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L. INTRODUCCION

Se ha estimado que anualmente se producen alrededor de quinientos nuevos

compuestos quimicos de sintesis, que al ser liberados al medio ambiente pueden

interaccionar con los seres vivos. Muchos de ellos no han sido evaluados en su
capacidad potencial de actuar sobre los sistemas biologicos, probablemente porque
los criterios de evaluacion actualmente existentes son muy estrictos y estan sometidos
a multiples restricciones. Algunas de estas sustancias actiian sobre los sistemas
biologicos a las dosis y concentraciones en que se encuentran en los medios naturales,
por lo que es presumible un cierto efecto sobre el organismo expuesto.

Desde los afios cuarenta en que comenz6 su produccién masiva, se han
diseflado mas de 600 productos quimicos basicos para combatir insectos, malas
hierbas, roedores y otros muchos organismos "perjudiciales” en agricultura. El uso

de los productos quimicos en las actividades agricolas ha supuesto un beneficio
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sustancial en Ia produccion agraria, incrementandose el rendimiento de las cosechas
a la vez que se ha elevado la calidad de los alimentos. No obstante frente al beneficio
que supone la destruccion sistematica de parasitos que afectan a la salud de las plantas
animales y a la salud humana se debe tener presente la interaccion de los distintos
principios activos con las especies animales v el propio hombre (Olea y cols., 1995).

Por otra parte, desde la Segunda Guerra Mundial se han liberado al medio
ambiente, en grandes cantidades, productos quimicos derivados de actividades
industriales y cada afio se introducen en el mercado1.000 nuevos productos de sintesis
(Castillo y Barceld, 1997).

La idea de que estas sustancias tienen un efecto adverso sobre la salud humana
y animal no es un tema nuevo. A comienzos de los afios 60, Raquel Carson (Carson,
1962) advirti6 que ciertos productos quimicos de sintesis se habian difundido por
todo el planeta, contaminando practicamente a todos los seres vivos hasts en las
tierras virgenes mas remotas. Carson no solo describio el modo en que la naturaleza
se estaba impregnando con productos quimicos sino que, ademas, puso en evidencia

el proceso en virtud del cual dichas sustancias se iban acumulando en los organismos

vivos. Su trabajo tuvo un gran impacto sobre la opinién publica y atrajo la atencion

de politicos y cientificos que reforzaron la investigacién sobre el efecto de los
contaminantes quimicos sobre la salud humana y animal y su impacto medio

ambiental.




INTRODUCCION

1.1 DISRUPTORES HORMONALES

Entre los efectos que se han atribuido a sustancias quimicas introducidas en

el entorno de la actividad humana se encuentra la perturbacién de la homeostasis
hormonal tanto de los animales como de los seres humanos. Las consecuencias de
esta alteracién pueden ser graves debido al papel decisivo que desempefan las
hormonas en el control del desarrollo y en numerosas funciones fisiolégicas
especificas. Recientemente, se ha acufiado el término de disruptores endocrinos
(Endocrine Disrupting Chemicals / EDCs) para definir el conjunto de compuestos
quimicos que interaccionan con el sistema endocrino, sobre el que inducen efectos
potencialmente debidos a su capacidad para:1) mimetizar la accién de las hormonas
endbgenas; 2) antagonizar la accion de las hormonas; 3) alterar su patrén de sintesis
y metabolismo; o bien 4) modular los niveles de los receptores correspondientes
(Ferndndez y cols., 1998).

El rango de compuestos quimicos disruptores endocrinos es muy amplio y
crece dia a dia, comprendiendo desde productos quimicos sintetizados por el hombre
hasta sustancias que se encuentran de manera natural en los alimentos. La Jliversidad
estructural de los EDCs hace imposible predecir a priori si una molécula estard
dotada de capacidad hormonal. La tabla 1.1 muestra los compuestos cuya actividad
disruptora endocrina esta bien documentada.
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Tabla 1.1: Compuestos quimicos disruptores endocrinos

Grupo Disruptores Endocrinos

Organohalogenados | Dioxinas, Furanos, PCBs, PBBs, Octacloroestireno,

Hexaclorobenzeno, Pentaclorofenol, Bromobisfenol, etc..

Pesticidas 2.4,5-T, 2,4-D, Alocloro, Aldicarb, Amitrole, Atrazina,
Benomil, p-HCH, Carbaril, Clordano, Cipermetyrin,
DBCP, DDT y metabolitos, Dicofol, Dieldrin,
Endosulfan, Esfenvalerato, Etilparatién, Fenvalerato,
Lindano, Heptacloro, H-epoxido, Keltano, Kepona,
Malation, Mancozeb, Maneb, Metomil, Metoxicloro
Metiran, Metribuzin, Mirex, Nitrofen, Oxiclordano,
Permetrin, Piretréides sintéticos, Toxa: -no,
Transnonacloro, Tributilin, Trifluralin, Vinclozolina,
Zineb, Ziram

Metales pesados Cadmio, Mercurio, Plomo

Ftalatos Di-etilhexilftalato, Butilbenzilftalato, Di-n-butilftalato,
Di-n-pentilftalato, Di-hexilftalato, Di-propilftalato,
Diciclohexilftalato, Dietilftalato

Bisfenoles Bisfenol A, Bisfenol F, Bisfenol AF, BADGE, Bis-
DMA

Alquilfenoles Penta - dodecilfenol

Otros Estirenos, Benzopirenos, Acido amsiénico, Fenilfenol
Butilhidroxianisol, Parabenes
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La capacidad de los contaminantes quimicos medio ambientales para interferir
en la funcion endocrina fue establecida hace mas de 30 aflos. El hecho inicial fue la
constatacion de que la poblacion de pajaros piscivores habia declinado en los Estados
Unidos debido a problemas reproductivos graves. Tales observaciones permitieron
laidentificacion del p,p -DDE, un metabolito del pesticida organoclorado DDT, como
agente causante de las alteraciones reproductivas observadas (Hickey y Anderson,
1968; Heath y cols., 1969). E! problema fue parcialmente resuelto con la retirada del
pesticida en 1972, aunque observaciones posteriores indican que el DDT y otros
pesticidas organoclorados continianimpregnando a las poblaciones expuestas debido
a su persistencia en el medio ambiente, su bioacumulacion tisular y la transmision del
mismo dentro de la cadena alimentaria.

Otras observaciones medio ambientales relacionadas con la exposicion masiva
de poblaciones animales, han ayudado a entender el problema de la disrupcion
hormonal. Los casos recogidos en la literatura cientifica son multiples. Sirva de
ejemplo lo ocurrido con la poblacion de caimanes del lago Apopka en Florida, que se
expusieron al pesticida dicofol (Keltano) tras un vertido accidental en 1980. Diez afios

mas tarde, la poblacion de caimanes habia descendido significativamente, habia

aumentando la mortalidad en los huevos y la mitad de las crias nacidas languidecian
y morian antes de los diez dias y se encontraron, ademas, hembras adolescentes que
tenian anormalidades severas en los ovarios y presentaban niveles de estrogenos en
sangre dos veces mas altos de lo rormal. Por otro lado los caimanes jovenes machos
estaban fuertemente feminizados, presentaban penes anormalmente pequefios y tenian
niveles de estrogenos mas altos en su sangre que los normales. Las investigaciones
llevadas a cabo sirvieron para concluir que los productos quimicos que fueron
vertidos al lago habian alterado el sistema endocrino de los embriones, limitando la
capacidad de los caimanes para reproducirse y dando lugar a las malformaciones
descritas (Woodward y cols., 1993; Guillette y cols., 1995).
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En 1993, se publico por primera vez la observacion experimental relativa alos

desordenes de expresion del fenotipo sexual en peces. En efecto, los peces machos

capturados en las cercanias de plantas de tratamiento de aguas residuales presentaron
caracteristicas sexuales masculinas y femeninas. Se observé también la produccion de
vitelogenina en el higado de los peces macho, una proteina sintetizada normalmente
por las hembras como respuesta a una sefial estrogénica. Varias sustancias quimicas,
especialmente los alquilfenoles encontrados en detergentes y plasticos se identificaron
como responsables de causar estos efectos feminizantes (Jobling y Sumpter, 1993).

En nuestro pais se ha documentado recientemente un fenomeno denominado
imposex, que consiste en la superposicion de caracteres sexuales masculinos sobre
hembras de gasteropodos (Gibbs y cols., 1987). Se trata de uno de los pocos ejemplos
de relacion causa-efecto, dosis-dependiente, que se conocen en toxicologia y resulta
altamente especifico ante la contaminacion por TBT (tributiltin, compuesto
organoestafioso lixiviado de las pinturas antialgas). Durante el verano de 1996 se
desarrollé una campaiia de muestreo a lo largo de la costa de Galicia con el fin de
estudiar la situacion de la contaminacion por derivados del TBT, escogiéndose como
especie bioindicadora al prosobranquio marino Nucella lapillus por ser la segunda
especie mas sensible y en todas las muestras examinadas se registro la presencia de
imposex en las poblaciones estudiadas (Barreiro y cols., 1998).

En resumen, en numerosos estudios se han asociado las patologias observadas
en distintas especies animales con la exposicion a contaminantes medio ambientales
con actividad hormonal (Colborn y cols., 1993; Ahlborg y cols., 1995; Colbom y
cols., 1996, Short y Colborn, 1999). Entre los efectos evidenciados figuran: 1)
alteraciones de la funcién tiroidea en aves y peces, 2) disminucion de !a fertilidad en
aves, peces, moluscos y mamiferos, 3) disminucion de la eficacia en el proceso de
incubacion en peces, aves y tortugas, 4) desmasculizacion y feminizacion de peces
machos, aves y mamiferos, 5) desfeminizacion y masculizacién de peces hembras,

gasterépodos y aves y, finalmente, 6) alteraciones del sistema inmune en aves y
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mamiferos

Aunque las pautas de presentacion de los efectos varian de una especie a otra
y son especificas de cada sustancia quimica, pueden formuiarse cuatro enunciados
generales (Colborn y cols., 1993):

1. Los efectos de los contaminantes pueden ser distintos sobre el embrion, el
feto, el organismo perinatal o el adulto.

2. Los efectos se manifiestan con mayor frecuencia en la progenie que en el
progenitor expuesto.

3. El momento de la exposicion del organismo en desarrollo es decisivo para
determinar el caracter, la gravedad y la evolucion posterior del efecto.

4. Aunque la exposicion critica tenga lugar durante el desarrollo embrionario,
las manifestaciones pueden no ser evidentes hasta la madurez del individuo.

En lo que respecta a la incidencia sobre la salud humana, los resultados
experimentales no son concluyentes, pero la sospecha de asociacion entre exposicion a
determinados compuestos con actividad hormonal y la génesis de diferentes enfermedades

o disfunciones es cada vez més fuerte. Un modelo de exposicion humana a compuestos

quimicos con actividad hormonal y su relacion con la enfermedad es el proporcionado por
el tratamiento de mujeres embarazadas con dietilestilbestrol (DES), un estrogeno sintético
utilizado en medicina entre 1948 y 1971 para prevenir los abortos espontaneos, de cuya
administracion se derivan alteraciones funcionales en los 6rganos reproductivos,
embarazos anormales, reduccion de la fertilidad, desordenes en el sistema reproductivo
y periodos de depresion en la progenie (Paimlund y cols., 1993).

Durante los uitimos afios varias reuniones cientificas de cardcter nacional e
internacional han servido para mostrar la evidencia y concluir que los compuestos
quimicos presentes en el medio ambiente pueden estar ejerciendo un efecto adverso sobre
la salud reproductiva humana en la misma forma que esta ocurriendo sobre poblaciones
animales. Sirvan de ejemplo las reuniones sobre estrogenos y medio ambiente que de
forma continua y espaciada celebra el Instituto Nacional de la Salud y Medio Ambiente
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Americano, las reuniones de la Smithsonian Fundation en Washington (1996), [a reunion
de Weybridge de 1996 auspiciada por la Agencia de Medio Ambiente inglesa y la Union
Europea.

Las Administraciones Americana, Europea y Japonesa han participado en la
promocion del conocimiento de este problema. La Agencia Americana del Medio
Ambiente (EPA) ha establecido un comité de expertos (EDSTAC) para asesorar en los
programas de estudio de toxicidad quimica relativos a disrupcion endocrina. La Union
Europea a través de las Direcciones Generales VI, XI, XII y XXIV, ha efectuado un censo
de actividades nacionales en el continente e incluido el tema en sus agendas de trabajo.
Finalmente el gobiemo japonés, consciente del problema en un pais tan fuertemente
industrializado, ha desarrollado un programa especial de investigacién, el Strategic
Program on Environmental Endocrine Disruptors 98 (SPEED 98), para analizar las
consecuencias del mismo.

Entre las actividades institucionales realizadas destaca la promovida por la
Organizacion para el Desarrollo Econémico y la Cooperacién (OECD) que reunio en
Paris a expertos de paises integrantes de la organizacion con objeto de desarrollar un plan
estratégico de "screening" de nuevos compuestos quimicos, previo el desarrollo de una
encuesta entre los paises integrantes para conocer la opinion de la administracion y de
otras partes implicadas en el tema de la disrupcion hormonal. El plan de actuacion
propuesto por la OECD tiene como objetivo regular de forma mis efectiva, en el curso
de los proximos aflos, el empleo de los compuestos quimicos responsables de la disrupcion
endocrina.

Apesardequesehanda;:rito mimetizadores y competidores endocrinos de
diferentes tipos hormonales, tales como estrogenos, andrégenos y .homonas tiroideas, la
informacion disponible, hoy, sobre los xenobiéticos estrogénicos o xenoestrogenos es muy
superior a las demas. Por esta razon desarrollamos a continuacion, de forma resumida, la
hipotesis estrogénica, que hace referencia al cuerpo de informacion existente sobre la
naturaleza de los xenoestrogenos, su identificacion y sus efectos sobre la salud humana.




INTRODUCCION

1.2 ACTIVIDAD HORMONAL ESTROGENICA

Las hormonas sexuales femeninas son los cstrogenos y los progestagenos. Los
estrogenos guian el desarrollo de los caracteres secundarios en la hembra. En relacion
con ello, se sabe desde hace afios que tras la extirpacion de ios ovarios, no vuelven

a hacerse patentes en la vagina de las hembras castradas ciertos cambios

morfolégicos, como la cornificacion del epitelio, tipicos de la estimulacion hormonal

estrogénica (fase estro) y nunca presentes en el animal inmaduro. Esta observacién
experimental ha servido para atribuir cardcter estrogénico a cualquier sustancia
quimica esteroidea o no esteroidea, capaz de inducir el estro, independientemente de
su estructura quimica o mecanismo de accion (Hertz, 1985).

Allen y Doisy demostraron, en 1923, que un extracto de tejido ovérico podia
reproducir en la hembra ovarectomizada los fenomenos observados durante el estro
(Allen y Doisy, 1923). Poco tiempo después, se descubrio que la orina de las mujeres
embarazadas constituia una buena fuente de estrogenos, siendo la estrona el primer
estrogeno cristalino aislado. Mas tarde, se aislaron y caracterizaron el estradiol-17 3
y el estriol, que completan la triada de estrogenos principales en la mujer (Witiak y
Miller, 1991).

De los tres estrogenos humanos principales, el estradiol-17 B es el mas potente
y el principal producto de secrecion del ovario, se oxida facilmente a estrona, que a
su vez puede hidratarse y pasar a estriol. Estas transformaciones tienen lugar
principalmente en el higado, donde hay intercorversion libre entre la estrona y el
estradiol (Murad y Haynes, 1986).

Los estrogenos se sintetizan especialmente en las células de la granulosa por
aromatizacion de los androgenos secretados por las células tecales de los foliculos en
formacion y del cuerpo amarillo. En la fase de maxima actividad del ciclo ovulatorio
se alcanzan niveles secretores de estrogenos proximos a los 20 pg/dia/ kg peso,

mientras que en el resto del ciclo la secrecion es mucho més baja (1pg/dia’kg peso).

9
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La formacion de estrogenos no se limita a las gonadas, la placenta y las

suprarrenales, pues tejidos periféricos como el higado, tejido adiposo, el musculo
esquelético y los foliculos pilosos pueden generar cantidades significativas de
estrogenos, particularmente estrona, a partir de androstendiona y testosterona. No es
despreciable la produccion de estrona en el tejido adiposo, sobre todo si se tiene en
cuenta que este fendmeno aumenta con la edad del individuo y es de especial
significacion en personas obesas (Fernandez y cols., 1998). La transformacion de los
precursores en estrona alcanza cifras de hasta 0,8 mg/dia por Kg de peso en mujeres
postmenopdusicas. En los adipocitos, el estradiol-17 B puede ser almacenado
formando ésteres con los icidos grasos de cadena larga. Adicionalmente, ha sido
demostrada la presencia de receptores de estrogenos en este tipo de células, aunque
su densidad es mucho mas pequefia que en las gonadas (Szafran y Smielak-Korombei,
1998).

La produccion de estriol se ve elevada durante el embarazo, siendo la unidad
feto-placentaria la responsable de este proceso. Esto se debe, en parte, a la
hidroxilacion de estrona y estradiol-17 B en posicion 16a y a la conversion de la

dihidroepiandrosterona y su sulfato en estriol (Kellie, 1971).
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L.2.1 Estructura de los estrégenos naturales

A,

R R R

Estradiol 17§ -H -OH -CH,
@o Estrona -H =0 -CH,
HO Estriol OH OH -H

Estructuralmente, los estrégenos naturales tienen en comin un anillo
insaturado (plano) con una funcién fenélica en la posicion 3, que se identifica como
anillo A, y otros tres anillos de seis (B y C) y cinco (D) carbonos que recuerdan la
conformacion basica del ciclopentanoperhidrofenantreno.

