR,
2004). En nuestro trabajo se analizé la actividad enzimatica de las
transaminasas GPT y GOT. Los niveles de ambas actividades enzimaticas
incrementaron tras la exposicién a BDE-99. Estas enzimas se encuentran

predominantemente en el citoplasma de las células hepaticas y su
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excrecion hacia la sangre indica dafio celular. Por otra parte, la actividad
enzimatica FA se vio aumentada aunque no de forma significativa. Estos
resultados indican que la alteracién de permeabilidad de las células
hepaticas no fue grave o bien, que el periodo de 45 dias post-exposicion
fue suficiente para restablecer los niveles iniciales (Amacher, 1998).
Resultados similares fueron encontrados en estudios sobre toxicidad
hepatica tras la exposicion de PCBs en ratas (Mayes y cols., 1998; Kutlu y
cols., 2007).

Por otro lado, la exposicién a BDE-99 disminuyd los niveles de acido Urico
en sangre. Este, es un potente antioxidante no enzimatico de gran
importancia bioldgica que es capaz de quelar radicales libres, iones
metdlicos y actuar como una sustancia oxidable capaz de aceptar
electrones (Becker, 1993; Glantzounis y cols., 2005; Kuzkaya y cols.,
2005). Gracias a estas propiedades, protege a los eritrocitos del dafio
oxidativo (Ames y cols., 1981; Ford y cols., 2002). Los niveles disminuidos
de acido Urico encontrados en nuestro trabajo sugieren que la exposicion a

BDE-99 causa estrés oxidativo.

Debido a la falta de informacion sobre los efectos de los congéneres
individuales, en este trabajo se realizd un andlisis hormonal para evaluar
la influencia del BDE-99 sobre la respuesta hormonal. Segun datos
bibliograficos, los PBDEs causan efectos sobre el desarrollo y la
reproduccion sugiriendo un comportamiento como disruptores endocrinos
(Darnerud, 2008).

La exposicion a BDE-99 en ratas gestantes causd alteraciones en los
niveles de TSH, T3 y T4 (Hakk y cols., 2002; Kuriyama y cols., 2007). Por
el contrario, nuestros resultados ponen de manifiesto que la exposicion a
BDE-99 en la edad adulta no produce diferencias en estos niveles. Estos
resultados sugieren que los efectos del BDE-99 sobre las hormonas
tiroideas se manifiestan cuando la exposicién se realiza en la etapa critica
del desarrollo. Ademas, el periodo de 45 dias después de la exposicion
podria haber sido tiempo suficiente para restablecer los niveles
hormonales (Du y Zhan, 2008).
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Aunque se ha confirmado la interaccién del BDE-99 con la funcidn tiroidea,
falta informacion de los posibles efectos sobre otros sistemas hormonales.
Estudios experimentales han puesto de manifiesto que la exposicién
durante la gestacién a BDE-99 disminuye los niveles de hormonas
sexuales circulantes (estradiol vy testosterona) (Lilienthal y cols., 2006),
sin embargo no hay informacidn sobre de los efectos sobre estas
hormonas en la edad adulta. En nuestro trabajo, la exposicion a BDE-99
produjo una disminucién en los niveles de testosterona y de su precursora,
la progesterona. Este mismo efecto fue observado por otros autores, tanto
in vivo como in vitro tras la exposicion a PCBs (Andric y cols., 2000;
Murugesan y cols., 2008). Este hecho, sugiere que el BDE-99 podria inhibir
la sintesis de andrégenos en el testiculo o actuar como antagonista del
receptor de andrégeno (Stoker y cols., 2005). Entre las funciones de la
testosterona encontramos la estimulacion de la espermatogénesis y la
maduracion de las espermatidas a espermatozoides (MclLachlan y cols.,
2002; Walker, 2009). Por ello, la disminucién de los niveles de
testosterona, hallada en nuestro estudio, podria ser la responsable de la
disminucidon de espermatidas en testiculo y las alteraciones morfoldgicas

del esperma.

6. EVALUACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA Y DEL ESTADO
OXIDATIVO

Hasta el momento se desconoce el mecanismo a través del cual el BDE-99
produce efectos toxicos. En este estudio, evaluamos si el BDE-99 podria
producir estrés oxidativo (EO) como posible mecanismo de afectacion en
diversos sistemas. Esta hipotesis se basa en estudios previos que han
demostrado que la exposicion a ciertos téxicos ambientales, como los
PCBs, causan trastornos a través del dafio oxidativo (Lehmann y cols.,
2007; Glauert y cols., 2008).

La capacidad antioxidante no enzimatica de la sangre se encuentra
fundamentalmente en los eritrocitos. Estas células son consideradas como

neutralizadoras de los RLOs ya que no sélo aportan proteccidon
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antioxidante a ellas mismas sino también al resto de tejidos y érganos del
cuerpo (Mendiratta y cols., 1998; Siems y cols., 2000). Existe una
interaccién sinérgica y cooperativa entre las enzimas del sistema
antioxidante que protege al organismo contra el dafio oxidativo (Chaudiere
y Ferrari-Iliou, 1999). En nuestro trabajo, la exposicion a BDE-99 aumentd
significativamente la actividad de la SOD y disminuyd la actividad de la GR
en eritrocitos. Ambas enzimas forman parte de la primera barrera ante la
produccion de EROs. El incremento de la actividad de la SOD es reflejo de
una elevada formacién de anién superdxido en la célula y de eliminacion
por esta enzima. Sin embargo, una intensa produccion de RLOs por un
tiempo prolongado agota la estimulacién de la actividad de las enzimas,

como en el caso de la GR.

Recientemente se han relacionado anomalias en el esperma con un exceso
de EO atribuido a la exposicion a ciertos contaminantes persistentes (Aly y
cols., 2009). Estos, generan RLOs y EROs y como consecuencia danan la
defensa antioxidante del tracto reproductivo masculino (Agarwal y cols.,
2003; Aitken, 2006).

La exposicion a BDE-99 incrementd los niveles de TBARS tanto en testiculo
como en epididimo. Los espermatozoides son particularmente susceptibles
a la peroxidacion lipidica debido al alto contenido de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) presentes en su membrana y nhecesarios para
mantener una fluidez adecuada necesaria para la fertilizacion (Jones y
cols., 1979; Linares y cols., 2006). Ademas, niveles altos de RLOs o EROs
pueden aumentar la permeabilidad de la membrana plasmatica del
espermatozoide, causando diversas anomalias morfolégicas, como las

encontradas en nuestro estudio, alterando asi la fertilidad masculina.

En lo referente al estado antioxidante de testiculo, la exposicion a BDE-99
produjo una disminucidn de la actividad de la CAT. Esta disminucién refleja
la inhabilidad del testiculo para eliminar el H,0, producido por el BDE-99
(Aly y cols., 2009). La disminuciéon de la CAT fue acompafiada de un

incremento en los niveles de GSSG y como consecuencia del ratio
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GSSG/GSH, conduciendo a la produccion de radicales libres y facilitando la

peroxidacion lipidica (Nehru y Bansal, 1996).

En epididimo, el BDE-99, produjo una disminucién de las actividades SOD
y GR. La SOD estd implicada en la movilidad del esperma, inhibiendo la
peroxidacion lipidica que causa pérdida de movilidad (Kobayashi y cols.,
1991; Garrido y cols., 2004). El aumento de los niveles de TBARS
producido por el BDE-99 es una consecuencia del descenso de la SOD. El
epitelio del tracto genital, especialmente en el epididimo, es rico en GR
que funciona como antioxidante protegiendo de la oxidacion a grupos
sulfhidrilo y acidos grasos insaturados de los espermatozoides durante el
proceso de maduracién y almacenaje (Kaneko y cols., 2002; Linares vy
cols., 2006).

