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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
CITOTOXICA Y GENOTOXICA DEL
NONILFENOL, TRICLOSAN Y BISFENOL A
EN CHIRONOMUS RIPARIUS:
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DE BIOMARCADORES MOLECULARES DE
ECOTOXICIDAD

El desarrollo de la actividad industrial ha conducido a un
aumento de la presencia de diferentes compuestos contami-
nantes de origen antropogénico en el medio ambiente y, como
consecuencia, los seres vivos se encuentran expuestos a los
mismos. La calidad de vida humana esta relacionada directa o
indirectamente con la salud del medio ambiente que nos ro-
dea, constituido por componentes abioticos y bidticos, que
incluyen el aire, el agua, el suelo, las plantas y los animales, y
en el que la vida se mantiene a través de complejas interaccio-
nes entre ellos. El deterioro de cualquiera de sus componentes
puede tener un serio efecto colateral en la continuidad de la
vida.

Uno de los ecosistemas mas vulnerables a la contamina-
cion humana son los ecosistemas acuaticos, ya que constitu-
yen uno de los principales focos de vertido. En ellos, los con-
taminantes se integran en un ciclo que incluye el agua, los
sedimentos y los seres vivos, siendo estos ultimos sobre los que
se han observado principalmente los efectos de estos com-
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puestos. El agua, esencial para la vida, se encuentra disponible
de forma limitada y se ve sometida a una presién constante
por la presencia de agentes infecciosos o productos quimicos
téxicos que afectan a su calidad. El aumento de la demanda
de agua potable asi como la preocupacion por la presencia en
los ecosistemas acudticos de compuestos contaminantes de
origen antropogénico han dado lugar al desarrollo de diferen-
tes normativas en todo el mundo para proteger este recurso. A
nivel europeo existe la Directiva 2000/60/CE o Directiva Mar-
co del Agua [1], una norma del Parlamento Europeo y del
Consejo de la Unidn Europea que se desarrollé con el fin de
proteger las aguas continentales, las aguas de transicion, las
aguas costeras y las aguas subterraneas. En ella se establecié
el marco de actuacion comunitario en el ambito de la politica
de aguas en la Union Europea, con los objetivos de prevenir y
reducir la contaminacion, promover el uso sostenible del agua,
proteger el medio ambiente, mejorar la situacion de los ecosis-
temas acuaticos y paliar las consecuencias de las inundaciones
y de las sequias.

Un grupo de contaminantes presentes en los ecosistemas
acudticos son los clasificados como compuestos disruptores
endocrinos (EDCs, Endocrine Disrupting Chemicals), los cuales
pueden definirse como aquellas sustancias exdgenas que alte-
ran la funcion o funciones del sistema endocrino, produciendo
efectos sobre la salud de los organismos sanos, en su descen-
dencia o en las poblaciones [2]. Los EDCs son capaces de alte-
rar el sistema hormonal, mimetizando a una hormona o blo-
queando su accion, lo que produce la estimulacién o la
inhibicion anormal del sistema endocrino (Figura 1). Este sis-

C D

Exceso Defecto

Célula Respuesta

Célula Respuesta

WV Disruptor endocrino

Figura 1. Modo de accion de un EDC. (A) Respuesta de la hormona natural. (B) Se produce el bloqueo del receptor por el EDC, im-
pidiendo la union de la hormona y la respuesta. (C). El EDC se une al receptor y produce una mayor respuesta que la que genera la
hormona natural. (D) El EDC produce una menor respuesta que la hormona natural tras unirse al receptor.
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tema es critico para el crecimiento, el desarrollo, la reproduc-
cion, la diferenciacion sexual y la regulacion de los procesos
metabolicos.

En este sentido, el objetivo de esta tesis doctoral ha sido
conocer los efectos a nivel molecular, bioquimico y celular de
tres compuestos toxicos catalogados como EDCs, como son el
nonilfenol (NP), el triclosan (TCS) y el bisfenol A (BPA) (Figu-
ra 2) sobre larvas acuaticas del mosquito Chironomus riparius
con la fialidad de identificar nuevos marcadores moleculares,
bioquimicos y celulares de exposicion a estos compuestos y
que puedan ser empleados en la evaluacion del dafio que
puedan ejercer los mismos sobre organismos invertebrados.
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Figura 2. Formulas quimicas de: (A) nonilfenol, (B) triclosdn
v (C) bisfenol A.

C. riparius es un diptero empleado como organismo de
referencia en los ensayos de toxicidad acuatica y como indi-
cador de la calidad del agua, existiendo protocolos estandari-
zados para el desarrollo de estos ensayos con dicho insecto
publicados por diferentes organismos, entre los que se encuen-
tran la Agencia de Proteccion Medioambiental de los EE.UU.
(USEPA, United States Environmental Protection Agency), la
Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Economicos
(OCDE, Organization for Economic Co-operation and Develo-
pment) o la Sociedad Americana para el Ensayo de Materiales
(ASTM, American Society for Testing Materials) [3-7]. El ciclo
vital de este mosquito presenta las etapas de huevo, larva (con
cuatro estadios), pupa y adulto, siendo todas acudticas excep-
to la etapa de adulto (Figura 3). Las larvas de este mosquito
viven asociadas a los sedimentos, donde se acumulan gran
parte de los contaminantes; ademds, se encuentran en la base
de la cadena trofica de los ecosistemas acuaticos, formando
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Figura 3. Ciclo de vida de Chironomus riparius. Las etapas de
huevo, larva y pupa son acudticas, mientras que la etapa de
adulto es aérea.

parte de la alimentacién de muchas especies acudticas y terres-
tres.