Clasicaniente, se ha considerado que los requerimientos estructurales
necesarios para que un compuesto quimico tenga actividad estrogénica se resumen
en: 1) un anillo fendlico insaturado A, con el carbono de posicion 3 ligado a un grupo
hidroxilo, 2) la existencia de un grupo ceténico o hidroxilo en el carbono 17 del anillo
Dy 3) un grupo metilo en posicion angular unido al carbono 13, entre los anillos C
y D (Leclercq y Heuson, 1979).

La importancia de la estructura de los anillos C y D es, sin embargo, menor
Ya que su ruptura, o la presencia de cadenas alifaticas saturadas, no conlleva pérdida
de la actividad biologica (Allen y cols., 1936).

Es interesante resaltar que en distintas moléculas quimicas con actividad
estrogénica conocida se mantiene la distancia entre los carbonos 3 y 16-17. Asi, a
pesar de su aparente diversidad estructural, los potentes estrogenos sintéticos
hexestrol o dietilestilbestrol (DES) muestran dicha similitud (Leclercq y Heuson,
1979), presentando dos grupos fenclicos, llamados anillo @ y @', separados por una
cadena hidrocarbonada. Estudios cristalograficos han demostrado, asi mismo, la gran
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similitud de los estrogenos sintéticos en configuracién "trans” conel estrogeno natural
estradiol-178. Posiblemente, esta estereoquimica es obligada para la unién del
estrogeno a sus receptores especificos o proteinas celulares de interaccion (Lewis y
cols., 1995).

Las hormonas estrogénicas se metabolizan principalmente en el higado vy se
excretan en su mayor parte como glucurénidos conjugados hidrosolubles. Pueden
intervenir en este proceso catabélico otros tejidos, como el rifién e intestino, peroa
diferencia del higado, no contienen aparentemente sulfoquinasas esteroideas. Especial
atencion se ha prestado, por otra parte, a los derivados hidroxilicos, en posicion 2 y
4, del estradiol-178B y la estrona, que se conocen como catecolestrogenos (Lottering
y cols.,, 1992), debido a su similitud estructural con las catecolaminas. Estos
compuestos, que se transforman ficilmente en éteres metilicos por la accién del
enzima catecol a-metiltransferasa, mantienen su caracter estrogénico en determinados
modelos en cultivo (Schutze y cols., 1993), presentandose con mayor actividad
mitogena que estradiol-178. Por otra parte, el derivado metilico 2-MeO-estradiol-178
adquiere peculiares caracteristicas que lo hacen toxico para células estrogeno-
dependientes (Lottering y cols., 1992).

Algunos compuestos no esteroideos sintéticos como los triarilalquenos y
triarilalcanos, entre los que se encuentra el trifeniletileno o tamoxifén, han sido
estudiados por su actividad antagonista estrogénica. El trifeniletileno une a su carécter
de estrogeno débil, atribuido a su especial afinidad por el receptor del estradiol-178,

un caracter antagonista probablemente debido a la presencia de la cadena lateral.

Se ha postulado, finalmente, que la actividad agonista y antagonista
estrogénica estd determinada por la insercion de cadenas sobresalientes en la
estructura planar de la molécula del estradiol-178 (Murphy y Sutherland, 1985). En
este sentido la presencia de cadenas laterales alquil amino éter se acompaiia casi
invariablemente de la aparicion de efecto antiestrogénico en el compuesto que la

presenta.
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1.2.2 Xencbidticos estrogénicos

Una de las acciones hormonales mejor documentadas atribuidas a algunos de

los compuestos quimicos disruptores endocrinos es la capacidad de mimetizar el

efecto de los estrégenos, es decir la posibilidad de actuar como el estradiol- 17, la

estrona y el estriol. A los compuestos quimicos que mimetizan a los estrogenos
naturales, identificados como contaminantes en tejidos y fluidos biologicos diversos
de los seres vivos, se les denomina “xenobidticos estrogénicos™o “xenoestrogenos”.

Los grupos quimicos xenoestrogénicos mejor caracterizados son, hasta el

momento presente, los siguientes:

1.2.2.1 Fitoestrogenos y micoestrogenos

A esta clase de disruptores endocrinos corresponde un grupo de sustancias
naturales que se encuentran en algunas plantas superiores (fitoestrogenos) y en
hongos (micoestrogenos) y que presentan accion estrogénica en diferentes modelos
experimentales y sobre la fauna.

La potencia hormonal de estos compuestos naturales se conoce desde hace
décadas (Bradbury y White, 1954) y esta ilustrada por numerosos casos en los cuales
su ingestion ha causado una alteracion de la reproduccion, a veces irreversible, en
animales como es el caso de la “enfermedad del trébol” en ovejas, el “sindrome del
maiz mohoso” en cerdos, y afecciones diversas en el guepardo y la codorniz (Kaldas
y Hughes, 1989, Setchell, 1995).

Los fitoestrogenos presentan filiacion quimica muy diferente: 1) cumestanos,
como el cumestrol, 2) isoflavonas, como la genisteina, 3) dihidrochalconas, como el
floretin, 4) lactonas del acido resorcilico, como la zearalenona, y 5) otros compuestos
como las saponinas de algunas plantas (diosgeninas), los esteroles (sitosteroles) y
varios acidos organicos (acide podocérpico y giberélico) (Farsworth y cols., 1975).

13




INTRODUCCION

La exposicion humana a fitoestrogenos, y en menor grado a micoestrogenos,
es significativa (Setchel, 1985, Adlercreutz 1995). La fuente mas rica de
fitoestrogencs para los humanos es la soja y los productos derivados de ésta, aunque
otras legumbres son también una fuente potencialmente importante, sobre todo, en

individuos vegetarianos (Knight y Eden, 1986).

CUMESTROL GENISTEINA

La exposicion a fitoestrogenos puede tener efectos en los humanos, entre los
que destacan las alteraciones observadas en el ciclo menstrual de mujeres que
consumen una dieta rica en soja (Cassidy v cols., 1994).

Adlercreutz (1995) ha publicado el posible papel de los fitoestrogenos en la
proteccion frente a algunos tipos de cancer, fundamentalmente los tumores estrogeno-

dependientes, al observar una menor incidencia de cancer estrogeno-dependiente en

aquellas poblaciones que consumen una dieta rica en derivados de soja.

La diversidad estructural de los fitoestrogenos ha hecho necesaria la
recopilacién de observaciones medio ambientales y el uso de tests in vivo e in vitro
para identificar su actividad hormonal. Diferentes tests in vitro han demostrado, por
ejemplo, que algunos fitoestrogenos presentan una actividad estrogénica agonista a
bajas concentraciones estimulando la proliferacion de células de cancer de mama y
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la expresion de genes reporter bajo el control de elementos de respuesta a los
estrogencs. A altas dosis por el contrario antagonizan el efecto de las hormonas
naturales (Dees y cols., 1997).

En otro orden de cosas, Verna y cols. (1998) han mostrado, recientemente,
la accion inhibitoria de las isoflavonas sobre el crecimiento de células de cancer de
mama inducido por xenoestrogenos tales como el o,p’-DDT y los alquilfenoles. Tales
estudios han sugerido que los fitoestrogenos podrian ser inhibidores de la accion
hormonal de los xenobidticos estrogénicos.

Otros efectos de los fitoestrogenos parecen no estar mediados por la
interaccion con el receptor estrogénico sino por su capacidad para intervenir en
sistemas enzimaticos. Asi por ejemplo, se ha demostrado la capacidad de los lignanos
¢ isoflavonas de inhibir la aromatasa, que es la enzima que convierte la
andostrenodiona en estrona, reduciendo la cantidad de estrogenos circulantes
(Adlercreutz y Mazur, 1997). Ademas, estos fitoestrogenos parecen estimular la
sintesis en el higado de la proteina transportadora de las hormonas sexuales SHBG.
Esto traeria consigo una reduccion en el efecto hormonal puesto que el incremento

de SHBG implica una disminucion en el porcentaje de estradiol libre circulante y por

tanto una disminucion de la actividad biologica de las hormonas sexuales (Adlercreutz
y cols., 1987).

Por otra parte, la genisteina ha resultado ser un inhibidor de la tirosina quinasa
(Akiyama y cols., 1987). Debido a que esta proteina juega un importante papel en la
proliferacion y transformacion celular y en la expresion de oncogenes en los procesos
de transformacion maligna, debe tenerse en cuenta su accion cuando se estudian los
efectos anticarcinogénicos de la genisteina y otros fitoestrogenos.

Recientemente, se han descrito otras propiedades para los fitoestrogenos
cOmo son su accion como antioxidantes, actividad antiangiogénica y la capacidad para
inhibir la diferenciacién celular inducida por xenoestrogenos diversos (Pazos y cols.,
1998).
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1.2.2.2 Pesticidas organoclorados

La actividad hormonal de algunos pesticidas organoclorados fue sugerida hace
afos al demostrarse mediante ensayos in vivo la capacidad de algunos de estos
compuestos para interaccionar con los receptores hormonales (Etgen, 1982, Williams
y cols., 1989). Més tarde, fueron las observaciones sobre poblaciones animales las que
ayudaron a identificar un efecto especifico ligado a la accién hormonal, efecto
probado en modelos animales y en bioensayos especificos de acciéon hormonal. El
conocimiento de esta actividad hormonal ha fortalecido la hipotesis que liga la
exposicion a plaguicidas organoclorados y enfermedades estrégeno-dependientes
(Wolff'y Toniolo, 1995).

Cuando Paul Miiller descubrio en 1933 las propiedades insecticidas del DDT
se inicio una revolucion en el campo de la lucha contra las plagas y se abrio el camine
para la incorporacion a los tratamientos insecticidas de nuevos productos derivados
de la sintesis organica (reducida hasta entonces a los productos "clasicos" y a unos

pocos derivados de la quimica organica, con indicaciones muy limitadas). Aunque en

este largo camino de la aportacion de la quimica de sintesis puedan citarse bastantes
precursores, lo cierto es que el advenimiento del DDT fue decisivo para el usc de
tales derivados.

Probablemente, el caracter clorado del DDT indujo la biisqueda de materias
activas con propiedades y estructuras similares, potenciandose asi el uso de un

conjunto de productos que ocupan un lugar de gran importancia en el total de

pesticidas empleados. Propiedadés notables de este grupo de pesticidas son su

bajisima tensién de vapor (1,5 x 107 mm Hg) y una volatilidad muy escasa, lo cual
unido a su poca sensibilidad a la luz ultravioleta, explica su notable persistencia
ambiental.

Cuando en 1972 se prohibié el DDT para todo uso, excepto para la salud

publica y algunas aplicaciones menores de proteccién de cosechas donde no habia
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otra alternativa, se habian empleado varios cientos de miles de toneladas del mismo
en agricultura, silvicultura y usos especificos en programas de salud publica para el
control del mosquito del tifus, la malaria y la fiebre amarilla. Actualmente, el DDT se
emplea en paises en vias de desarrollo, principalmente en programas de erradicacion
de la malaria. Estas indicaciones justifican por si solas el hecho de que la produccion
mundial de DDT sea mayor en la actualidad que en el pasado (Sharpe, 1995).

"
CHCI,
p.,p- DDD

EIDDT comercial no es un producto puro sino que es una mezcla de isomeros
entre los cuales el més abundante es el p,p’-DDT seguido del o,p’-DDT y cantidades
variables de impurezas de sintesis. En relacion con su composicion, los datos
experimentales publicados hasta la fecha no offrecen lugar a dudas sobre la
estrogenicidad del p,p’-DDT (Welch y cols., 1969; Bitman y Cecil, 1970; Soto y
cols., 1995; Dees y cols, 1997) y det 0,p’-DDT (Johnson y cols., 1988; Amold y cols.,
1996, Zava y cols., 1997, Brown y Lamartinieri, 1995, Alm y cols., 1998; Celius y
Walther, 1998) aunque recientemente se ha atribuido al isdmero o,p’-DDT
propiedades antiandrogénicas (Sohoni y Sumpter, 1998).




INTRODUCCION

El p,p’-DDT es el isomero mas abundante a nivel medio ambiental (Shekhar
y cols., 1997). Se metaboliza lentamente en los mamiferos a p,p’-DDE, p,p'-DDA y
p,p -DDD. También se ha identificado el p,p’-DDE como metabolito del p,p’-DDD
en extractos de higado de ratas alimentadas con p,p’-DDD (Fox y cols., 1998).

El p,p"-DDE es un metabolito dei DDT al cual se le ha atribuido actividad
estrogénica en organismos superiores (Soto y cols., 1995; Ren y cols., 1996) al igual
que al isémero o,p"-DDE (Bitman y Cecil, 1970; Johnson y cols., 1992; Soto y cols.,
1995). Por otra parte el p,p’-DDE aparece como un excelente competidor en el
desplazamiento de la dihidrotestosterona por su enlace al receptor androgénico( Kelce
y cols., 1995).

EIDDT se degrada muy lentamente en el ambiente y se almacena en la grasa
de los animales, debido a su liposulibilidad, por lo que sufre un proceso de
biomagnificacion en la cadena alimentaria acumulandose cantidades cada vez mayores
del mismo en la materia grasa de los individuos. Debidiv a este proceso de
magnificacion, las especies en la cima de la cadena alimentaria deben verse mas
adversamente afectadas por su utilizacion.

Como el DDT atraviesa la placenta y su concentracion en la sangre del cordén
umbilical alcanza los mismos niveles que en la sangre de la madre expuesta al
compuesto (Saxenay cols., 1981), parece claro que tndos los nacidos desd:: mediados
dela década de 1940 de mujeres expuestas al pesticida pueden haberio acumulado en
tejido adiposo.

Los nveles de DDE encontrados en los tejidos humanos pueden reflejar tanto

la exposicién temprana a DDT como la exposicion directa al DDE medio ambiental,

por ejemplo, a través de la comida. Cuando se analizan los niveles en sangre de
DDT/DDE, expresados como cociente de ambas concentraciones, se obtiene un
indice util para evaluar el tiempo de exposicion. Valores altos indican una exposicion
reciente al pesticida no degradado y valores bajos indican una exposicion temprana

0 una exposicion cronica a través de la cadena alimentaria. En general ios niveles en
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tejidos humanos de DDT/DDE estan determinados por la exposicion a través de la
dieta, aunque la edad, el sexo, antecedentes de enfermedad y la lactancia son también
elementos de influencia (Ahlborg y cols., 1995).

Debido a su fuerte lipofilidad se encuentran niveles altos de DDT y sus
derivados en el tejido adiposo.Una serie de estudios han mostrado diferencias raciales
en los niveles de DDT/DDE, con cantidades sustancialmente mayores en personas de
raza negra, tanto en sangre como en tejido adiposo o leche (Ahlborg y cols., 1995).
Las diferencias raciales no parecen estar relacionadas con los antecedentes de

exposicion y parecen reflejar otros factores medio ambientales no identificados o
diferencias genéticas en el almacenamiento o metabolismo del DDT. Se ha sugerido,

ademas, una diferencia significativa en los niveles circulantes de DDT entre hombres
y mujeres siendo éstos mas elevados en el género masculino, fenémeno que puede
reficjar la excrecion, via lactancia del compuesto y otras diferencias sexuaies entre
almacenaje o metabolismo (Kutz y cols., 1991).

Es interesante hacer notar que ya en 1949, Singer establecio la primera
asociacion conccida entre la exposicion de trabajadores expuestos a pesticidas y
disfunciones reproductoras, al presentar la sospecha de relacion de causalidad entre
la oligospermia observada en aviadores-fumigadores y el empleo habitual de DDT
entre los productos de uso habitual en su trabajo diario (Singer, 1949). En numerosos
estudios se ha buscado, por otra parte, una asociacion significativa entre exposicioii
a DDT y/o sus metabolitos y un mayor riesgo de padecimiento de cancer de mama
siendo contradictorios en sus conclusiones (Krieger y cols., 1994; Hunter y cols.,
1997, van't Veery cols, 1997; Lopez Carrillo y cols., 1997; Olaya-Contreras y cols.,
1998).
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El Metoxicloro es otro pesticida organoclorado de interés en este trabajo que
tiene un espectro de toxicidad para los insectos mas limitado que el DDT y presenta
la ventaja de ser menos toxico para los mamiferos. El metoxicloro ha demostrado ser
util para el control de las plagas domésticas, tales como mosquitos, moscas y polillas,
las plagas del ganado como moscas y piojos, el escarabajo mejicano de las judias, y

una gran variedad de insectos que atacan las frutas, verduras y cosechas de forraje.

1y
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METOXICLORO

Una ventaja adicional del empleo del metoxicloro sobre otros pesticidas es su
mas rapido metabolismo y mayor biodegradibilidad en los organismos animales. En
el caso concreto de los animales de sangre caliente, el metoxicloro se detoxifica por
desmetilacion, lo cual parece contribuir a la reduccion de los efectos cronicos
inducidos por respecto de los observados para otros hidrocarburos clorados.