La reduccidén de las actividades enzimaticas antioxidantes y el incremento
de la peroxidacion lipidica reflejan el dafo oxidativo producido por el BDE-
99 sobre el tracto genital masculino. Este hecho, también ha sido
observado por otros autores tras la exposicion a PCBs. Parece ser que el
BDE-99 al igual que los PCBs produce toxicidad tanto en testiculo como en
epididimo y que esta toxicidad esta inducida por el EO producido (Senthil
kumar vy cols., 2004; Aly y cols., 2009).

El BDE-99 al igual que otros xenobidticos liposolubles, es transformado por
el citocromo P450 en metabolitos que son oxidados posteriormente
convirtiéndose en intermediarios reactivos inestables (Hakk y cols., 2002;
Chen vy cols., 2006). Estos intermediarios pueden atacar a los
componentes hepaticos (ADN, lipidos y proteinas) produciendo finalmente
lesiones en las células hepaticas. De los sistemas antioxidantes con los que
cuenta el higado, el mas importante, por ser éste su principal sitio de
sintesis, almacenamiento y exportacién, es el glutatién. Su importancia
radica en el papel central que desempefia en la proteccion contra el EO,
como neutralizador de radicales libres y como cofactor de diferentes
enzimas antioxidantes (Pompella y cols., 2003; Lin y Yang, 2007). El GSH
ejerce, dentro del hepatocito, de neutralizador de los metabolitos

oxidantes. La exposicién a BDE-99 indujo una disminucién de los niveles
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hepaticos de GSH acompafiada de un aumento de los niveles de GSSG y la
ratio GSSG/GSH. Esta disminucién de GSH, a causa del BDE-99, indica una
activacion de la detoxificacién hepatica.

Otras actividades enzimaticas hepaticas que se vieron alteradas son la
SOD y la CAT que aumentaron y disminuyeron respectivamente. Estas
actividades actian de manera asociada disminuyendo la toxicidad que
podria ser consecuencia de la formacién de aniones superoxidos vy
radicales originados durante el metabolismo del BDE-99. Estos mismos
resultados fueron obtenidos por Banudevi y colaboradores (2006) tras
evaluar los efectos de los PCBs en el higado. La alteracion de estas
enzimas acompafada del incremento del ratio GSSG/GSH, apoyan que el
BDE-99 produce EO.

Al igual que en higado, la exposicion a BDE-99 redujo la actividad CAT y
aumento el ratio GSSG/GSH en rifién. Hasta el momento no se han
encontrado efectos renales adversos debido a la exposicién a BDE-99. Sin
embargo, autores que estudiaron este dérgano tras la exposicion a PCBs,
encontraron también alteraciones en el estado oxidativo (Banudevi y cols.,
2006; Lu y cols., 2009). En patologias como la insuficiencia renal aguda, el
dafio tubular esta relacionado con un aumento del EO. Los RLOs producen
la activacion de la enzima xantinaoxidasa y de los neutréfilos, mecanismos
importantes implicados en el dano renal (Edelstein y cols., 1997). Ademas,
los RLOs participan en la formacion de la proteinuria encontrada en el
presente estudio (Sanaka y cols., 1997). Por otra parte, en el analisis de
orina, los niveles de isoprostanos mostraron, como producto de
peroxidacion del acido araquidénico de las membranas, una tendencia a
aumentar. Un incremento de estos niveles sugiere también dafio oxidativo
renal (Morrow 1994).

El EO es un factor relacionado con procesos neurodegenerativos
(Venkataraman y cols., 2007). El cerebro es especialmente sensible a la
oxidacién debido al alto contenido en PUFAs. Se han relacionado
problemas en el aprendizaje con el EO producido por algunos compuestos.

Estos inducen la formacién de EROs que alteran la neurotransmision
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dopaminérgica. El EO también altera la transmision glutamatérgica y la

funcién cognitiva (Fonnum y cols., 2006).