La produccion a nivel mundial de nonilfenol (NP) se esti-
ma en mas de 200.000 toneladas al afio [8], siendo su principal
aplicacion la produccion de etoxilados empleados en la fabri-
cacion de detergentes de uso doméstico e industrial. Ademas
se encuentra presente en pinturas, adhesivos, pesticidas y en-
durecedores de resinas epoxi y se emplea en la produccion de
papel y de productos cosméticos, asi como en la industria
textil. Por otro lado, también se usa en diferentes productos de
laboratorio, en los agentes de curtido, como antioxidante en
plésticos, como aditivo en los aceites lubricantes y en produc-
tos de limpieza de las ubres de vacas lecheras. El NP estd in-
cluido en la lista de sustancias peligrosas prioritarias de la
Directiva Marco del Agua [1], actualizada por la Directiva
2013/39/UE [9], y su uso esta actualmente regulado en la
Union Europea mediante la Directiva 2003/53/CE [10], aunque
la produccion y uso de los derivados de NP comenzaron a
reducirse con la introducciéon voluntaria de diferentes acuer-
dos entre la industria y los gobiernos de los paises de la Union
Europea [11]. Se ha estudiado el efecto del NP en organismos
acudticos, principalmente en peces, en los que se ha observado
que es capaz de inducir la sintesis de proteinas caracteristicas
de las hembras, afectar a la morfologia de los testiculos y a la
fertilidad en machos.

El triclosan (TCS) es un compuesto empleado como anti-
bacteriano de amplio espectro en productos de cuidado perso-
nal, como son jabones, dentifricos, desodorantes y enjuagues
bucales. Ademas, actualmente hay un aumento del numero de
productos que contienen triclosan, entre los que se encuentran
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alfombras, bolsas de basura, juguetes para bebés y vajillas
desechables. Como consecuencia de su amplio uso como
agente antimicrobiano, el TCS ha llegado a ser un compuesto
de distribucion ubicua en los ecosistemas, ademas de haberse
detectado en orina, plasma y leche humana. A pesar de que
este xenobidtico esta considerado como apto para su uso [12],
se han descrito alteraciones a nivel de sistema endocrino pro-
ducidos por el TCS en diferentes organismos, principalmente
a nivel del sistema tiroideo en anfibios y en ratas.

El bisfenol A (BPA) es uno de los productos quimicos mas
empleados en el mundo y con mayor volumen de produccion,
alcanzando 3,8 millones de toneladas al afio [13]. Se encuen-
tra clasificado en la lista europea como uno de los 564 poten-
ciales disruptores endocrinos con el maximo nivel de riesgo
(nivel IIT) y mas recientemente se ha incluido en la lista prio-
ritaria de los 66 compuestos de mayor riesgo. El BPA consti-
tuye el monomero del que se compone el plastico policarbo-
nato, empleado en una gran variedad de productos
industriales y de bienes de consumo de uso diario. Ademas se
encuentra presente en las resinas epoxi que recubren el interior
de multitud de recipientes y de envases destinados a estar en
contacto con alimentos y bebidas con el fin de prevenir en
ellos efectos de oxidacién y corrosion, y en las resinas de po-
liéster. El BPA ha alcanzado gran interés por parte de la socie-
dad porque se ha demostrado que la principal via por la que
llega a nuestros cuerpos es a través de la alimentacion, debido
a que puede migrar desde los envases hasta los alimentos. Se
ha demostrado que el BPA presenta actividad disruptora en-
docrina en numerosas especies de vertebrados, en las que pro-
voca alteraciones en la reproduccion y el desarrollo, en el
sistema inmune y en el sistema nervioso.

A pesar de que se conocen los efectos que producen estos
compuestos toxicos sobre vertebrados, los estudios sobre or-
ganismos invertebrados son mas limitados, por lo que resulta
interesante analizar los efectos que dichos compuestos quimi-
cos producen sobre un diptero clave de los ecosistemas acua-
ticos.

Para evaluar los efectos del NP, el TCS y el BPA se expu-
sieron larvas de C. riparius a diferentes tiempos y a concen-
traciones subletales, analizandose los cambios de expresion de
diferentes genes y de una actividad enzimatica seleccionados
como posibles biomarcadores, los cuales pertenecen a diferen-
tes procesos celulares:

- Ruta de respuesta a la ecdisona: seleccionada por su im-
portancia en el proceso endocrino mediado por esta hor-
mona, implicada en el desarrollo y muda de los insectos.
Se analizaron los niveles de expresion de los genes EcR,
usp y E74. Por otro lado se estudiaron los efectos de los
tres xenobidticos sobre la expresion del gen ERR.