El metoxicloro presenta actividad proestrogénica, es decir necesita ser
activado in vivo o alternativamente in vitre usando microsomas hepaticos (Stresser

y cols.,, 1998) para la génesis del metabolito activo. Su actividad hormonal

estrogénica ha sido demostrada in vivo e in vitro (Bulger y cols., 1978; Cummings
y Metcalf, 1994, 1995; Vom Sa‘al y cols., 1995). Cuando se administra in vivo
produce efectos adversos sobre la fertilidad y sobre la actividad uterina en hembras
(Ousterhout y cols., 1981). También se han descrito efectos adversos en animales
machos (aiteracion del comportamiento sexual) expuestos intrautero (Cummings,
1997).
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Debido a que no esta completamente determinado si los efectos en la funcion
reproductora del metoxicloro son debidos a una accién agonista o antagonista
hormonal, Hall y colaboradores (1997) estudiaron los efectos de este pesticida sobre
la implantacion y el desarrollo del embrion en ratones y llegaron a la conclusién de
que el metoxicloro actua como agonista estrogénico a nivel del itero y oviducto pero
presenta una accion antiestrogénica en el ovario. Por otra parte, parece que el
metoxicloro altera la preimplantacion normal, por lo que se sugiere la necesidad de

més estudios para conocer su mecanismo de accion.

El hexaclorociclohexano o HCH sigue en historia y popularidad al DDT entre

los pesticidas organoclorados. Fue desarrollado en 1940 y usado en el control de la
malaria. El HCH técnicamente empleado no es un producto puro , ya que contiene
entre un 65-70% de a-HCH, 7-10% de B-HCH, 14-15% de y-HCH y un 10% de
otros isomeros y compuestos. El valor insecticida del HCH radica en el contenido en
su isomero y que es 100-1000 veces mas toxico para los insectos que cualquier otro
de los isomeros. No obstante, «-HCH y B—HCH aunque menos potentes son mas
estables por lo que permanecen como contaminantes medio ambientales durante mas
largo tiempo.

El lindano contiene un 99 % de y-HCH y fue introducido en 1950 como
insecticida de amplio espectro (Ahlborg y cols, 1995). El empleo del lindano reporta
ciertas ventajas frente a los otros isomeros. Por ejemplo, es mas deseable porque no
tiene el olor a moho y es menos toxico para los mamiferos que los demas isémeros.
Es activo contra una amplia variedad de insectos, garrapatas y dcaros y generalmente
es eficaz a dosis menores que el DDT. El lindano se emplea también en aerosoles
domésticos, en polvos para animales y para el control de plagas en las frutas y
verduras.Tanto la pomada como la locién de lindano son oficiales en la farmacopea
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de Europa y los Estados Unidos (U.S.P.XX) con aplicaciones pediculicidas y

escabicidas.

Ci-

Ci Cl

LINDANO

La exposicion humana a lindano ocurre a través de inhalacion, absorcion
dérmica e ingestion. Dick y cols. (1997) han estudiado la absorcion percutdnea y la
distribucion en piel del lindano encontrando altos niveles del producto en la stratum
corneum despues de 6 horas de exposicion, tiempo transcurrido el cual decrece la
concentracion cutanea del compuesto (90 % del valor maximo a las 24 horas). La
causa de este descenso fue atribuida a la absorcion a través de la piel, y paso a la
circulacion sistémica.

La estrogenicidad del lindano se ha demostrado en diferentes ensayos tanto
in vivo como in vitro (Cooper y cols., 1989; Soto y cols., 1995, Celius y Walther,
1999). Recientemente, se ha demostrado también su actividad como antagonista de
la progesterona (Jin y cols., 1997).

Los derivados del dimetanonaftaleno son un grupo de pesticidas muy
homogéneos entre si que estan formados por los predecesores, aldrin y isodrin y sus

epdxidos, dieldrin y endrin,

Propiedad comun a todos ellos es su gran persistencia y su identidad de
comportamiento biologico al ser transformadosen epéxidos. Se trata de compuestos
muy solubles en lipidos, que se aimacenan en el tejido adiposo, s¢ degradan
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lentamente y persisten en el medio sufriendo biomagnificacion a través de la cadena
alimentaria de los animales. Su presencia en forma de residuo en alimentos y medio
ambiente ha sido perfectamente comprobada después de algunos afios de uso,
seflalandose la circunstancia de que los suelos orgénicos retienen mayor cantidad de
compuestos que los arenosos (Valenzuela, 1996). En el momento actual no aparecen

formulas comerciales en nuestro pais que contengan estos principios activos.

i~ Ci

DIELDRIN

Diferentes estudios han documentado los efectos hormonales in vitro del
aldrin (Soto v cols., 1995), dieldrin ( Sonnenscheinn y cols., 1995; Soto y cols., 1995
Arnold y cols., 1996, Ramamoorthy y cols., 1997) y endrin (Soto y cols., 1995 ). En
un estudio reciente (Lamai y cols.,1999) se han ensayado los efectos in vivo del
dieldrin en Clarias gariepinus, que es un tipo de pez africano, demostrandose que la
exposicion de los individuos adultos durante 30 dias ocasiona acumulacion en los

tejidos, especialmente en el higado, obteniéndose un factor de bioconcentracion

relativo a la concentracién inicial de 900. La exposicién cronica disminuye el

crecimiento de los animales expuestos y presenta un claro efecto negativo sobre el
potencial reproductivo de las hembras maduras.
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Los derivados del biciclohepteno presentan una doble relacion con el anterior
grupo de organoclorados debido a que se conserva en ellos la estructura del anillo
biciclico hexagonal no saturado y por obtenerse a través de sintesis diénica (Soto y
cols., 1994). Dentro de este grupo se encuentran el clorbiclen, bromociclen, isobenzan
y endosulfan. Este Gltimo es el unico que ha alcanzado un amplio uso comno producto
fitosanitario, siendo el pesticida mas vendido actualmente dentro del grupo de los
organoclorados. La produccion de endosulfin en 1992 fue de 10.000 toneladas
métricas. La figura 1.1 ofrece un resumen de las vias de transformacion de este
pesticida en medio ambiente, plantas y microorganismos y animales superiores.

El efecto hormonal del endosulfén se sospeché al observar atrofia testicular
y una caida de los niveles de testosterona en ratas y ratones expuestos al mismo
(Maier-Bode, 1968, Gupta y Gupta, 1979). El endosulfan tiene efecto estrogénico en
lineas celulares humanas estrogeno-sensibles (Sotc y cols., 1994). También se ha
demostrado que el endosulfén se une al receptor de estrogenos e induce la sintesis y
secrecion de proteinas estrogeno- inducidas (Soto y cols., 1995) y mimetiza el efecto
estrogénico en muy diversos modelos in vitro e in vivo (Andersen, 1799). Un estudio
mas reciente ha probado que el tratamiento con endosulfin induce actividad beta-
galactosidasa en levaduras transfectadas con el receptor estrogénico humano y de
raton (Ramarmoorthy y cols., 1997). Se han atribuido también al endosulfan
actividades hormonales distintas de la estrogenicidad, al ser un buen competidor para
el receptor de progesterona (Vonier y cols., 1996). Otro estudio reciente ha sugerido
que el endosulfin disminuye la actividad de la progesterona por un mecanismo

independiente del receptor (Jin y éols., 1997).
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Losderivados dei pentaclorociclodecano constituyen otro grupo de pesticidas
organoclorados de interés para este trabajo de los cuales la kepona y el mirex han sido
utilizados en EEUU y otros paises, aunque actualmente estin restringidos.
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Pequeflas cantidades de kepona pueden encontrarse en el mirex como
impurezas. Ambos compuestos son altamente estables, lipofilicos y se excretan
lentamente y sin modificaciones metaboélicas. Por lo tanto, se trata de insecticidas que
sufren biomagnificacion y se concentran miles de veces en la cadena alimentaria
(Ahlborg y cols., 1995). Probablemente, el mirex se oxida a kepona. El principal
metabolito de este ultimo es ei alcohol kepona, que aparece en la bilis humana en
forma de conjugado de dcido glucurdnico. La via principal de eliminacion de la
kepona son las heces. En el hombre, Ginicamente del 5 al 10 % de la kepona que se
excreta por la bilis aparece en las heces, lo cual indira la gran reabsorcién intestinal
(Ahlborg y cols., 1995).

El comportamiento biologico de los pesticidas kepona y mirex ha sido
estudiado ampliamente (Brown y'cols.,1991; Soto y cols., 1994, Flouriot y cols.,
1995). La kepona es incluso més potente que el 0,p’-DDT en la unién al receptor de
estrogenos in vitro y tiene actividad uterotrépica in vivo, actuando ademas sobre el
proceso de implantacién embrionaria en ratas prefiadas (Johnson y cols., 1992). Se
ha demostrado, ademas, que la kepona produce un estado de estro permanente en
ratones hembra, suprime la espermatogénesis en ardillas macho y produce
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hipertrofia de los oviductos en la ardilla hembra (Hammond y cols.,1979), entre otros

efectos eswogénicos.

Existen datos interesantes acerca de los efectos sobre la reproduccion en
humanos de la kepona procedentes de accidentes industriales con exposicion masiva
al pesticida. Asi en Hopewell (Virginia, EEUU) 76 trabajadores de una fébrica de
kepona suffieron trastornos neurolégicos ademas de una disminucion significativa en
la calidad y cantidad del semen eyaculado que presentaba espermatocitos con una
motilidad reducida. La contaminacion del rea vecina a la planta de fabricacion tuvo
consecuencias medio ambientales fundamentalmente sobre los peces y mariscos del
rio James que se extendieron paulatinamente a toda la bahia de Chesapeake (Taylor
y cols., 1978).

1.2.2.3 Bisfenoles

Otro grupo de compuestos quimicos de interés para los objetivos de este
estudio son los monomeros de plasticos y polimeros sintéticos. Estos compuestos
fueron descritos como mimetizadores estrogénicos en 1936 cuando Dodds y Lawson
demostraron que la administracién de bisfenoles a ratas ovariectomizadas ocasionaba
cornificacion vaginal e incremento del peso uterino (Dodds y Lawson, 1936). Con
posterioridad, Reid y Wilson (1944) confirmaron estas observaciones, que fueron
definitivamente presentadas en diferentes trabajos experimentales (Krishnan y cols.,
1993; Brotons y cols., 1995; Sumpter y Jobling, 1995; Olea y cols., 1996; Feldman,
1997). La tabla 1.2 presenta la estructura quimica de algunos de los bisfenoles
analizados en este trabajo.

El uso de los bisfenoles en el sector industrial esté generalizado. La
produccion global de bisfenol-A (BFA) en 1996 fué de mas de 600.000 Tm, siendo
la produccion europea del orden de 200.000. Uno de los polimeros mencionados,

conocido como resina epoxi y que contiene entre sus componentes BFA, se utiliza en
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gran variedad de productos. Se trata de polimeros transparentes, que presentan buena
resistencia mecanica y conservan la forma en un margen de temperaturas
comprendido entre -60° C y +150 °C. Se emplean en la elaboracion de bolsas
esterilizables, en el recubrimiento de latas de conserva, como finalizadores de material
de albaflileria, material marino, envoltura para estructuras, cobertura de tanques,
barnices de maderas y suelos, tintas de impresion, como base dei composite dental y
en numerosas aplicaciones ortopédicas. También se emplean como aditivos de otros
materiales plasticos como resinas vinilicas y acrilicas y en gomas naturales y sintéticas.
Por ultimo los bisfenoles se utilizan como materia prima para la elaboracién de otros
plasticos como el policarbonato (que ha llegado ser el lider en la ingenieria del
plastico). Se ha demostrado, también, la presencia de BFA en alimentos, productos
manufacturados (Brotons y cols., 1995) y farmaceiticos (Olea y cols., 1996, Pulgar
y cols., 1999), por lo que el riesgo de exposicién humana es considerable.

La estrogenicidad in vitro de un amplio grupo de bisfenoles ha sido estudiada
recientemente. De forma resumida se ha podido enuaciar que : 1) la presencia de
grupos cetonicos en el carbono central y el enlace éter y éster en los grupos hidroxilo
terminales se acompaiia de una pérdida importante de estrogenicidad, 2) la sustitucion
de los hidrogenos del carbono central por cadenas hidrocarbonadas (p.e., propilo)
origina un aumento importante de la capacidad hormonal estrogénica. (Pérez y cols.,
1997). BFA y su dimetacrilato han mostrado ser igualmente eficaces en una bateria
de tests de estrogenicidad (Andersen, 1999), por lo que no cabe duda de su

consideracion como xenobidticos estrogénicos.
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Tabla 1.2: Estructura de los bisfenoles
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R,
-OH

-OH

-OCH,CHCHOH-
CH,00C-C(CH,)=CH,
-O0C-C(CHy)=CH,
-00CCl
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BFA-EDA -OCH;-CH,-COO-
CH=CH,
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MM1 -OH

MM2 -OH

MM3 -OH

MM4 - -OH

MMS -OH
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MM? -OH
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1.2.2.4 Bifenilos policlorados (PCBs)

Los bifenilos policlorados son una serie de 209 congéneres de hidrocarburos
clorados aromaticos que fueron disefiados para uso comercial en 1930 (Ahlborg y
cols., 1995). Dichos compuestos no son inflamables y son sumamente estables, siendo
resistentes a los acidos, a las bases, al agua, a altas temperaturas y a la corriente
eléctrica. Debido a estas propiedades, los PCBs encontraron un importante mercado
en la industria eléctrica.Otras industrias empezaron a utilizar PCBs como
lubrificantes, fluidos hidréulicos, aceites aislantes y liquidos selladores. Con el tiempo,
estas sustancias han encontrado aplicacion en una gran cantidad de productos de
consumo. Por ejemplo los PCBs hacen ignifugos la madera y el plastico, protegen y
conservan el calzado de goma y han entrado a formar parte de los ingredientes de

pinturas, barnices, tintas y plaguicidas.

PCBs
En 1976, se prohibié en EEUU. la fabricacion de PCBs. Otros paises
siguieron el ejemplo algo més tarde. Sin embargo, en medio siglo de produccion, la
industria quimica mundial ha generado mas de un millén y medio de toneladas de
PCBs una gran parte de las cuales se ha liberado ya al medio ambiente. La
prohibicion, por otra parte, no se aplico a los PCBs ya existentes cuyo uso ha
continuado hasta nuestros dias formando parte de sistemas “cerrados” como

transistores, aislamientos eléctricos y otros aparatos pequeiios.
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La toxicidad de los PCBs, considerados individuaimente, es dependiente de
la estructura quimica y alguno de sus congéneres ha demostrado poseer actividad
esucgénica o antiestrogénica (Bitman y Cecil, 1970, Ecobichon y Mackenzie, 1974,
Soto y cols., 1995; Netsaretman y cols., 1996; Topari y cols., 1996, Shekhar y cols.,
1997). El metabolismo de los PCBs comienza con la hidroxilacion, la cual origina
hidroxibifenilos que son estrogenos mas potentes in viiro que los PCBs nativos
(Korach y cols., 1988).

1.2.2.5 Alquilfenoles y derivados

Este grupo de xenoestrogenos se viene empleando ampliamente desde el
decenio de 1940. Los alquilfenoles polietoxilatos se clasifican como surfactantes no
ionicos y tienen una amplia utilizacion en la formulacion de detergentes. Los

compuestos mas utilizados son los nonilfenol etoxilatos (White y cols., 1994).

Colln
ALQUILFENOL

Mediante la biodegradacion medio ambiental, incluidos los tratamientos de
aguas se producen alquilfenoles y alquilfenoletoxilatos de cadena corta, que son mas
persistentes que los compuestos de los cuales proceden y se pueden acumular en la
cadena alimentaria. Este hecho ha dado lugar a que este tipo de surfactante sea el mas
estudiado en los analisis medio ambientales (Voogt y cols., 1997). Otro uso de esta
clase de compuestos es su empleo como aditivos de plasticos. Ejemplo de ello es la
adicion de nonilfencl al poliestireno con objeto de dar a éste mayor estabilidad y

prevenir su decoloracion. Los alquilfenoles se utilizan también como aditivos del
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petroleo, espermicidas en condones, material inerte en pesticidas y en la formulacién
de algunos champiis y cosméticos (Miller y Sharpe, 1998).

Los alquilfenoles con cadena alquilica de C-4 a C-12 presentan efecto
estrogénico. Este hecho se describio a partir de la identificacion del nonilfenoi como
componente de los tubos de plasticos utilizados en laboratorio para contener muestras
biologicas (Soto y cols., 1991). El nonilfenol se revelé pronto como inductor de
proliferacion celular de lineas estrogeno- dependientes (MCF-7 y manifesto, ademas,
efecto mitético en utero de ratas. De otra parte, grupos de investigacion ingleses
(Jobling y cols., 1995; Sumpter y Jobling, 1995) han demostrado la capacidad de
estos derivados para estimular la expresion génica de la vitelogenina de los
hepatocitos de truchas y ratas. El mas potente de estos productos muestra un efecto
similar al estradiol-17-8 en niveles de concentracion 1000 veces superiores a los de
la hormona. La relacion entre estrogenicidad y posicion y ramificacion de la cadena
alquilica se ha establecido usando un sistema de screening in vitro (Routledge y
Sumpter, 1997).

Los alquilfenoles son contaminantes habituales, en concentraciones elevadas
y persistentes, en el agua de los rios (Nimrod y Benson, 1996, Castillo y Barcelo,
1997) y, en concentraciones menores, en el agua de bebida (Ciark y cols., 1992;
Castillo y Barceld, 1997).