Los estudios realizados hasta el momento hablan de los efectos criticos del
BDE-99 sobre el neurocomportamiento pero el mecanismo a través del
cual induce alteraciones motoras y cognitivas se desconoce (Eriksson y
cols., 2001; Kuriyama y cols., 2005). Ademas estos estudios se centran en
ratas expuestas durante la gestacion. Algunos trabajos realizados in vitro
sugieren neurotoxicidad a través de dafio oxidativo pero no de congéneres

aislados sino de mezclas (Giordano y cols., 2008).

En nuestro estudio, la exposicién a BDE-99 produjo alteraciones en
marcadores de EO en diferentes partes del encéfalo. En el cértex la
actividad de la CAT disminuydé a causa del BDE-99. En cerebelo, las
actividades de la CAT, la SOD y la GR disminuyeron. Este descenso en las
actividades enzimaticas de las diferentes regiones del encéfalo también se
ha observado tras la exposicién a PCBs en rata (Lee y Opanashuk, 2004;

Venkataraman y cols., 2007).

Tanto la corteza como el cerebelo se encargan de la integracion funciones
motoras y sensoriales (Baillieux y cols., 2008). Segun nuestros resultados,
el cerebelo es la parte mas susceptible al EO tras la exposicién a BDE-99.
Dado que en nuestro trabajo las ratas expuestas a BDE-99 mostraron
dificultad en la tarea de la pantalla invertida, podria haber relacién entre el
EO encontrado en cerebelo y la incapacidad para ejecutar esta tarea. A
diferencia de otros estudios en los que se observaron alteraciones en los
tests de conducta en crias (Eriksson y cols., 1998; Branchi y cols., 2002),
cabe destacar que las ratas del presente estudio eran adultas y no

mostraron alteraciones en el resto de tests de conducta.

En cuanto al hipocampo, no se encontraron alteraciones de marcadores de
EO. Sin embargo Cheng y colaboradores (2009), que evaluaron el estado
oxidativo en crias tras la exposicién a BDE-99, observaron variaciones en

marcadores de EO en esta zona del cerebro.
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7. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Hasta el momento no hay alteraciones histopatoldgicas descritas por la
accion del BDE-99 sobre el tracto reproductor masculino. Sin embargo, en
nuestro trabajo el examen histopatoldégico de testiculo reveld una
descamacién intratubular prematura (DIP) en ratas expuestas a BDE-99.
Estos resultados corroboran los obtenidos por Alonso y colaboradores
(2009). En ambos casos, una DIP, si es lo bastante pronunciada, podria
comportar una disminucién de los espermatozoides asi como una
alteracion en su morfologia. Del mismo modo, se han relacionado
alteraciones en el epitelio de los tubulos seminiferos con la exposicion a
ciertos PCBs (Alston y cols., 2003).

Los estudios que evaluan los efectos toxicos sobre la funcién renal de los
PBDEs y de sus homodlogos clorados, los PCBs, son escasos (Lu y cols.,
2009). Alteraciones como degeneracién de los tubulos y los glomérulos
han sido observadas por algunos autores tras la exposicion a PCBs (Rao y
Banergi, 1990; Kutlu y cols., 2007).

En nuestro estudio, el analisis histopatoldgico de rifidn reveld la presencia
de fagolisosomas. Esta alteracion también fue observada por otros
autores, sugiriendo degeneracion celular (Muruganandan y cols., 2002;

Pedraza-Chaverri y cols., 2004).

DISCUSION GLOBAL

El BDE-99 es uno de los congéneres de PBDEs mas persistentes detectado
en el medio ambiente (Darnerud y cols., 2001; de Wit, 2002; McDonald,
2002). Hasta el momento, el efecto mas observado en roedores es a nivel
de neurocomportamiento. ElI BDE-99 también parece influir en la
homeostasis de la funcién tiroidea (Hallgren y cols., 2001; Hallgren y
Darnerud, 2002; Zhou y cols., 2001, 2002). Ambos efectos son la

consecuencia de una exposicidon pre y postnatal.
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En nuestro estudio en ratas adultas, no se encontraron alteraciones ni en
el comportamiento ni en los niveles de hormonas tiroideas tras la
exposicion a BDE-99. Estos resultados podrian ser debido a que la
exposicion en la edad adulta no tiene efectos criticos a diferencia de

cuando la exposicion se realiza durante el desarrollo.