- Respuesta a estrés celular: por su relevancia en la res-
puesta de los organismos para la adaptacién frente a
cambios ambientales a los que pueden verse sometidos,
entre los que se encuentran la presencia de compuestos
xenobioticos. Los genes estudiados como posibles bio-
marcadores de este proceso fueron los genes hsp70 y
hsp27.

- Mecanismos de detoxificacion celular: por su implica-
cion en la eliminacion de compuestos extrafios al orga-
nismo. Se seleccionaron el gen CYP4G y la actividad
enzimatica de la glutation S-transferasa (GST) para su
estudio como potenciales dianas de accion del NP, TCS y
BPA.

Ademas, se evaluo el potencial genotoxico de cada com-
puesto mediante el ensayo cometa o electroforesis en gel de
una unica célula (SCGE, Single Cell Gel Electrophoresis), mé-
todo empleado para la deteccion de bajos niveles de dafio en
el ADN y que permite su valoracion de forma tanto cualitativa
como cuantitativa en cualquier célula eucariota (Figura 4).

Debido a la escasa informacion sobre el genoma de C. ri-
parius, una primera parte de este trabajo se centr6 en la se-
cuenciacion de tres genes y en la caracterizacion de las protei-
nas para las cuales codifican, ampliando asi el numero de
genes disponibles para utilizarlos como posibles biomarcado-
res de exposicion a compuestos toxicos. Estos genes han sido

Figura 4. Imagen de una célula tras el ensayo cometa.

fogciasgunc |

Nuestra Facultad



J 1
1 47 56 137141 354 366 419422 467 478 493 503 559
N | — H C
1 1 1 1 1 1
1 11 37 49 85 Cys-91 159 186 195
C
N : g -} NN c
I 1 1 1 1
1 114 180 192 515 539

Figura 5. Mapa de los motivos conservados de las proteinas: (a) CYP4G: region P/G, PGPPTVPIIG, conservada en proteinas P450
(morado); hélice-C con su secuencia consenso WxxxR (gris); la secuencia EVDTFMFEGHDTT (azul) es caracteristica de los CYP4, que
incluye la hélice-I con la secuencia consenso GxrE/DTT; la hélice-K, con la secuencia consenso ExxR (marron); secuencia aromdtica
caracteristica de las proteinas P450 A XXPXXA XPXBA, (naranja); el motivo conservado PEXXGXRXCXG (verde) es la region de
union al hemo. (b) HSP27: el dominio amino-terminal estd indicado en morado, el dominio caracteristico de las proteinas HSP27s
en azul, el dominio a-cristalino en verde y el dominio carboxi-terminal en naranja. (c) EcR: El dominio conservado A/B estd indicado
en azul; el dominio conservado C (rajo) contiene una caja P (cuadrados rojos) y una caja D (punteado en rojo); el dominio conservado
D (morado) contiene dos heptapéptidos (cuadrados morados) que actian como seial de localizacion nuclear; el dominio E (verde)
presenta un motivo cremallera hélice-giro (cuadrados verdes); el dominio F estd indicado en naranja.

el gen citocromo P450 (CYP4G), implicado en la ruta de de-
toxificacion, el gen de la proteina de choque térmico de 27
kDa (hsp27), incluido en la respuesta de estrés celular, y el gen
receptor de ecdisona (EcR), perteneciente a la ruta hormonal
de la ecdisona (Figura 5).

Los resultados presentados en este trabajo han demostrado
que los tres compuestos xenobidticos estudiados han sido ca-
paces de alterar la expresion de los genes implicados en la ruta
de respuesta a la ecdisona, actuando como antagonista en el
caso del NP y como agonista en el caso del TCS y BPA, sugi-
riendo asi una interaccion directa de estos compuestos con el
sistema endocrino de los insectos. Por otro lado, el analisis de
los niveles de expresion de los genes hsp70y hsp27 han de-
mostrado una respuesta diferente de ambos genes en funcion
del xenobiético, pudiendo ser considerados como biomarca-
dores de estrés celular en invertebrados. Finalmente los resul-
tados obtenidos en el estudio de los mecanismos de detoxifi-
cacion indican que existe una modulacion diferente
dependiendo del compuesto estudiado, mientras que el NP y
el BPA inhibieron tanto la expresion del gen CYP4G como la
actividad enzimatica de la GST, el TCS no alteré ninguno de
los dos parametros estudiados, existiendo en los tres casos una
correlacion entre los efectos observados en la expresion del
gen CYP4G con la actividad de la GST, lo que ha permitido
analizar los mecanismos de detoxificacion celular en su con-
Jjunto.

Ademas, los resultados obtenidos demuestran la capacidad
genotoxica de los tres compuestos a todas las concentraciones
y tiempos estudiados, siendo especialmente relevante la dismi-
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nucion del dafio en el ADN en exposiciones de 96 horas res-
pecto a los tratamientos de 24 horas. Esto puede explicarse por
la activacion de los mecanismos de reparacion del ADN y/o
los mecanismos de detoxificacion celular en tiempos largos de
exposicion.
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