1.2.2.6. Otros

Recientemente se ha descrito actividad estrogénica para algunos Ralatos. Esta

clase de productos quimicos se usan como plastificantes para dar durabilidad y
flexibilidad a materiales plasticos como los PVCs. Ademas pueden ser empleados
como ingredientes en muchas formulaciones de productos tales como pinturas, tintas,

adhesivos y perfumes.
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Entre los ftalatos con actividad estrogénica encontramos el butilbencilftalato
(Soto y cols., 1995; Sharpe y cols., 1995), difenilftalato ( Jobling y cols., 1995; Soto
y cols,, 1995) y di-n-butilftlato (Jobling y cols., 1995, Soto y cols., 1995).
Publicaciones recientes han demostrado que este Gltimo compuesto puede ejercer
efectos antiandrogénicos en crias macho de ratas expuestas durante la gestacion y
lactacion (Wine y cols., 1997).

Entre los compuestos con actividad estrogénica recientemente descubierta se
encuentran antioxidantes como el butilhidroxianisol (Jobling y cols., 1995; Soto y
cols., 1995) y conservantes como los parabenes (Routledge y cols., 1998). Ambos
se emplean en el procesado de alimentos y los segundos también en perfumeria.

1.2.3 Presencia de xenoestrégenos en seres vivos

Las formas de exposicion y las vias de entrada de los contaminantes
hormonales son muy diversas, pero debido a su acumulacién en la cadena alimentaria,
lavia digestiva es la principal ruta de exposicion para el hombre. Tanto es asi que la
composicién de las mezclas lipofilicas encontradas en los tejidos humanos varia de
acuerdo con las diferencias regionales en el uso de estos compuestos y con los habitos

dietéticos de las poblaciones expuestas (Woodruff y cols., 1994).

Para la mayoria de los productos quimicos descritos hay un patron de

incremento de la carga corporal con Ia edad. Ello es probablemente la consecuencia
de tres factores (Ahlborg y cols., 1995):

1. La acumulacion de los productos a través del tiempo.

2. La mayor exposicion en personas de mayor edad debido a que vivieron en
periodos de gran uso de derivados organoclorados.

3. El metabolismo mas lento y la imposibilidad de detoxificacién a través de

lactancia o embarazo en individuos de mayor edad.
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Losestudios epidemiologicos y medio ambientales necesarios para determinar
la exposicion humana y animal a xenoestrogenos utilizan dos aproximaciones: 1)
medida directa y 2) la medida indirecta de la exposicion. La medida de exposicién con
caracter retrospectivo en estudios epidemioldgicos se ha basado, tradicionalmente,
en métodos indirectos tales como el uso de cuestionarios, o la revision de datos de
archivo que reconstruyen la exposicion en el pasado a las sustancias en estudio. Un
ejemplo de esta situacion son los trabajos que relacionan la exposicion a DDT con el
cancer de pancreas, realizados mediant= el anlisis de los datos recogidos en archivos
y entrevistas personales (Garabrant y cols., 1992).

Mediante la medida directa se determina la presencia de los productos
quimicos o de sus metabolitos en muestras de tejido. Como la mayor parte de los
xenoestrogenos presentan caracter lipofilico y son relativamente persistentes, la
medida directa puede ser utilizada con corfianza para estimar exposiciones pasadas.
La evaluacion de la relacion existente entre contenido de organoclorados en el tejido
adioso y cancer de mama es un buen ejempic de ello (Falck y cols., 1992; Mussalo-
Rauhamaa y cols., 1990, Wolf'y cols., 1993, Krieger y cols., 1994, Hunter y cols.,
1997; Van't Veer y cols., 1997, Lépez Carrillo y cols., 1997, Giittes y cols., 1998,
Olaya-Contreras y cols., 1998; Moysich y cols., 1998; Helzlsouer y cols., 1999)

La eleccion del compartimento tisular que debe ser utilizado para la medida
directa tiene que considerar la toxicocinética del compuesto a investigar. En general,

el tejido de origen de la muestra biologica objeto de estudio debe ser accesible, ésta

debe contener niveles del producto quimico representativos de la carga corporal

acumulada y el compuesto analizado debe estar presente en todas las personas
estudiadas. Por otra parte, el compartimento biologico elegido debe ser consistente
con la patogenia establecida en el desarrollo de la enfermedad subyacente (Woodruff
y cols., 1994).
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Debido a la lipofilidad de muchos de los xenoestrogenos descritos, los
compartimentos comunmente empleados para estimar la carga corporal de los mismos
son los que tienen un significante componente lipidico: tejido adiposo (80%), suero
(1%) y leche (2-4%). Otros compartimentos como fluidos de quistes mamarios
(Blackwood y cols., 1998), cordén umbilical (Rhainds y cols., 1999), higado y
pulmén (Weistrand y cols., 1997) han sido investigados como medios potenciales de
medida. En general, los niveles de contaminantes lipofilicos son cerca de 10 veces mas
altos en el tejido adiposo que en la leche y de 100 a 350 veces mas altos en tejido
adiposo que en sangre, razon que justifica que el tejido adiposo sea el compartimiento
de eleccion para la medida de estos productos.

El tejido adiposo ha sido usado para determinar niveles de organoclorados en
estudios epidemiolégicos de morbilidad y mortalidad por cincer (Wassermann y cols.,
1976, Unger y cols., 1984; Mussalo-Rauhamaa y cols., 1990, Faick y cols., 1992;
Dewailly y cols., 1994; Van't Veer y cols., 1997, Stellman y cols., 1998). La
distribucion de los organoclorados desde el tejido adiposo a otros tejidos se realiza
a través del torrente circulatorio, siendo las concentraciones en cada tejido

dependientes de su contenido en lipidos (Brown y Lawton, 1984; Needham y cols.,

1990; Kahn y cols., 1988). La tabla 1.3 muestra de forma resumida los niveles de

organoclorados encontrados en el tejido adiposo humano.

El suero es el compartimento corporal mas accesible para cuantificar la carga
global de organoclorados. Como consecuencia de la exposicion se produce una
absorcion inicial de los distintos compuestos que hace que en sangre sean mas
elevados que en el tejido adiposo (Woodruff y cols., 1994). Una vez alcanzado el
equilibrio, los niveles en sangre reflejan el contenido en contaminantes del tejido
adiposo, pues una vez liberados de éste pasan al torrente sanguineo y resultan
metabolizados en el higado o reabsorbidos por la grasa (Jones y cols., 1989).
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No obstante, ¢l empleo de muestras de suero para la determinacion de
organoclorados tiene algunas limitaciones, la mas importante de las cuales es que su
bajo porcentaje en lipidos reduce la concentracion de los productos lipofilicos a
valores cercanos, en ocasiones, al limite de deteccion del método analitico. En
cualquier caso, el célculo del contenido corporal de xenoestrogenos debe ser
realizado tomando como base la concentracién de lipidos en la muestra sérica con
objeto de estandarizar la estimacion de la carga corporal y mejorar la comparacion
entre las medidas de tejido adiposo, sangre y suero (Akins y cols., 1989).

Esimportante hacer notar, a este respecto, que la correlacion entre los niveles
de pesticidas organoclorados y la mayoria de los PCBs medidos en suero y tejido
adiposo alcanza frecuentemente una alta significacion estadistica. Por esta razon,
tanto el suero como el tejido adiposo pueden ser utilizados para hacer una estimacion
directa de exposicion (Archibeque y cols., 1997, Stellmanyy cols., 1998). Enresumen,
la mayor limitacién viene impuesta por la dificultad de obtencion de la muesira de
tejido para el caso del tejido adiposo y la presencia de niveles bajos de contaminantes
en sangre respecto a grasa si la medida se realiza sobre la muestra sérica.

La leche materna puede ser también un indicador atil de exposicion de la
madre y el nifio. Su contenido en lipidos es mayor que el de otros compartimentos
corporales y la obtencion de una muestra biologica para la medida es relativamente
facil (Sim y McNeil 1992). Estas ventajas han servido para que, en numerosos
estudios, se utilice la presencia de contaminantes en leche materna como marcador
de exposicion a xenoestrogenos (Ejobi y cols., 1998; Schade y cols., 1998).

Por Gltimo, es necesario resaltar que con objeto de obtener una medida
correcta de exposicién, es necesario considerar los resultados experimentales
obtenidos dentro del marco de factores que afectan a la toxicocinética de las
sustancias a medir. Estos factores deben estar presentes tanto en el disefio del estudio
como en ¢l método de analisis de los datos. Por ejemplo, la edad dei sujeto estudiado,

cambios importantes en el peso corporal (adelgazamiento y ganancia de peso
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rapidos), la vida media del compuesto o compuestos a estudiar y la exposicién
profesional son elementos que deben ser tomados en cuenta a !a hora de la

determinacion junto a otros factores de riesgo propios de la enfermedad.

1.3 DISRUPTORES ENDOCRINOS ESTROGENICOS Y ENFERMEDAD

En la etiolcgia de determinadas enfermedades como el criptorquidismo, la
esterilidad o determinados canceres hormono-dependientes, se ha identificado un
importante componente hormonal. A pesar de que el mecanismo exacto de
intervencion de las hormonas en la patogenia de estas enfermedades no es bien
conocido, lo cierto es que tanto los estudios epidemiolégicos como los datos
generados en la clinica asignan a las hormonas un papel capital tanto en la génesis del
del proceso como en su evolucion una vez establecido éste.

La hipdtesis de los disruptores endocrinos como posible causa de algunas
enfermedades es dificilmente demostrable debido a multiples razones, entre las que
destacan (Miller y Sharpe, 1998) :1) la baja potencia hormonal de estos agentes
comparada con la de las hormonas naturales, 2) Ia falta de informacion sobre los
efectos combinados de los disruptores, 3) el desconocimiento de la actividad biologica
de los disruptores endocrinos sobre distintos 6rganos, y 4) el intento de asociarlos con
enfermedades de causa multifactorial y presentacion transgeneracional, manifestadas,
en muchos casos, en forma de fracaso funcional parcial de alguna actividad organica.

Entre las enfermedades humanas en las que se sospecha el papel etiolégico de

los contaminantes medio ambientales se encuentran el cancer, los defectos congénitos,
las alteraciones del sistema inmune, la disminucion del coeficiente de inteligencia, la
disminucion de la fertilidad, la alteracion del balance de las hormonas sexuales, las

alteraciones de diversa indole del metabolismo y las disfunciones hormonasles, en
general.
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La exposicion a compuestos quimicos con actividad hormonal no tiene por

qué originar idéntica repercusion sobre todos y cada uno de los individuos expuestos.

De hecho, la edad del individuo en el momento de la exposicion a los contaminantes

hormonales es critica para el desarrollo de las alteraciones enunciadas (Colborn y
cols., 1993). Entre todas las fases de la vida del individuo, la etapa embrionaria y la
primera infancia son criticas para los efectos de la exposicién. En efecto, la exposicion
uterina, transplacentaria tiene consecuencias de gran magnitud que no es posible
poner en evidencia en estudios realizados sobre individuos adultos (Olea y Olea-
Serrano, 1996). Al menos, asi lo han demostrado la experimentacion animal y algunos
casos muy concretos de investigacion sobre humanos.

La exposicion del feto a agentes con actividad endocrina --agonista 0
antagonista-- puede alterar profundamente el proceso de diferenciacién de 6rganos.
Asi, el desarrollo de anomalias en la descendencia, atribuible a la exposicion materna,
afecta a organos con receptores para hormonas sexuales como son la glanduia
mamaria, las trompas de Falopio y el Utero, cervix, vagina, prostata, vesiculas
seminales, epididimo y testiculo, genitales externos, cerebro, esqueleto, tiroides,
higado, rifion y sistema inmune, entre otros (Miller y Sharpe, 1998).

1.3.1 El sindrome DES

Un modelo para la exposicion medio ambiental a compuestos quimicos con
actividad hormonal es, como ya se ha comentado, el proporcionado por el tratamiento
de mujeres embarazadas con diestilestilbestrol (DES), un estrogeno sintético utilizado
en terapéutica entre 1948 y 1971 para prevenir los abortos espontaneos.
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DES

Los sujetos expuestos a DES durante la vida intrauterina sirven de ejemplo
para la prediccion de la exposicion embrionaria y fetal a compuestos quimicos con
actividad estrogénica agonista. En este sentido, es bien sabido que el marco ideal para
evidenciar la actividad hormonal estrogénica es la estimulacion de la actividad
mitdtica de los tejidos del tracto genital femenino tanto en el desarrollo ontogénico
temprano, como en la pubertad o en el individuo adulto (Olea y cols., 1998) y se sabe
que el efecto de los estrogenos se ejerce, asimismo sobre otros tejidos masculinos y
femeninos. Asi, las hijas de madres que tomaron DES (mas de un millon en USA
durante el periodo 1960-70) tienen mayor probabilidad de sufrir alteraciones
funcionales en los organos reproductivos, embarazos anormales, reduccion de la
fertilidad, desordenes globales en el sistema reproductivo y periodos de depresion
que las hijas de mujeres no expuestas al estrogeno (Colborn y cols., 1993).

Por otra parte, cuando las nifias expuestas en utero se convierten en
adolescentes presentan una mayor incidencia de cancer de vagina de células claras,

hecho fuertemente llamativo pues este tumor suele presentarse en mujeres de mas de

50 aifios y que es raro en mujeres en la segunda década de vida descendientes de

madres no sometidas al riesgo estrogénico. Un asunto ain mas preocupante es que
cuando estas mujeres que se expusieron er: la época embrionaria alcancen la edad en
que los tumores del tracto reproductive son més frecuentes mostraran,
probablemente, una mayor incidencia de cancer que aquellas no expuestas (Colborn
y cols., 1993).
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Existe una gran informacién en la literatura cientifica sobre los efectos nocivos
de la exposicion a DES durante el periodo de diferenciacion orgénica en estudios
experimentales en roedores. Los estudios animales han corroborado los hallazgos en
humanos (Dodds y cols., 1983, Luster y cols., 1984; Kalland, 1985, Luster, 1986,
Luster y cols., 1985). Por ejemplo, los cambios displasicos de ia prostata de los
roedores son equivalentes a los observados en las prostatas de los descendientes de
mujeres tratadas con DES y, en la ratona, la exposicion a DES durante los periodos
iniciales de vida conduce a la cornificacion permanente del epitelio, efecto que puede

ser independiente de la accion sobre el eje cerebro-hipdfisis-ovario.

También han sido observadas, tras exposicion temprana a DES, alteraciones
significativas del sistema inmune, particularmente del sistema de células T, asi como
un incremento de enfermedades autoinmunes en las mujeres (Luster y cols., 1984,
Kalland, 1980; Kalland, 1985, Noller y cols., 1988; Luster y cols., 1985). Estas
alteraciones a menudo no son detectadas en el nacimiento, ni antes de alcanzar la
madurez. Como, al tratar ratas machos con DES durante el primer mes de vida los
Organos reproductivos accesoriog ata estdn desamrrollandose, no aparecen
enfermedades malignas a los 6-8 meses de edad, sino que es a los 20 meses cuando
se manifiestan tumores de céluias escamosas en la prostata dorsolateral. Por otra parte
en ratonas tratadas precozmente con DES se ha descrito un aumento de la
suceptibilidad a los carcin6genos mamarios (Dean y cols., 1980; Kalland y Forsberg,
1981).

1.3.2 Alteraciones del tracto genital urinario

Los datos epidemiologicos actualmente existentes parecen demostrar que, en
el hombre, los desérdenes de carcter reproductivo se han incrementado durante los
ultimos cuarenta afios. Una caida significativa, proxima al 50%, del contaje
espermatico se ha descrito para el periodo 1930 y 1990 por Carisen y colaboradores
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(1992). Se trata de un estudio de revision que incluye 14.947 individuos de los cuales
se tienen datos sobre calidad y nimero de espermatozitos y que ha servido para hacer
una llamada de atencion sobre el significado biologico de taies cambios en vista de la
incidencia creciente de trastornos como el cancer de testiculo, el criptorquidismo y
el hipospadias. Este estudio ha servido también para atraer la atencion sobre el
problema de la fertilidad humana. Mientras que los estudios de calidad del contaje
espermatico parecen confirmar los hallazgos de Carlsen (Auger y cols., 1995, Van
Waeleghem y cols., 1996; Swan y cols., 1997), lo cierto es que la polémica desatada
sobre el problema hace dificil aceptar una generalizacion de los hechos descritos
(Fisch y Goluboff,, 1996, Swan y cols., 1997).

Por otra parte, resulta interesante considerar que durante el mismo periodo de
tiempo en que ha ocurrido el descenso del contaje espermatico se ha incrementado
la exposicion humana a compuestos quimicos muy diversos conactividad desconocida
sobre los sistemas hormonales, por lo que la hipétesis de los disruptores endocrinos
no ha podido dejar de tomarse =n consideracion (Sharpe y Skakkeber. 1993; Lancet,
1995).