En relacion a los métodos utilizados para evaluar el comportamiento de los
animales (evitacién pasiva, campo abierto y laberinto de agua), aunque
sean los mas habituales, no podemos descartar que al aplicar otros tests
(T-maze, Y-maze, radial-maze, test de habituacion, analisis de huella, test
del cilindro, escalera horizontal, etc.) a parte de confirmar los resultados
obtenidos también obtendriamos mas informacién de los procesos de

afectacion de los animales.

En nuestro estudio, la exposicion a BDE-99 produjo desequilibro del
estatus oxidativo en cértex y cerebelo. Algunos estudios sugieren
neurotoxicidad a través de dafo oxidativo, por lo que, el EO podria ser el
mecanismo de la alteracién motora observada en este trabajo asi como de

los efectos observados por otros autores en crias (Kuriyama y cols., 2007).

Otro punto de discusién importante es el papel del BDE-99 como disruptor
endocrino sobre la funcién reproductora masculina. Tanto en nuestro
estudio como en el llevado a cabo por Kuriyama y colaboradores (2005), la
exposicion a BDE-99 produjo disminucidn de la espermatogénesis y
alteraciones morfoldgicas del esperma. Sin embargo, en nuestro caso
particular, los niveles de testosterona disminuyeron significativamente en
sangre. La testosterona es fundamental en el proceso de Ila
espermatogénesis. Por ello, parece confirmarse el papel del BDE-99 como
disruptor endocrino. Falta profundizar si actia a nivel de receptores (AR) o
a nivel de sintesis de andrégenos. Stoker y colaboradores (2005)
propusieron la actuacién del DE-71 como antagonista del receptor de
andrégenos. Al estudiar in vitro los congéneres que forman esta mezcla, el
papel como antagonista fue atribuido a otros congéneres y no al BDE-99.

Por ello, hay que incentivar los estudios de los congéneres de PBDEs por
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separado, para poder atribuir los efectos observados a cada congénere en

particular.

Otro aspecto implicado en las alteraciones de los parametros seminales
encontrados en este trabajo es el dafio oxidativo. Algunas de las enzimas
antioxidantes evaluadas en este estudio son de vital importancia durante
la produccién y maduracion del esperma. La reduccion de estas
actividades, acompanada de un aumento en la peroxidacion lipidica, refleja
el papel del EO como mecanismo de toxicidad en los 6rganos reproductivos

masculinos.

Respecto al estado oxidativo de los diferentes tejidos evaluados, las
variaciones observadas en los niveles de las enzimas antioxidantes pueden
ser debidas a una accién directa del BDE-99 sobre su actividad o a una
accion de este compuesto sobre los genes que las codifican, provocando
una activaciéon o inhibicidn de las mismas. Mediante técnicas de expresién
génica se podrian conocer con mas profundidad los mecanismos basicos de
la accion del BDE-99.

Las dosis de BDE-99 utilizadas en el presente trabajo (0.6 y 1.2 mg/kg)
corresponden a 58 y 116 veces el nivel mas alto encontrado en tejido
adiposo humano (She y cols., 2002). Estas son las dosis mas bajas
utilizadas en ratas adultas y en las que se han observado efectos toxicos.
Por ello, se hace necesaria la investigacion sobre dosis bajas de BDE-99

con el fin de establecer niveles minimos de toxicidad de dicho compuesto.
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CONCLUSIONES

1. En general, no se observan variaciones en el estado de los animales
ni tampoco se aprecian alteraciones significativas en los tests de

neurocomportamiento realizados.