El criptorquidismo es la alteracion de los organus rep:<iuctivos més frecuente
en el hombre. En el nacimiento, la prevalencia de la enfermedad es de un 3-5% y del
1% a los tres meses. Se asocia con céncer de testiculo y con infertilidad. Tres causas
diferentes pueden encontrase en la base etioldgica de este proceso: causa hormonal,
genética y traumatica (Berkowitz y cols., 1993). Entre las razones de orden hormonal

se encuentra la administracion materna de preparados farmacologicos conteniendo

estrogenos, como puede ser el tratamiento con anticonceptivos o con el estrogeno
sintético DES, al que previamente se ha hecho referencia (Vorherr y cols., 1979,
Grocock y cols., 1988). La criptorquidia se trata con cirugia o con hormonas (HCG
y LHRH). En el primer caso, la intervencion conocida como orquidopexia no
modifica el riesgo de cancer testicular pero permite un seguimiento precisc de
cualquier signo de degeneracion tisular (Olea y cols., 1996).
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Con objeto de explorar ia hipotesis medio ambiental en la génesis de
enfermedades como el criptorquidismo se han puesto en marcha algunos trabajos. Asi,
en el Hospital Clinico de Granada se ha analizado la distribucién de la frecuencia de
orquidopexia como elemento indicativc de la incidencia de criptorquidismo en jovenes
menores de 16 afios en la provincia de Granada (Garcia-Rodriguez y cols., 1996). El
objetivo de la investigacion realizada fue determinar si existia un patron de
distribucion geografico de los casos que pudiera hacer pensar en determinados habitos
o formas de vida que favorecieran la presentacion de la enfermedad. Para elio se
estudiaron un gran niimero de casos de orquidopexia entre los afios 1980 y 1993.

Los resultados experimentales del estudio han demostrado que es posible
asociar la mayor incidencia de esta patologia testicular con la actividad agricola del
area geogrifica de estudio. De esta forma, el trabajo reveld que la mayor parte de los
casos provenian de municipios dedicados a la actividad en agricultura intensiva, en los
cuales el consumo de pesticidas y productos quimicos agricolas es mayor. Las tierras
del interior presentabaa, por otra parte, la menor incidencia de orquidopexia. En estos
municipios la actividad agricola predominante es el cereal y el olivar y el consumo de
fitosanitarios y agroquimicos es sensiblemente inferior (Garcia-Rodriguez y cols.,
1996). Un articulo reciente ha corroborado esta hipétesis al encontrar un mayor

riesgo de criptorquidismo en hijos de mujeres expuestas ocupacionalmente a
pesticidas (Sloth y cols., 1998).

1.3.3. Cdncer de mama

El céncer de mama es la primera causa de muerte por neoplasia en mujeres,
representando el 25% de ias muertes no accidentales en mujeres entre 35 y 54 afos.
En 1996, sc habian estimado 910.000 casos nuevos en todo el mundo (Fernandez y

cols., 1997). La incidencia ha sufrido un aumento dramatico en los ultimos
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cincuenta afios en el mundo industrializado llegando a alcanzar una tasa de incidencia
superior a 100 casos por cada 100.000 mujeres en algunos paises (IARC, 1997).

Las causas o razones, si fueran varias, de este fenomeno no son bien
conocidas, aunque se sospecha que aigunos factores medio ambientales puede que
tengan algo que ver en el origen de la enfermedad, puesto que las diferencias
regionales de presentacién de la enfermedad y los cambios de incidencia observados
en poblaciones de emigrantes respecto de las que presentan sus paises de origen son
muy notables (Moysich y cols., 1998).

En el informe sobre cdncer de mama publicado por la revista Science en 1993
(Marshal, 1993), se resume en pocas lineas lo que sabemos sobre cancer de mama en
el dia de hoy. En dicho informe se presenta un "retrato robot" de la mujer de alto
riesgo de padecer cancer de mama. Aparecen juntos la nuliparidad, la menarquia
precoz y la menopausia tardia, la estructura corporal en la mencpausia y la obesidad.
Variables de los habitos reproductivos y dietéticos parecen identificarse en la base del
proceso morboso. Durante los ultimos quince afios se ha dedicado mucho esfuerzo
e invertido mucho dincro en el estudio de la asociacion existente entre habitos
alimentarios y cancer de mama. Los resultados obtenidos no han sido tan
concluyentes como se esperaba. No obstante, hoy dia podemos afirmar que no es tan
importante la cantidad como la calidad en la ingesta de grasa (Willett y cols. 1993,
Cassidy y cols., 1994). Y es mas, podemos dirigir nuestra atencion a la alimentacion

como vehiculo de compuestos quimicos extrafios al organismo, esto es, xenobidticos

estrogénicos que podrian participar de algiin modo enla carcinogénesis mamaria. Al

encontrarse el hombre en la cima de la cadena alimentaria el riesgo de bioacumulacién
de productos lipofilicos es, sin duda, mayor y mayores son, por lo tanto, las
consecuencias derivadas del mismo.

Algunos indicios permiten asociar de forma significativa la presencia de

xenobibticos estrogénicos en los medios biologicos (sangre, suero) con la mayor
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frecuencia de presentacion de ciertas enfermedades. Asi el trabajo de Wolff y cols.
(1993), sugiri6 una asociacion significativa entre niveles de pesticidas organoclorados
en sangre y cancer de mama, en el area de New York, asociacion sospechada afios
atras cuando algunos trabajos ecolégicos denunciaron que la exposicion a ciertos
pesticidas podia conducir a la presentacién del cancer mamario. Los estudios
disponibles hasta la ilegada de! trabajo de Wolff estaban limitados en sus conclusiones
por la cortedad del grupo de casos y controles empleados, pero ya advertian la
presencia de determinados organoclorados en los casos de cancer mamario (Mussalo-
Rauhamaa y cols. 1990).

Estudios mas recientes han mostrado alguna contradiccion en sus resultados.
Por ejemplo, Krieger y cols (1994) no han encontrado niveles significativamente
mayores de PCBs y DDE en las pacientes con cancer de mama incluidas en una serie
de enfermas de la Costa Oeste de EE.UU. cuando se compararon con los encontrados
en los grupos control. No cbstante, cuando se analizaron por separado los grupos
étnicos estudiados, los niveles de DDE se consideran factor de riesgo en mujeres
afro-americanas y blancas. Mas adelante, Hunter y cols. (1997) no han observado, en
cambio, una asociacion significativa entre exposicion a PCBs y DDE e incremento del

riesgo de padecimiento de cincer de mama. A idéntica conclusion han llegado Van't

Veer y cols. (1997) que investigaron los niveles de DDE en grasa de mujeres
europeas postmenopéusicas con cincer de mama. En un estudio realizade en Méjico,
Lopez Carrillo y cols. (1997) kan descrito que los valores de DDE no son
significamente diferentes en pacientes con cncer de mama de los encontrados en los
grupos de mujeres control, pero no excluyen la posibilidad de que un nivel més alto
de exposicién juegue un papel en Ia etiologia de esta enfermedad. Giites y cols.
(1998) tampoco han observado una diferencia significativa en la concentracién de
organoclorados en tejido adiposo de mujeres con patologia mamaria benigna con
respecto a pacientes con patologia maligna y Heizlsouer y cols. (1999), no han
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encontrado asociacion entre altas concentraciones de DDE y PCBs en suero y un
incremento del riesgo de cancer de mama.

Alguncs estudios epidemiologicos han afiadido aun mas confusién a la
hipétesis, al demostrarse la existencia de una asociacion significativa entre la
exposicion a determinados organoclorados y un mayor riesgo de padecimiento de
cancer de mama, si bien éste es mas evidente para productos quimicos concretos y
poblaciones con caracteristicas peculiares. Asi, por ejemplo, Olaya-Contreras y cols.
(1998) sostienen que existe una relacion causa-efecto entre los niveles en suero de
DDE y cancer y Moysich y cols. (1998) han sugerido que la exposicion medio
ambiental a organoclorados puede ser un factor de riesgo en mujeres que nuncan han
lactado, detectandose un mayor nivel de PCBs y mirex en el suero de las pacientes
con patologia mamaria cuando se compara con sus respectivos controles apareados.

Uno de los mayores inconvenientes en el disefic experimental de los estudios
epidemiologicos conducentes a la medida de exposicion, es que los individuos no
estan expuestos a un solo producto, sino a una compieja mezcla de sustancias. Seria
necesario por tanto, para dar una solucion a este problema: 1) cuantificar un mayor
numero de compuestos quimicos, haciendo extensible la medida a xenoestrogenos
no organoclorados, 2) estudiar las interacciones existentes entre diversos compuestos
quimicos, evaluando el efecto resultante de la exposicion conjunta a agonistas y
antagonistas hormonales, 3) definir biomarcadores de exposicion y biomarcadores de

efecto para los compuestos hormonalmente activos.

En lo concerniente a este ultimo punto, el empieo de biomarcadores de

exposicion a xenoestrogenos permitiria establecer la relacion entre exposicion y
enfermedades con largo periodo de latencia y caracter multifactorial. En principio la
estrategia de trabajo necesaria para la aplicacion de los biomarcadores deberia
considerar dos aspectos metodologicos de diferente orden: 1) el desarrollo de un test
biolégico mediante el que verificar la actividad hormonal responsable del efecto, y 2)
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la adecuacion de la muestra en términos de accesibilidad, limpieza y preparacion para
poder ser utilizada en el bioensayo definido. Ambos aspectos serén considerados a
continuacion, haciéndose referencia tanto a la informacion disponible sobre el
procesamiento de las muestras biologicas de individuos sometidos a estudio como a

la eleccion de un bioensayo de actividad hormonal apropiado.
1.4 TESTS DE ACTIVIDAD HORMONAL ESTROGENICA

El reconocimiento de compuestos quimicos con actividad hormonal se ha
visto dificultado durante afios, fundamentalmente, por la complejidad de los tests
predictivos y la imposibilidad de atribuir a un compuesto quimico actividad de tipo
hormonal tomando como base la simple observacion de su estructura molecular.

A pesar del enonme interés que suscita la identificacion de los compuestos
quimicos dotados de actividad estrogénica, son pocos los bioensayos que se
reconocen en la actualidad como instrumentos utiles para la identificacién de
sustancias quimicas con dicha actividad hormonal (Andersen y cols., 1999). Entre

ellos disponemos:
1.4.1 Tests in vivo
1.4.1.1 Test de cornificacion vaginal

Consiste en la medida de la capacidad de una sustancia quimica de inducir la
fase de estro cuando se administra a un animal, generalmente raton o rata hembra,
previamente castrado. La técnica del test ha permanecido casi invariable desde su
descripcion en 1923 por Allen y Doisy (Allen y Doisy, 1923), siendo el examen
microscopico del epitelio vaginal la forma usual de evaluar la transformacion
estrogénica del animal tratado. Habituaimente, la actividad de la sustancia ensayada
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se expresa en unidades internacionales, entendiendo por la U.L en el raton la cantidad
de estrogeno natural capaz de inducir el estro, que para la estrona corresponde a una

dosis de 0,1 pg.
1.4.1.2 Test de incremento del peso uterino

El test de evaluacion del peso uterino identifica aquellos estrogenos, capaces
de inducir el estro mediante la evaluacion del incremento del peso uterino, tras la
aplicacion subcutanea de la sustancia estrogénica a un animal hembra inmaduro u
ovariectomizado (Astwood, 1938).

Recientemente, se ha realizado una actualizacion de dicho test que consiste,
basicamente, en administrar tres dosis consecutivas, durante tres dias, de la sustancia
a ensayar a ratas que son mantenidas con comida y agua ad libitum, y en régimen de
12 horas de luz oscuridad en condiciones normales de temperatura y humedad. Se
utiliza un control positivo proporcionado por el tratamiento de un grupo de animales
con etinilestradiol y 1n control negativo, grupo que recibe tan sélo el vehiculo de
inyeccién. Lainoculacion se lleva a cabo, por inyeccion subcutanea en la region dorsal
del animal.

Los animales se sacrifican transcurridos 20 horas después de dislocacion
cervical y tras ser pesados se disecan y se separan los ovarios, oviductos y la vagina
del utero bicorneo. Los organos se pesan separadamente antes de proceder a una

fijacion e inclusion en parafina para el estudio histologico complementario. Este

consiste en la realizacion de secciones transversales y longitudinales del atero sobre
las cuales se procede a estimar la densidad volumétrica del epitelio luminal uterino,
del epitelio glandular, del tejido estromal conectivo y muscular y la altura de las

células epiteliales luminales mediante, microscopia optica.




INTRODUCCION

1.4.2 Tests in vitro

1.4.2.1. Test de proliferacion celular: E-SCREEN

La capacidad de los estrogenos para inducir proliferacion celular en sus
organos diana ha sido considerada el método de referencia para medir la actividad
estrogénica. Basandose en esta observacién, Soto y cols. pusieron a punto, en 1992,
un ensayo biolégico apoyado en este principio y basado en la estimacion de la
capacidad proliferativa de células en cultivo al ser tratadas con estrogenos. Este
ensayo utiliza la linea celular humana MCF-7 establecida a partir de un carcinoma de
mama humano, y compara la proliferacion tras 6 dias de subcultivo en ausencia
(control negativo) o presencia (control positivo) de estradiol-17 B. El test exige el
mantenimiento celular continuo en medios especificos (DMEM suplementado con
10% de suero bovino fetal (FBS) bajo condiciones adecuadas: 37°C, 5% CO,, y
atmosfera saturada de humedad. Las células se siembran en un medio rico en

nutrientes y factores de crecimiento. Una vez adheridas las células, el medio se

reemplaza por otro carente de hormonas esteroideas endogenas (para lo cual el suero

humano utilizado como suplemento del cultivo se trata con carbon dextrano) al que
se afiaden las sustancias quimicas puras 0 mezclas a ensayar, o los extractos de
muestras biologicas obtenidos tras la purificacion adecuada de diferentes muestras.
El ensayo finaliza a las 144 horas, con la fijacion de las células, la tincion del tapiz
celular con sulforrodamina-B, siguiendo la técnica descrita por Villalobos en 1995
(Villalobos y cols., 1995) y la cuantificacion posterior de la proliferacion celular
obtenida con respecto a los controles negativo y positivo.

El limite de deteccion descrito para el test se ha establecido en 1 pM de
estradiol-17p por lo que el bioensayo descrito esta considerado como uno de los mas
sensibles para el analisis de la estrogenicidad de compuestos cualesquiera(Andersen
y cols., 1999). Por otra parte, el hecho de que no se hayan encontrado diferencias
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cualitativas al comparar los resultados de ensayos en animales con los del E-SCREEN
(Soto y cols., 1995), hace que el ensayo sea biolégicamente equivalente al basado en

la medida del incremento de la actividad mitdtica del endometrio de roedores.

1.4.2.2 Test de enlace competitivo con el receptor estrogenico

Como la actividad hormonal de los estrogenos naturales es dependiente de
su union inicial al receptor de estrogenos, esta propiedad ha sido utilizada para
evaluar la actividad hormonal de compuestos quimicos bajo sospecha de mimetizar
el efecto estrogénico. Mediante este ensayo se trata de cuantificar la capacidad de los
xenobidticos estrogénicos para desplazar al estrégeno natural en su union al receptor
especifico. Se utiliza generalmente para ello, el receptor hormonal aislado a partir de
células en cultivo (MCF-7) o de utero de ratas prepuberes. Una vez obtenida la
fraccion citosolica, se realiza un test de enlace competitivo para estimar la
concentracion del receptor estrogénico (RE) y la constante de afinidad del proceso
de enlace. En el ensayo de cuantificacion del RE se emplea como hormona marcada
el [2,4,6,7-’H]estradiol —178, el competidor a evaluar y estradiol no marcado. Tras
el periodo de incubacion (4-18 h) se separa la fraccion libre de la ligada, mediante el
tratamiento con una suspension de carbon uextrano y se mide una alicuota de la
fraccion sobrenadante en un contador-f. El calculo de las afinidades entre la hormona
y el RE se realiza mediante la estimacion de la capacidad mixima de enlace y la

constante de afinidad del proceso siguiendo ¢l método de Scatchard. Finalmente se

representan las concentraciones ensayadas de cada producto, incluido el estradiol-
17P, frente al porcentaje de inhibicion del enlace entre el receptor y el estradiol
marcado.

La estimacion de la concentracion de cada compuesto para inhibir el 50% del
enlace se expresa como la afinidad relativa o RBA ({relative binding affinity). Entre
las desventajas que presenta este ensayo se encuentran la no deteccion de compuestos
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que requieren una activacién metabolica y los falsos positivos que pueden obtenerse
al ensayar algunos compuestos antagonistas que se unen también al receptor

estrogénico.

1.4.2.3 Induccion de expresion de proteinas/actividad enzimdtica

Bioensayos basados en la induccion de proteinas especificas del efecto
hormonal, algunas de ellas con actividad enzimética, han sido utilizados como

marcadores de actividad estrogénica. Entre ellos encontramos la expresion de pS2,

de receptor de progesterona (RPg), catepsina D, prolactina, la globulina que sc une
2 hormonas sexuales (SHBG), ovalbumina, ceruloplasmina, tubulina y vitelogenina
(Soto y cols., 1995; Andersen y cols., 1999).

Algunos trabajos experimentales han puesto de manifiesto queeel estradiol-178
y otros estrogenos naturales, asi como algunos xenobidticos estrogénicos, actian
sobre las células MCF-7 estimulando la sintesis y secrecion activa de la proteina pS2
que se acumula en el medio extracelular (Villalobos y cols., 1995; Soto y cols., 1995;
Olea y cols., 1996, Pérez y cols., 1998). Debido al control estrogénico de su sintesis
y secrecion, se ha demostrado que pS2 es un buen marcador de dependencia
hormonal en cancer de mama. Mas recientemente, se ha propuesto que ademas de la
medida del producto proteico, la cuantificacién del ARN mensajero de esta proteina
podria ser utilizada también, para la evaluacion de actividad hormonal estrogénica
(Borris y cols., 1994; Jin y cols., 1995).