2. No se observan diferencias significativas en el peso de los testiculos
y epididimos a ninguna de las dosis de exposicién. El contaje de
espermatidas en testiculo muestra una disminucion significativa

dependiente de la dosis.

3. La exposicion a la dosis alta de BDE-99 provoca un descenso
significativo del grado de movilidad en los espermatozoides y, en
consecuencia, un incremento significativo del porcentaje de

espermatozoides inmoviles.

4. El porcentaje de espermatozoides con morfologia anédmala aumenta

en los animales expuestos a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg.

5. El analisis bioquimico de orina revela una disminucién significativa a
la dosis alta de exposicion de las actividades enzimaticas de la GGT,
la NAG y la LDH. Sin embargo, la concentracién de proteinas

aumenta de forma significativa a esta misma dosis.

6. La actividad de la GPT y la concentracién de acido Urico en sangre
aumenta y disminuye respectivamente de forma significativa en los

animales expuestos a la dosis de 1.2 mg BDE-99/kg.

7. La exposicion a BDE-99 produce un descenso significativo de los
niveles de testosterona y su precursora la progesterona a la dosis

mas elevada.

8. La actividad de la SOD y de la GR aumenta y disminuye
respectivamente de forma significativa en sangre en ambos grupos

de exposicion.

147



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A BDE-99 SOBRE LA FUNCION COGNITIVA
Y REPRODUCTIVA EN RATAS MACHO ADULTAS

Virginia Alonso Guerra

ISBN: 978-84-692-59£50N¢hisionesc4-2009

9. En epididimo, el BDE-99 causa una disminuciéon de las actividades

10.

11.

12.

enzimaticas de la SOD y la GR mientras que en testiculo se observa
un descenso de la actividad de la CAT y un aumento de los niveles
de GSSG. En ambos tejidos aumenta la peroxidacién lipidica a la

dosis mas alta de exposicion.

El BDE-99 provoca una alteracion de los marcadores de estrés
oxidativo en higado y rifidn. En rifidn, se observa una disminucion
significativa de la actividad de la CAT y un incremento de los niveles
de GSSG vy la ratio GSSG/GSH. Estos mismos efectos se observan
en el higado junto con un aumento significativo de la actividad
enzimatica de la SOD y una disminucion significativa de los niveles
de GSH.

En el encéfalo, el efecto del BDE-99 se manifiesta con un descenso
significativo de la actividad de la enzima de la CAT en cértex y
cerebelo, y una disminucion de las actividades enzimaticas de la GR

y la SOD en el cerebelo.

El examen histopatolégico revela una descamacién intratubular
prematura en testiculo y presencia de fagolisosomas en el rifién

principalmente a la dosis alta de exposicion.

CONCLUSION GLOBAL

La exposicion oral a BDE-99 provoca efectos téxicos en ratas macho

adultas que se manifiestan a través de un desequilibrio en el estado

oxidativo y hormonal. Estas variaciones causan una alteracién Gnicamente

en la respuesta fisioldgica reproductiva.
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ABREVIATURAS
% Porcentaje
o, Oxigeno singlete
8-OHdG 8-hidroxi-2" deoxiguanosina
Ac Anticuerpo
AE Ester de acridinio
Ag Antigeno
As Arsénico
ATP Adenosin trifosfato
BDE Eter de bromodifenilo
BHA Butilhidroxianisol
BHT Butil hidroxi tolueno
Br Bromo
CAT Catalasa
Cd Cadmio
cDNB 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
CE Colinesterasa
cm Centimetros
COX Ciclooxigenasa
Cu Cobre
Cyt P450  Citocromo P450
DDD Diclorodifenildicloroetano
DDE Diclorofenildicloroetano
DDT Clofenotano
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DE Disruptor endocrino