1.4.2.3 Test de expresidn génica en células transfectadas

Esta demostrado que determinados genes son regulados por los estrogenos
mediante la interaccién del complejo estrogeno-receptor y ligando, con zonas
especificas de ADN conocidas como elementos de respuesta estrogénica (ERE).
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Dichos genes pueden codificar proteinas con actividad enzimatica de facil

identificacion como P-galactosidasa, cloroanfenicol acetiltransferasa o luciferasa
(Pons y cols., 1990; Gagne y cols., 1994; Jausons-Loffreda y cols., 1994; Jobling y
cols., 1995; Miksicek, 1995 Zacharewski y cols., 1995).

Tanto células aisladas de organismos superiores (lineas celulares establecidas)
como especies unicelulares pueden ser transfectadas con las secuencias de ADN que
contienen los elementos de respuesta estrogénica (ERE) y un gen reporter
dependiente de los anteriores. De hecho, los primeros ensayos de transfeccion se
hicieron utilizando levaduras que incorporan el gen de la vitelogenina, proteina
estrégeno-dependiente que se expresa en higado de peces y otros animales bajo
estimulo hormonal. El test de vitelogenina en levaduras ha sido empleado como
instrumento de screening de xenoestrogenos por numerosos grupos de trabajo y para
multiples compuestos quimicos (Andersen, 1999).

También se utilizan para tal fin clones de la linea celular MCF-7 transfectados
con plasmidos que contienen el elemento ERE ligado al gen de la luciferasa. El ensayo
asii concebido es de corto periodo de realizacion, en el cual la respuesta estrogénica
esta significativamente amplificada. Por su sencillez y rapida ejecucion, los bioensayos
de células MCF-7 transfectadas se presentan hoy como una alternativa al E-SCREEN
(Dees y cols., 1997; Lobaccaro y cols., 1997, Le Bail y cols., 1998).
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1.5 METODOLOGIA QUIMICO-ANALITICA. ANTECEDENTES

El anilisis de xenobiéticos estrogénicos en muestras humanas requiere el
establecimiento de un sistema de garantia y control de calidad que asegure la
fiabilidad, la precision y la reproductibilidad de las medidas experimentales. Resulta
necesaria, ademas, la ejecucion de un protocolo apropiado tanto en la obtencion y
almacenamiento de la muestra, come en el mantenimiento de la integridad de la matriz
biolégica objeto de anaiisis (Woodruff y cols., 1994).

Una gran parte de los trabajos publicados y revisados en esta introduccion
van dirigidos a la determinacion de xenobiéticos estrogénicos, tipo organoclorado,
en muestras medio ambientales y se centran en el desarrollo de métodos universales,
rapidos y dotados de alta capacidad, Utiles para analizar un gran nimero de
contaminantes en matrices muy diferentes (técnica multiresiduos- multimatrices). La
tendencia de otras publicaciones, se centra en el anilisis cualitativo de uno o unos
pocos contaminantes, aunque tal procedimiento se esta abandonando paulatinamente
ya que los resultados experimentales proporcionados por la aplicacion de esta
metodologia han aportado una informacion escasa y altamente discutida (Longnecker
y cols., 1997).

El paso inicial er: el analisis de cualquier muestra biologica es la preparacion,
que tiene por objeto eliminar las impurezas que puedan interferir en la identificacion
y determinacion de las moléculas de interés en el estudio. Debido a la lipofilidad de
muchos de los xenoestrogenos organoclorados conocidos la técnica de aislamiento
més frecuentemente utilizada es la extraccion simple con uno o varios disolventes
organicos. Les cualidades lipofilicas de los organoclorados se incrementan al
aumentar el nimero de dtomos de cloro en la molécula, io que a su vez favorece la
bioacumulacién. Per otra parte, su solubilidad en agua depende de su acidez, de tal
manera que, por ejemplo, las sales de sodio y potasio son cuatro veces mas
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hidrosolubles que los compuestos originales. Estas peculiaridades deben ser
aprovechadas en el planteamiento del procedimiento de analisis.

Los disolventes empleados en muestras de suero que han proporcionado
mayor rendimiento de extraccion son el dietiléter:hexano (Wolff y cols., 1991,
Shannon y cols., 1997, Hunter y cols., 1997) y hexano (Luo y cols., 1997, Moysich
y cols., 1998). En el analisis de organoclorados en leche humana han sido utilizados
con éxito cloroformo/metanol (Krauthacker, 1991) y acetonitrilo (Duarte-Davidson
y cols.,1991).

En la extraccion de xenoestrogenos de muestras de tejido adiposo se emplean
habitualmente técnicas mixtas, mecanica-quimica, basadas en la agitacién o
trituracion de la muestra con un disolvente apropiado. Entre los disolventes
comunmente empleados se encuentran el diclorometano/ciclohexano (Williams y
Lebel,1991), acetona/hexano (Guy y cols., 1986), hexano (Okond Ahoka y cols.,
1984; Shannon y cols., 1997) y el hexano/2-propanol (Weistrand y Norén, 1997).

Por otra parte, los métodos de purificacion o limpieza (clean-up) utilizan
normalmente materiales muy diversos como florisil (Frank y cols., 1978, Saady y
Poklis, 1990, Williams y Lebel, 1991, Wolff y cols., 1993; Moysich y cols., 1998),
silice (Burse y cols., 1990, Weistrand y Norén, 1997) o alimina (Okond Ahoka y
cols., 1984; Giites y cols., 1998). Se trata en la mayor parte de los casos de material
desechable, aunque en algunas ocasiones se ha propuesto la recuperacion de la
columna.

De acuerdo con la polaridad de los materiales escogidos para la medida, se ha

propuesto una variedad més o menos amplia de disolventes de elucion como n-

hexano, n-pentario, éter etilico, éter de petroleo, acetonitrilo, bien solos o en mezclas

miscibles, cuya finalidad es optimizar el rendimiento de los ensayos, situado en la
mayoria de los trabajos publicados en valores superiores al 80% (Shanon y cols.,
1997, Singh y cols., 1998).
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Los métodos de anélisis utilizados para la determinacion de xenoestrogenos
organoclorados hacen uso corriente de las técnicas cromatogrificas,
fundamentalmente la cromatografia de gases y el detector de captura de electrones,
cuyos limites de deteccion son suficientemente bajos y su reproductibilidad muy
elevada (Frank y cols., 1988, Saady y Poklis, 1990; Burse y cols., 1990, Williams y
Lebel, 1991;Wolff' y cols., 1991,1993; Weistrand y Norén 1997, Shannon y cols.,
1997, Hunter y cois., 1997, Moysich y cols., 1998; Paumgartten y cols., 1998, Giites
y cols., 1998).

Por tltimo, junto a la tendencia a la puesta a punto de “técnicas multiresiduo™
se ha realizado un gran esfuerzo en la adecuacion de ia metodologia analitica al
estudio de muestras con baja concentracion de algunos de los organoclorados de
mayor interés biologico. Por esta razon, es interesante comentar la insistencia con la
que se especifica en los trabajos consultados la efectividad del método analitico
propuesto, tanto en lo que respecta a la especificidad de la técnica como a la
indicacion de la sensibilidad y limite de deteccion. Wolff y cols. (1991), han
establecido, a este respecto los limites de deteccion para pesticidas organoclorados

en suero humano, trabajando en cromatografia de gases con detector de captura de

electrones e inyeccion automatica, entre 0,15 y 0,30 ng/ml. Recientemente Moysich
y cols. (1998) han situado los limites entre 0,06 para mirex y 0,09 ng/g lipido para

DDE y Krauthacker (1991) considera como limites aceptables en leche humana para
DDT los comprendidos en torno a 1 mg/l y para PCBs en 2 mg/l. En muestras de
tejido adiposo, Dewailly y cois. (1994) han definido para pesticidas organoclorados
unos limites comprendidos entre 0,2 pg/Kg y 7 ug/Kg. Shanon y cols. (1997) han
establecido los limites de cuantificacion de pesticidas organoclorados en suero y tejido
adiposo de forma tal que el nivel mas bajo corresponde al o-HCH, con 5 pg/mg en
grasa y 0,6 pg/mg en suero y el mas alto corresponde al p,p’-DDT con un valor de
50 pg/mg en grasa y 6,3 pg/mg en suero.
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Endefinitiva, durante la pasada década se ha producido unincremento nctable
en la sofisticacién y accesibilided de las herramientas analiticas que pueden ser
utilizadas para la deteccion de bajos niveles de xenoestrogenos en muestras biologicas
en orden 2 la obtencion de datos de exposicion que permitan investigar sus efecios
adversos en salud humana (Woodruff y cols., 1994). La revisién de la literatura

cientifica al respecto junto a la experiencia particular de nuestro propio grupo
(Brotons JA., Tesis Doctoral 1994; Valenzuela B., Tesis Doctoral 1996; PulgarR.,
Tesis Doctoral 1996; Perez P., Tesis Doctoral, 1996; Nieto R., Tesis Doctoral 1998)

nos ha servido para desarrollar la metodologia analitica que se propone en este

trabajo.
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II. OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacion se encuadra dentro de un estudio
epidemiologico de tipo casos:control, de base hospitalaria, cuyo objetivo generai es
el anilisis de posibles factores de influencia en la carcinogénesis mamaria:
antecedentes familiares, habitos alimentarios, historia ginecologica, historia expositiva
y otros. Entre estas variables destaca por su novedad y singularidad la medida de la
carga hormonal estrogénica, entendida como la expresion cuantitativa de la actividad
estrogénica atribuible a xenoestrogenos bioacumulados en el organismo humano.

Los objetivos especificos del trabajo de investigacion propuesto son, por otra
parte los siguientes:

1. Desarrollar una metodologia analitica que permita la extraccion de
xenobidticos estrogénicos a partir de muestras de tejido adiposo y que proporcione
un extracto suceptible de analisis mediante un cnsayo biolégico adecuado.

2. Definir las condiciones generales de utilizacion del mejor test de
estrogenicidad in vitro basado en el empleo de las células MCF-7, utilizando para eflo
compuestos quimicos de capacidad estrogénica conocida que puedan ser empleados
rutinariamente ¢:; ia estimacion de la carga estrogénica.

3. Evaluar cuaﬁtitativamente la actividad hormonal de los extractos obtenidos

de las muestras de tejido adiposo y estimar la carga hormonal estrogénica inducida

por los mismos.

4. Analizar los contaminantes quimicos presentes en las muestras biclogicas
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responsables de la estrogenicidad en el bioensayo hormonal, mediante | anélisis

cualitative y cuantitativo de las mismas por cromatografia de gases con detector de

captura de electrones (CG/DCE).
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ML MATERIAL Y METODOS
3.1 INSTRUMENTACION

3.1.1 Estufs para cultivos celulzares

Se ha utilizado la estufa incubadora REVCO ULTIMA (Revco Scientific,
EE.UU.). Las experiencias de cultivo se levaron a cabo a la temperatura de 37°C, en
una atmosfera constituida por aire con 5% de CO, saturada de humedad.

La temperatura se regulé mediante un termostato electronico con exactitud
situada en torno a +0,05°C. La regulacion de la presion parcial de CO, se llev6 a cabo
mediante un sistema de medida de la conductividad térmica de la mezcla de gases que
permite detectar cambios en la concentracion de CO, superiores a un + 0,1%.

3.1.2 Estufa de alta temperatura

Se ha empleado una estufa P-Selecta con termostato y selector de temperatura
de hasta 250°C.

3.1.3 Cimara fria y congeladores.

Para el almacenamiento de reactivos y tampones asi como para la realizacion

de experimentos a baja temperatura se han utilizado una camara frigorifica (Pedro y

Lapez S.A.) con temperatura regulada a 4°C, ademas de frigorificos y congeladores
convencionales.

Para el almacenamiento de muestras se ha utilizado un congelador, marca
Forma Scientific, con temperatura fijada a -70°C.
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3.1.4 Contenedor de nitrégeno liguide

Las lineas celulares tumoraies establecidas utilizadas en este trabajo se han

almacenado en nitrogeno liquido a -173 °C, utilizindose para ello un contenedor de

nitrégenc liquido, marca Thermolyne Locator, modelo CY50900.

3.1.5 Bailo termostatizado

Para calentar liquidos se utilizo un baflo termostatizado compuesto de un
contenedor abierto de agua, con capacidad de 15 | y un termostato para regular la

temperatura en el intervalo de 0 a 100°C.

3.1.6 Cimaras de flujo laminar

Para evitar la contaminacion biologica de los cultivos celulares se han utilizado
cabinas de flujo laminar vertical modelo Gelaire, Laminar Airflow, suministradas por
Flow Laboratories ( Escocia). Su funcionamiento se basa en hacer circular corrientes
de aire (en este caso en direccion vertical) con una velocidad méaxima de 0,46 m/s a
traves de un sistema de filtros antes de entrar en la cabina de trabajo. La filtracion del
aire y el rendimiento del proceso de filtracion (99,997 % de retencion de todas las
particulas mayores de 0,3 u de diametro) garantizan el mantenimiento de las

condiciones de esterilidad necesarias para llevar a cabo las experiencias.

3.1.7 Microscopios

Hemos utilizado para el analisis de los cultivos un microsconio invertido Olympus
IMT/201 dotado de tres objetivos (x10, x20 y x40 , dobie ocular y ocular con
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posibilidad de aplicacion de un dispositivo fotografico.

Se ha utilizado también un microscopio éptico convencional, Olympus CHB
con aumentos x 10, x40, x100, doble ocular y dispositivo automatico de precision para
el desplazamiento de las muestras. Este microscopio se ha empleado para efectuar los

contajes celulares con la cimara de Neubauer.

3.1.8 Cimara de Neubauer

Para el contaje de elementos celulares en suspension, una vez tefiidos éstos con
un colorante vital tipo Tripan Blue, se utilizd una camara de Neubauer o

hemocitémetro convencional.

3.1.9 Bomba de vacio

Para presurizar recipientes a presion en operaciones de filtracion de liquidos
se ha utilizado una bomba de vacio suministrada por Millipore (EE.UU.). La bomba
proporciona un caudal de aire regulado a 24 Umin. para un vacio de 127 mm de Hg
y va conectada a un matraz de vacio de 0.5 1 de capacidad. Este matraz lleva un tubo
de vacio que se aplica sobre la unidad de filtracion directamente o bien mediante la

ayuda de pipeta Pasteur.

3.1.10 Centrifugas

Se ha empleado de modo general una centrifuga Heraeus mod. Universal Junior
IS y una centrifuga refrigerada convencional Beckman TJ/6 (Beckman Instruments
Inc.), dotada con una unidad adicional de refrigeracion que permite centrifugar

muestras a baja temperatura (4-6°C). Esta (itima unidad posee un rotor con cuatro
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soportes intercambiables para la centrifugacion simultinea de un nimero de muestras

variable (de 4 a 120). Cuando el protocolo experimental asi lo requirio se utilizé una
ultracentrifuga Beckman L8 70.

3.1.11 pHmetro y Balanza de precisién

Hemos utilizado para medidas de pH el equipo suministrado por la firma Orion
Research, modelo 501, cuya precision se estima en 0,01 unidades de pH. Como
balanzas de precision se han empleado los sistemas Mettler 300 y H 33-AR, capaces

de medir céntesimas y décimas de miligramo, respectivamente.

3.1.12 Unidad de esterilizacién por Autoclave

Para conseguir unas condiciones dptimas de esterilidad se ha utilizado material de
la unidad de esterilizacion general del Hospital Clinico San Cecilio. Dicho material
una vez esterilizado se almaceno tras ser marcado con la fecha maxima aconsejada

para su uso.

3.1.13 Unidad de esterilizacién por filtracién

Se han utilizado sistemas de filtracion Millipore XX11 047 10 esterilizables en
autoclave. Las unidades de filtracion constan de dos recepticulos: uno superior, de
250 ml de capacidad, en el se deposita la disolucion a esterilizar y otro inferior, de
igual capacidad, en el que se recoge el liquido una vez filtrado y estéril. Ambos
receptaculos se encuentran separados por un filtro Millipore GSWP 047 00
desechable, de 47 mm de didmetro y 0,22 p de tamaiio de poro. Alternativamente se
han empleado unidades de filtracion de un solo uso y filtros de 0.22 ym de poro
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Gelman Sciences (EE.UU.).
3.1.14 Espectrofotémetro de placas de pocillos maltiples

Para los experimentos de proliferacion celular se ha utilizado un
espectrofotometro o lector automatico de densidad optica (Titertek Multiskan MK11,
ICN Flow) adaptado a placas de cultivo de 96 pocillos.

3.1.15 Pipetas automiticas

Para manipular los medios de cultivo se han utilizado pipetas con succion y
expulsion automatica de fluido de la marca Tecnomar (Suiza), modelo R301. Para
la realizacion de los ensayos quimicos y bioquimicos se emplearon pipetas de volumen
variable de 0-10 pl y 20-100 ul, modelo Microtransferpettor Digital Brand

Para la prepacion de las muestras se utilizé una micropipeta, marca Socorex

Isba S.A.(Suiza), de volumen variable comprendido entre 0 y 100 pl.
3.1.16 Cromatégrafos

Para el anilisis de los contaminantes quimicos presentes en las muestras
biologicas ensayadas hemos utilizado un cromatogr~ic liquido de alta resolucion
(HPLC), modelo Waters 501 Millipore, equipado con dos bombas y un inyector
modeloU6K con capaéidad de carga de 500 uL. El detector Ultravioleta/Visibie del

mismo es del tipo Waters 490 Millipore, provisto del Millennium Chromatography

Manager software.
Hemos utilizado, asimismo, un cromatégrafo de gases Varian-3350 (EE.UU)
con detector de captura de electrones (°Ni) y el sistema Millennium Chromatography




Manager como software.