DES Dietilestilbestrol

DHA Acido docosahexaenoico

DNA Acido desoxirribonucleico

DTNB Ditiobis-nitrobenzoato

EDTA Acido etildiaminotetracético

EPN O-etil-O-p-nitrofenil fenilfosfonotionato
EROD Etoxiresorufin-O-dietilasa

EROs Especies reactivas de oxigeno
ERa Receptor estrogénico tipo a

ERp Receptor estrogénico tipo B

FA Fosfatasa alcalina

Fe*? Cation ferroso

Fe™? Cation férrico

FOB Bateria de observacién funcional
g Gramo

G6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GGT Gamma-GT

GLDH Glutamato deshidrogenasa

GOT Transaminasa glutamicooxalacética
GPT Transaminasa glutamicopiruvica
GPx Glutatién peroxidasa

GR Glutation reductasa

GSH Glutatién reducido
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Abreviaturas

GSSG

GST

H202
HCl

Hg
HNO;
HO
HO*
HO,"®
K,HPO,
kg
KH,PO,
e

LDso
LDH
Log Kow
LOH

LPO

mA

MAO

Glutatién oxidado
Glutatién-S-transferasa
Agua

Perdxido de hidrégeno
Acido clorhidrico
Mercurio

Acido nitrico

Anién hidréxido
Radical hidroxilo
Radical hidroperoéxido
Fosfato potasico basico
Kilogramo

Fosfato potasico acido
Radical carbonado
Dosis letal 50

Lactato deshidrogenasa

Coeficiente de particion octanol-agua

Acido graso hidroxilo
Lipoxigenasa

Metros

Molar

Metro cubico
Miliamperio

Monoamino oxidasa
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MDA Malondialdehido

MDH Malato deshidrogenasa

mg Miligramo

ml Mililitro

mM Milimolar

Mn Manganeso

MROD Metoxiresorufin-O-dietilasa
Na,CO; Carbonato sédico basico

Na,HPO, Fosfato sédico basico

NADPH Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato

NADPH Fosfato de dinucledtido de Nicotiamida y Adenina
NAG N-Acetil-B-D-glucosaminidasa

NaH,PO, Fosfato soddico acido

NaOH Hidréxido sodico
NEM N-etil-maleimida
NF-kpB Factor de transcripcion kappa beta
ng Nanogramo

nm Nandmetros

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintasa
0, Oxigeno molecular
0,* Anidn superoéxido
oC Grado centigrado
ONOO’ Anion peroxinitrito
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Abreviaturas

OPT

Pa

Pb

PBB

PBDEs

PCB

PCDD

PCDF

PKC

PMP

POD

POPs

PROD

ps

PUFA

PVC

RLO

RLU

RO*

ROO*®

ROOH

rpm

SDS

O-phtalaldehido

Presién de vapor

Plomo

Bifenoles polibromados
Eteres difenilicos polibromados
Bifenilos policlorados
Policlorodibenzodioxinas
Policlorodibenzofuranos
Proteina kinasa C

Particulas paramagnéticas
Peroxidasa

Contaminantes organicos persistentes
Pentoxiresorufin-O-dietilasa
Peso seco

Acidos grasos poliinsaturados
Cloruro de polivinilo

Radical libre de oxigeno
Unidades relativas de luz
Radical alcoxilo

Radical peroxilo
Hidroperdxido

Revoluciones por minuto
Segundos

Dodecilsulfato sdédico
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Se
SOD
ti/2
T2
T3
T4
TBA
T-BuOOH
TCA
TRa
TRB

TSH

UDPGT

uoD
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Selenio

Superoéxido dismutasa

Tiempo de vida medio

Hormona 3,5-diiodotironina
Hormona 3,3,5-triiodotironina
Hormona 3,3,5,5-tetraiodotironina
Acido tiobarbiturico
T-butilhidroperéxido

Acido tricloroacético

Receptor tiroideo tipo a

Receptor tiroides tipo B

Hormona tirotropina

Transtiretina

Unidades

Uridina difosfato-glucuronosil tranferasa
Uricasa

Vatios

Zinc

Orbital molecular pi

Orbital molecular sigma

Microlitro