3.1.17 Columnas para cromatografia

Para las diferentes técnicas cromatograficas se han empleado diversas columnas:

- Columna de vidrio para cromatografia Pyrex con 6 mm de diémetro interno
rellena con Alumina de Merck (Alemania) [90 (70-230) n°. 1097].

- Columna modelo Lichrocart de Merck para HPLC rellena de Lichrospher (Si-60)
con tamafio de particula interno de 5 pm.

- Columna de metil silicona, para cromatografia de gases (longitud 30 m) de
Quadrex (EE.UU.).

3.1.18 Colector de fracciones

En serie con la unidad de cromatografia liquida se ha empleado un colector de

fracciones modelo LKB Bromma.

3.1.19 Equipo de filtracién para HPLC

Para la preparacion y limpieza de los disolventes a emplear en los procesos de

cromatografia se ha utilizado un equipo de filtracion aplicado sobre un kitasato de
Millipore. La muestras se procesaron mediante jeringa y equipo de filtracion

Nucleopore.
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3.1.20 Rotavapor

Para la desecacion de las muestras a presion reducida y temperatura controlada
se ha empleado un rotavapor Biichi R-300® (Biichi, Italia).

3.1.21 Microjeringas

Se han utilizado dos tipos de microjeringas para CG y HPLC, modelo SGE,
con 1, 20 y 500 ul de capacidad, respectivamente.

3.1.22 Céluila de electroforesis

Para realizar la electroforesis de ARN se ha utilizado un equipo de
electroforesis horizontal para DNA Hoefer modelo HE99X (Hoefer Instruments ). La
electroforesis se realizd a 65 V durante 5 horas. El gel se prepar6 utilizando el
soporte que acompaiia a la cubeta y los pocillos de depdsito de las muestras se

prepararon usando peines apropiados.

3.1.23 Sistema de reproduccién fotogrifica

Los filtros de transformacion del gel se expusieron a peliculas de
autorradiografia (Kodak XAR-5 film, Eastman Kodak, EE.UU.), utilizando pantallas

amplificadoras Dupont (Alemania).

3.1.24 Densitometria

La cuantificacion de los geles autorradiografiados se realizd mediante
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densitometria utilizando un densitometro Hoefer GS300 y el sistema procesador
GS370 de analisis densitométrico 3.0 de Macintosh.

3.1.25 Tratamiento estadistico de los datos

Para el tratamiento estadistico efectuado en orden a valorar la significancia de los
datos obtenidos se ha empleado el programa STADTQUICK version 3.

3.1.26 Tratamiento de textos. Representaciones grificas.
Para el tratamiento de textos hemos usado el procesador de textos Word Perfect
en su version 6.1. y para ia elaboracion de los graficos se ha empleado el programa

Microsoft Excel 97.

3.1.27 Otro material

Se han utilizado, por ltimo, diversos equipos de laboratorio entre los que cabe

destacar: picadores de hielo, vortex, agitadores mecanicos y otros.




MATERIAL ¥ METODOS

3.2 MATERIAL FUNGIBLE

3.2.1 Material de plistice para cultivos celulares

Se han utilizado cajas de cultivo de poliestireno de 25 (T-25) y 75¢m’ (T-75)
de superficie suministradas por Nunc (Dinamarca), de un solo uso, estériles y de
buena calidad Optica, diseriadas para conseguir una buena adherencia y preparar, por
tanto, cultivos de distribucion celular.

Los experimentos de crecimiento celular se realizaron en placas de cultivo de
24 pocillos, también de poliestireno, suministradas por ICN ( Irvine, Escociz). Se han
utilizado también tubos de plastico estériles, tipo universal de fondo conico (Nunc),
viales para congelacion en nitrogeno liquido (Nunc), asi como tubos de plastico de
diferentes tamaiios, estériles y no estériles.

En los experimentos de actividad luciferasa se utilizaron placas Petri
suministradas por Falcon (EE.UU.) de distintos didmetros (6-10 y 15 cm).

3.2.2 Pipetas

Se han utilizado pipetas de pléstico estériles, de un sélo uso, empaquetadas
individualmente y con capacidad de 1-2 y 5 ml. También se han utilizado pipetas tipo
Pasteur de vidrio, Labclinics ppv/9 y ppv/6, convenientemente esterilizadas y
almacenadas.

3.2.3 Filtros

Para la esterilizacion de pequefios volimenes de disoluciones o de medios de
cultivo se han utilizado filtros Millipore HAWR 02500 de un sdlo uso, con diametro




de poro 0,22 p y 25 mm, respectivamente.

3.2.4 Otro material fungible

Para la realizacion de los distintos experimentos se ha empleado, entre otro

tipo de material fungible:

- Bolsas de hibridacion (GibcoBrl, EE.UU.).

- Membranas Hybond- N (Amersham, Inglaterra).

- Tubos de polipropileno con tapon de rosca y fondo conico, de 13 mi de
volumen, estériles.

- Erlenmeyers, probetas, matraces, vasos de precipitado, embudos y otro
material habitual de laboratorio.
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3.3 REACTIVOS
3.3.1 Lineas celulares

Se han utilizado las siguientes lineas celulares de cancer humano cultivadas
todas ellas en monocapa:

3.3.1.1 MCF-7:

Establecida por Soule y colaboradores (Soule, 1973) a partir de un carcinoma
de mama humano. Su gran difusion como modelo experimental de cancer de mama
puede ser atribuido a que se trata de la primera linea celular documentada como
receptor estrogénico positivo (Horwitz, 1978) que responde con cambios metabolicos
y estructurales a la accion de los estrogenos (Lippman, 1975).

La linea celular MCF-7 presenta, ademés, receptores especificos para otros
agentes hormonales, entre los cuales se encuentran los andrégenos, progestagenos,
glucocorticoides, vitamina D3, hormonas tircideas, prolactina, insulina, calcitonina
y factores estimuladores del crecimiento celular (Lippman, 1986).

En el presente estudio, se ha empleado el stock de las células MCF7 BUS
cedidas por el Dr. C. Sonnenschein (Tufts University, Boston, EE.UU.) y clonadas
como C,MCF?7 a partir del pase 173 de la MCF-7 original cedida por el Dr. McGrath
de la Michigan Cancer Foundation.

3.3.1.2 MVLN:
Esta linea celular fue establecida por Pons y colaboradores (Pons y cols., 1990)

con objeto de desarroliar un modelo celular sencilio y rapido de caracterizacion de

moleculas estrogénicas o antiestrogénicas. Se utilizaron para ello clones de la linea
celular MCF-7 transfectados de modo estable con un gen reporter que petite la
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expresion de la enzima luciferasa bajo el control del elemento regulador de estrogenos
del gen A2 de Xenopus vitelogenina. Desde su creacion, esta linea, ha sido utilizada
en bioensayos de estrogenicidad como un modelo alternativo a las lineas celulares
clasicas (Dees y cols., 1997; Lobaccaro y cols., 1997, Le Bail y cols., 1998).

3.3.2 Medios de cuitivo

Para el mantenimiento de ias células MCF-7 y MCF-7 transfectadas o MVLN,
se ha utilizado Medio Minimo Esencial suplementado con sales de Earle modificado
por Dulbecco (DME) (PAA Labor and Forschungs Ges, MBH, Austria). Cuando el

disefio experimental asi lo exigio s utilizd el mismo medio sin la adicion del indicador

de pH rojo fenol DME (-RF)( BioWhitaker, Inglaterra).

3.3.3 Suero

Los medios de cultivo empleados para el mantenimiento de las células MCF-7
y MVLN se suplementaron con un complemento variable (5-10%) de suero de
procedencias diferentes: 1) suero »ovino fetal (FBSY(PAA Labor und Forschungs
Ges, MBH, Linz, Austria) y 2) suero humano (HuS) obtenido a partir de sangre
fresca extraida a voluntarios sanos (Merck). Alternativamente se ha empleado suero

humano (irvine Scientific, EE.UU.), desprovisto de estrogenos endogenos.
3.3.4 Enzimas
Para la obtencion de una suspension monocelular homogénea a partir de la

monocapa celular se ha utilizado una solucion de tripsina-EDTA al 0,05% y 0,025%,
respectivamente (ICN Flow Laboratories, Escocia).
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3.3.5 Dextrano T-70

Se ha utilizado una suspension de carbon y dextrano para la preparacion del
suero libre de estrogenos. El dextrano T-70 (Pharmacia Fine Chemicals, Suecia) es
una macromolécula que tiene la capacidad de formar un complejo con el carbon y por
adsorcion extraer del suero los estrégenos endogenos asi como otras moléculas de

bajo peso.

3.3.6 Carbdn activado

El carbon activado (Charcoal Activated, Sigma) se ha utilizado junto con el

Dextrano T-70 en el proceso de eliminacion de los estrogenos endogenos del suero.
3.3.7 Hormonas
Como compuesto estrogénico patron se ha empleado el estradiol-178 (E,)
(Sigma). Se preparo para ello una solucion stock en etanol a una concentracion de 1
mM. La concentracion final de etanol en los cultivos no supero el 0,1%.

3.3.8 Reactivos para el test de sulforrodamina-B

La tincion de la monocapa celular se llevo a cabo tras Ia fijacion de las células

con tricloroacético (Merck) y su posterior tincién con una solucion al 0.4% de
sulforrodamina-B (Sigma) en 1% de acido acético (Merck).
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3.3.9 Reactivos para cuaatificacién de actividad luciferasa

[ “ra la cuantificacion de la actividad luciferasa se utiliz6 el kit Luciferasa Assay
System suministrado por Promega (EE.UU.).

3.3.10 Reactivos para pS2

Para la cuantificacion del contenido en el medio de cuitivo extracelular de la
proteina pS2 se ha utilizado el kit comercial ELSA-PS2 (CIS Bio International,
Francia).

3.3.11 Reactivos para cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas tisulares, citosolicas y del medio de cultivo

celular se efectué mediante la técnica y reactivos del BioRad Protein Assay y
Coomassie Protein Assay (BioRad, EE.UU.).

3.3.12 Disolventes y otros reactivos

Se han utilizado n-hexano, metanol y 2-isopropanol (UV-IR-HPLC
preparativa- PAR) para analisis instrumental de Panreac ( Espaiia), bromuro de etidio,
glicerol, cloroformo, acido clorhidrico y etanol suministrados por Merck, Trizol de
GibcoBrl, cloroformo, isopropanol, etanol, cloruro sédico, formaldehido, formamida,
rojo fenol, ADN de esperma de salmon, azul de dextrano y sulfato de dextranc
proporcionados por Sigma; dietilpirocarbonato de Aldrich y agarosa y azul de
bromefenol de Boehringer Mannhein (Alemania), respectivamente.
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3.3.13 Compuestos quimicos patrones

Como compuestos quimicos patrones hetnos utilizado: lindano, ald-in, dieldrin,
endrin, mirex, o,p’-DDT, p,p -DDT, metoxicloro, endosulfan [ y encosulfan il
suministrados por Sulpeco (EE.UU.); 0,p -DDD y p,p -diclorobenzofenona del Lab.
Dr. Ehrenstorfer (Alemania); p,p -DDE de Chem Service (EE UU.) y nvponade Ultra
Scientific (EE.UU.). Los compuestos Endosulfin-éter, endosulian-lactona,
endosulfén-diol y endosulfan-sulfato fueron donados por Agrevo, los diferentes
derivados bisfenoles, identificados como MM1, MM2, MM3, MM4, MM35, MM6,
MM7, MM8, MM9, fueron donados por ¢l Dr. M. Metzler (Universidad de
Kaiserlautern, Alemania), y el antiestrogeno RU 58,668 fué denado por Roussel Uclaf

(Romainville, Francia).

3.3 14 Tampones y soluciones

En el trabajo experimental desarrollado han sido utilizados los siguientes
tampones y soluciones

- Denhardt's 50 x (BSA 1%, Ficoll 400 1%y polivinilpirrolidina 1%).

-MGPS/EDTA buffer (MOPS 0,2 M, acetato de sodio SOmM, EDTA 10 mM,
pH?).

- PBS (NaCl 0,14M, Kcl 2,6mM, KH2PO4 1,2 mM, Na2HPO4 10mM, pH
7.4).

- SDS 10%.

- SSC 20 x (NaCl, 3M, citrato sodico 0,3M, pH 7,0).

- Solucion de prehibridacion (ADN de esperme de salmén 10 mg/ml, sulfato
de dextrano50%, fonnamida 50%, SDS 10%,trisbuffer, Denhardt's 50 x, SSPE20 x).
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3 4 IDENTIFICACION DE LA POBLACION

3.4.1 Sijetos de estudio

El presente trabajo se encuadra dentro de un estudio epidemioldgico de cancer
de mama de base hospitalaria. Los hospitales participantes han sido el Hospital
Clinico “San Cecilio” y ¢l Hospital “Virgen de las Nieves” de Granada y el Hospital
“Torrecardenas” de Almeria.

Se han incluido un total de 200 pacientes, cien de ellas diagnosticadas de

cancer mamario. Todas ellas fueron previamente informadas de los objetivos de la

investigacion propuestos, consintiendo en participar en el proyecto. Los criterios para

la definicion de caso y control fueron:

Caso: Mujer de 33 a 75 affos diagnosticada e intervenida quirirgicamente de
cancer de mama en el periodo de estudio (1996-1998).

Control: Paciente afecta de patologia no oncolégica ni endocrina emparejada
con la arterior en términos de edad (+3 aflos). Se planteo, inicialmente, una relacion
1:2 caso/control.

Las distribucion por edades de la muestra analizada se resume en la tabla 3.1

Tabla 3.1

Casos (aiios) Controles (aiios)
Miximo ' 71 73
Minimo 35 33
Mediana 56 59
Media
Desv. Estindar ( +0)
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3.4.2 Obtencién de las muestras

Las muestras de tejido adiposo, se obtuvieron, para ias pacientes controi, en
quiréfano y,para los casos, en los Servicios de Anatomia Patologica de los hospitales
participantes a partir de piezas de tejido mamario. Se tomaron aproximadamente 10
gramos de tejido en cada muestra que, previa identificacion, se congelaron a -70°C.

Para cada uno de los casos se toman, ademas, muestras de 0,5 x 0,5 cm de
diametro del tumor mamario intervenido. Las muestras tumorales se congelaron
igualmente a -70°C en lugar apropiado, hasta su traslado al Hospital Clinico en donde
se almacenaron en N, liquido.

Paralelamente, se procedié a la obtencion de las muestras sanguineas de los
casos y controles, utilizandose viales de cristal sin heparina ni anticoagulantes (20-25
ml de sangre fresca de los que, tras coagulacion, se separd y congelo el suero de
manera inmediata en viales de cristal, procediéndose posteriormente a su

identificacion)

3.4.3. Evaluacion de factores de riesgo/exposicion

Una vez obtenido el consentimuento del paciente para participar en el estudio,
el instrumento utilizado para la recogida de datos fue un cuestionaric con informacion
muy diversa de cada paciente (Anexo I) estructurado en la siguiente forma:

1.- Seccion/Caracteristicas Socio-demograficas:

Incluye datos estandar como fecha de nacimiento, tipo de residencia

(rural/urbana), tiempo de residencia en cada lugar, nivel de escolaridad y ocupacion.
En el apartado de ocupacion se hace hincapié en las ocupaciones agricolas y en la
exposicion a plaguicidas.

2.-Seccion/Historia familiar de cancer de mama:
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Contiene informacion acerca de los casos diagnosticados de cancer de mama

o tumoracion mamaria benigna entre los familiares de 1* o 2° grado.

3.- Seccion/Historia reproductiva:

Los itemies inciuidos en este apartado hacen referencia a edad de la menarquia
y de la menopausia, interrupciones de regla, n° de embarazos, nimero de hijos y edad
respectiva de los mismos (incluidos los fallecidos), regularidad y duracion de la regla,
y lactancia y duracion de la misma para cada hijo.

4.- Seccion/Anticonceptivos y terapia hormonal:

Zn esta seccion del cuestionario se recoge informacion acerca del uso de
anticonceptivos, tipo y duracion, asi como de los tratamientos sustitutivos de
hormonas, si los hubiere.

5.- Seccion/Aspectos relacionados con la nutricion:

Se persigue con esta seccion conocer de forma general el tipo y la frecuencia
de alimentos consumidos por semana e incluye datos acerca del consumo de alcohol
y tabaco y medidas antropométricas de peso y talla

6.- Seccion/Muestras biologicas:

Figuran en ella los resultados de la aplicacion de las técnicas analiticas a las

muestras biologicas de los sujetos objeto de estudio.

El cuestionario se ha realizado por encuestadores adiestrados, uno por cada
area geografica (Almeria/Granada). La encuesta epidemioldgica se realizo de manera
completa a cada uno de los casos y controles, durante el tismpo de hospitalizacion de
los mismos, antes en todo caso de la intervencion quinirgica a que fueron sometidos.
A cada encuesta se le asigné un codigo de identificacion idéntico al definido para la

muestra de sangre y tumor/tejido adiposo.
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3.4.4 Identificacién de encuestas y muestras

A cada paciente se le asigno un numero de identificacion comun para la

muestra de grasa y de suero y el cuestionario de la encuesta.

En Granada:
Hospital Clinico: clave 1000.
Hospital Virgen de las Nieves: clave 2000.

En Almeria:

Hospital Torrecardenas: clave 4000.




3.5 METODOLOGIA CROMATOGRAFICA
3.5.1 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) preparativa

Para el desarrollo de esta técnica hemos utilizado el cromatografo liquido de
alta resolucion Watters 501 Millipore, descrito previamente en ¢l apartado 3.1.16, con

arreglo a las condiciones que se especifican a continuacion:
Detector: UV/VV a 280 nm
Solventes:  * Fase A: n- Hexano
* Fase B: n-Hexano- Metanol- Isopropanol: 40:45:15 (v/v)
Flyjo: 1 mi/min

El programa de gradiente se recoge en la tabla 3.2.

Tabla 3.2: Gradiente HPLC

Tiempo (min) Fase A  FaseB
0 100 0
2 100 0

17 60 40

22 0
32

Tiempo total de cromatograma 32 minutos
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3.5.2 Cromatografia de gases (CG)

Se ha trabajado con el cromatografo de gases Varian-3350 descrito en el

apartado 3.1.16, siguiendo las condiciones de trabajo que se describen a continuacién:

Detector: captura de electrones, T* de 300°C.
Inyector: T* de 250°C.
Gas portador: Nitrégeno, flujo de 40 mi/minuto.

Volumen de inyeccion: 1 pl.
Programa:

T* inicial 130°C (1 min)

Rampa de 20°C/min. hasta 150°C

Rampa de 10°C/min. hasta 200°C

Rampa de 20°C/min. hasta 260°C (20 min)
3.5.3 Analisis cualitativo
3.5.3.1 Cromatografia de gases

3.5.3.1.1 Preparacion de las disoluciones de trabajo

Para la puesta a punto y la realizacion del método cromatogrifico se han

preparado disoluciones de los pesticidas orgmoclomdos en hexano. Las
concentraciones de trabajo oscilaron entre 0,1-200 ng/m! de cada producto. La

solucion madre a partir de las cual se hicieron . s diluciones de trabajo se preparo a
una concentracién de 0,1 mg/ml y se almacené en la oscuridad, a una temperatura de
4°C hasta su empleo.
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Por otra parte, con objeto de identificar los pesticidas objeto del presente

estudio, se han establecido los tiempos de retencion correspondientes.
3.5.3.1.2 Calculo de los tiempos de retencion
Partiendo de disoluciones del orden de 0,01 ug/ml se determinaron los

tiempos de retencion medios de cada uno de los productos. Las condiciones de

trabajo fueron las descritas anteriormente y el volumen de inyeccion 1 ul. Enlas tablas

3.3 4 3.5 se muestran la media de los tiempos de retencion (TR) de 10 medidas para

cada producto junte con la desviacion estandar ( + c).

La figuras 3.1 corresponde a los cromatogramas de las disoluciones

preparadas con mezclas de los pesticidas analizados en concentraciones similares.

Tabla 3.3: Tiempos de retencion (min)

Producto TR0

Lindano 7,989 + 0,0182
Aldrin 9,776 + 0,0223
Dieldrin 11,53 £ 0,0261
Endrin 11,80 + 0,0269
Mirex ‘ 15,62 + 0,0355




Tabla 3.4: Tiempos de retencion (min)

Producto

TR+o

p,p’-DDE
o,p’-DDD
0,p-DDT
p,p’-DDT

Metoxicloro

11,29 £ 0,0257
11,41 £ 0,0263
12,13 £ 0,0276
12,71 £ 0,0288
13,81 £0,0315

Tabla 3.5: Tiempos de retencion{min)

Producto

TR0

Endosulfan- éter
Endosulfan-lactona
Endosulfan- diol
Endosulfan [
Endosulfan II

Endosulfan- suifato

8,866 + 0,0202
10,19 £ 0,0232
10,48 + 0,0239
11,04 £ 0,0252
11,87 £ 0,0283
12,61 +0,0287
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3.5.4 Anglisis cuantitativo

3.5.4.1 Método del patron interno

Identificadas, tras el analisis cualitativo, las sustancias problema en las que

interesa determinar su concentracion en la muestra biologica estudiada, el método del

patron interno consiste en la utilizacion de un compuesto patron, que cumpla las

siguientes condiciones:

- Aparecer en el cromatograma cerca de los componentes objeto de la medida.

- Ser quimicamente semejante a los componentes de la muestra.

- Expresarse a una concentracion que ha de ser lo mas aproximada posible a
la de los componentes de la muestra.

La sustancia elegida como patrén interno para realizar los analisis de las
muestras es la p,p’-diclorobenzofeno..a, debido a que cumple tedos los requisitos
anteriormente enunciados. La disolucion patron se prepara conuna concentracion de
0,1 mg/ml en hexano y a partir de aqui, se procede a realizar las diluciones
correspondientes, hasta una concentracion de 1ug/ml. Se inyecta en el cromatografo

de gases 1 ul y se obtiene un tiempo de retencion medio de 9,87 + 0,0226 min.
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3.5.4.2 Comportamiiento analitico del patron interno

3.5.4.2.) Comprobacion de la reproducibilidad

Se inyectd 1 ul de la disolucion en hexano de la p,p’-diclorobenzofenona
(concentracion 1 pg/mi), en diez ensayos consecutivos para comprobar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos en las condiciones cromatograficas
establecidas. El area media obtenida y su correspondiente desviacion estandar fue de
2.992.683 + 33.398

3.5.4.2.2 Calculo de la curva de calibrado

Parala determinacion de la curva de calibrado de la p,p -diclorobenzofenona

se prepararon disoluciones de concentracion comprendidas entre 0,03 -1,5 pg /ml en
hexano.

El valor medio de las areas deducidas a partir de 10 medidas concordantes
para cada concentracion, asi como su tratamiento estadistico se recogen en la tabla
3.6. La figura 3.2 muestra la recta de calibrado de la p,p’-diclorobenzofenona, asi

como la ecuacion de la recta.




Tabla 3.6: Calibracién para p,p’-diclorobenzofenona

Concentracién Area Medis Desviacién esténdar
(pglml) n=10 +g
0,03 308495 40075
0,3 1037584 29805
1 2992683 33398
1,5 3792771 51165

y = 2E+08x + 315598
R2 =0,988

Fig 3.2: Curva de calibrado para p,p’-diclorobenzofenona
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3.5.4.3 Reproducibilidad del método cromatogrdfico

A partir de las soluciones patron en hexano de los pesticidas organoclorados
se prepararon disoluciones de cada uno de ellos en concentraciones conocidas. Se
inyectd 1 i de cada una de ellas en el cromatografo de gases y se comprobo la
reproducibilidad del método estudiando los cromatogramas obtenidos a partir de diez
ensayos concordantes. Los valores medios, asi como el tratamiento estadistico

correspondiente para cada uno de los pesticidas, se recoge en las tablas 3.7 a 3.9.

Tabla 3.7

Producto Desviacion estandar
0

Lindano 0,009
Aldrin 0,009
Dieldrin 0,002
Endrin 0,008
Mirex 0,003
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Tabla 3.6: Calibracion para p,p’-diclorobenzofenona

Concentracién Area Media Desviacién estdndar
QE!Iml) =10 g

0,03 308495 40075
0,3 1037584 29805
1 2992683 33398
1,5 3792771 51165

y = 2E+08x + 315508
R =088

Fig 3.2: Curva de calibrado para p,p'-diclorobenzofemna
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3.5.4.3 Reproducibilidad del método cromatogrdfico

A partir Je las soluciones patron en hexano de los pesticidas organoclorados
se prepararon disoluciones de cada uno de ellos en concentraciones conocidas. Se
inyectd 1 pl de cada una de ellas en el cromatdgrafo de gases y se comprobé la
reproducibilidad del método estudiando los cromatogramas obtenidos a partir de diez
ensayos concordantes. Los valores medios, asi como el tratamiento estadistico
correspondiente para cada uno de los pesticidas, se recoge en las tablas 3.7 4 3.9.

Tabla 3.7

Producto AJA, Desviacién estindar
n=10 +c

Lindano 0,282 0,009
Aldrin 0,246 0,009
Dieldrin 0,172 0,002
Endrin 0,101 0,008
Mirex 0,120 0,003
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Tabla 3.8

Producte Desviacion estdndar
+0

p,p -DDE 0,006

0,p-DDD 0,003

o,p’-DDT 0,012

p,p-DDT 0,009

Metoxicloro 0,008

Tabla 3.9

Producto AJA, Desviacién estindar
n=10 0
Endosulfin- éter 0,498 0,018
Endosulfan-lactona 0,634 0,024
Endosulfan- diol 0,304 0,017
Endosulfan I 0,255 0,004
Endosulfén I 0,081 0,006
Endosulfan- sulfato 0,220 0,012
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3.5.4.4 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Con objeto de fijar una base para obtener uniformidad en la adquisicion y
evaluacion de datos analiticos en la determinacion de contaminantes medio
ambientales Mac Dougall y cols. (1980) propusieron dar respuesta a dos conceptos
analiticos diferenciados, denominados limite de deteccion y limite de cuantificacion.

El limite de deteccion se define como un mimero expresado en unidades de
concentracion (o cantidad) que describe el més bajo nivel de concentracién (o
cantidad) de un elemento que se puede determinar analiticamente (Long y
Wineffordner, 1983). Para la determinacion de dicho limite deben realizarse de modo
general medidas en blanco con objeto de definir las diferencias estadisticas pertinentes
en estas condiciones, la media del valor de Ia respuesta del blanco, Xg, se puede
calcular de acuerdo con la expresion:

g
J=1

Ny

Siendo ny el nimero de medidas en blanco.

Desviacion estandar expresada como:

I (Xy-Xa)
(ng-1)

Un valor n, de igual a 20 se considera segiin los autores citados y la [IUPAC como
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adecuados para validar la desviacion estandar.
Finalmente, para definir el limite de deteccion en concentraciones
cualesquiera(C, ), la [UPAC ha considerado que:

X, =Xy + Koy

Si se hace K=3, el nivel de confianza definido estadisticamente es del orden
del 99,86%. Este valor (K=3) ha sido, por ello utilizado para el cilculo de los limites
de deteccion en nuestro trabajo.

Por otra parte, el limite de cuantificacion debe establecerse segun un criterio
estricto que nos lleva a situar la region de cuantificacion claramente por encima del
limite de deteccion. De acuerdo con su definicién, el limite de cuantificacion esta

localizado por encima de la media del blanco de acuerdo con la expresion:

St-Sb2Kq.o0

relacion en la que Sb es la sefial de la medida en blanco. Como quiera, por iltimo, que
el valor minimo de la constante Kq se recomienda que sea igual a 10, parece claro que
St ( sefial apreciable) sera:

St2(Sb+100)

La tabla 3.10 representa, a este respecto, las regiones de medida analitica

relacionados con 0.
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Tabla 3.10: Regiones de medida analitica
Sefial del analito (Sx)

<3lo analito no detectado
30a 100 region de deteccion

> 100  region de cuantificacion

Pues bien, de acuerdo con los anteriores criterios se han determinado para
cada uno de los pesticidas organoclorados analizados los limites de deteccién y
cuantificacion en las condiciones de trabajo establecidas de acuerde con la realizacion
de 20 medidas concordantes. En la tabla 3.11 y 3.12 se recogen los limites de

deteccion y los limites de cuantificacion, respectivamente de tales productos.
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Tabla 3.11: Limites de deteccion

Producto Concentracién Limite
(nglml)
Lindano 0,5
Aldrin 1,0
Dieldrin 1,0
Endrin 3,0
Mirex 5,0
p,p’-DDE 5,0
o,p’-DDD 5,0
o,p’-DDT 0,5
p.p’-DDT 5,0

Metoxicloro 1,0
Endosulfan-éter 0,1
Endosulfan-lactona 2,0
Endosulfan-diol 0,5 -
Endosulfan I 0,5
Endosulfén I 2,0
Endosulfan-sulfato 0,5
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Tabla 3.12: Limites de cuantificacion

Producto

Concentracién Limite

(ng/l)

Lindano

Aldrin

Dieldrin

Endrin

Mirex

p,p-DDE
o,p-DDD
o,p-DDT
p,p-DDT
Metoxicloro
Endosulfan-éter
Endosulfan-lactona
Endosulfan-diol
Endosulfan I
Endosulfan II
Endosulfan-sulfato

1,0
3,0
5,0

25,0
10,0
10,0

10,0
1,0

10,0
5,0
0,5
5,0
1,0
1,0

5,0
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3.5.4.5 Calculo del factor de respuesta

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas para el analisis de una
mezcla del componente puro (i) y el patron interno (o), para llevar a cabo la
determinacion experimental de ios factores de respuesta se procesan mezclas en las
cuales es bien conocida la concentracion del patron interno (C,) y de la sustancia
problema (C)). Una vez obtenidos los correspondientes cromatogramas, el valor del

factor de respuesta viene dado por la ecuacién:
Ao Ci Ag= drea del patron
Ai Co Ai = firea del producto

Una vez conocido el factor de respuesta para cada producto, su concentracion

en las muestras problema se determina a partir de la siguiente expresion:

Fi Ai Co
Ci=
Ao
Aplicando esta metodologia y siguiendo el calculo matemitico propuesto, se
muestra a continuacién el factor de respuesta estimado para los diferentes pesticidas

organoclorados incluidos en el trabajo.
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3 5.4.5.1 Célculo del factor de respuesta para el lindano

Para realizar el cilculo del factor de respuesta se prepararon cinco
disoluciones de lindano a concentraciones comprendidas entre 0,1 pg/ml y
0,001pg/ml. A un 1 mi de cada disolucion se afiadieron 100 ul de una disolucion 10
pg/ml de p,p-diclorobenzofenona para obtener una concentracion final de1 pg/ml del
patron interno. Se inyecto a continuacién 1 pl de cada disolucion, en cinco ensayos
diferentes, en las condiciones establecidas. Las relaciones de las areas medias
correspondientes junto a la desviacion estandar quedan recogidas en la tabla 3.13.
Con los datos obtenidos en dicha tabla hemos calculado los factores de respuesta
correspondientes en la forma antes indicada.

Las curvas de calibrado obtenidas junto a las ecuaciones de la recta s¢ indican

en las figuras3.3ay3.3b.

Tabla 3.13

C,/C,
0,001
0,005

0,001

0,030
0,050
0,100




y = 17,458 + 0,0191
R@ = 0,966

T T 1

0 0002 0004 0006 0008 001 0012
C1/Co

Fig 3.3a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para lindano para Ai <897.000

y =7,418x + 0,1082
R?=0,9991

0,05 0,1 0,15
Cc1/Co

Fig 3.3b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para lindano para Ai 2897.000

95
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3.5.4.5.2 Célculo del factor de respuesta para el aldrin

Se prepararon siete disoluciones de aldrin a concentraciones comprendidas
entre 0,2 pg/ml y 0,001 pg/ml. A cada disolucién se le aiiadieron 100 ul de
disolucion 10 pg/ml del patrén interno. Las relaciones de las dreas medias de cinco

cromatogramas concordantes permitieron obtener los valores de la tabla 3.14.

Tabiz 3.14

C/C,
6,001
0,003

0,005

0,010
0,050
0,100
0,200

Las curvas de calibrado obtenidas junto a la ecuaciones de las rectas se indican
en las figuras 3.4ay 3.4 b.
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y =2,7953x +0,0171
R2=0,9978

0,002 0,004 0,006
C1/C0

Fig 3.4a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para aldrin para Ai <106.000

09 -
08 - o
0.7 1 -~

06 -

93 3,0546x + 0,2034
y=3, +0,

0.4 - Re = 0,9862

0,3 -

0.2 1
0,1 1
0

0 ° 005

Fig 3.4b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para aldrin para Ai >106.000
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3.5.4.5.3 Célculo del factor de respuesta para el dieldrin

Se prepararon disoluciones de dieldrin en las siguientes concentraciones: 0,1
pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,03 ug/ml, 0,01 pg/mi, 0,005 pg/ml y 0,001 pg/ml. Una vez
afiadido el patron intetno se inyectaron en el cromatografo de gases. Los resultados
obtenidos de cinco medidas concordantes quedan reflejados en la tabla 3.15 y en las
figuras 3.5 ay 3.5 b, respectivamente.

Tabla 3.15

C/C,
0,001
0,005

0,010
0,030
0,050

0,100
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y = 14,685x +0,0162
R2=09224

0,01
C1/CO

Fig 3.5a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para dieldrin Ai <710.000

119
0.8
08 1
0.4 -
02 -

0 , ;
000 005 010 015
C1/C0o

Fig 3.5b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para dieldrin para Ai >710.000
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3.5.4.5.4 Cilculo del factor de respuesta para el endrin

Se inyectaron en el cromatografo de gases cinco disoluciones de endrin a
concentraciones comprendidas entre 0,3 pug/ml y 0,003 pg/ml, a las que se le habia
afiadido p,p -diclorobenzofenona a la concentracion de 1 pg/mi

Los valores de la tabla 3.16 se han obtenido a partir de las dreas medias de

cinco cromatogramas concordantes y con los valores recogidos en la misma hemos

construido la curva de calibrado para el endrin que se presenta en la figura 3.6.

Tabla 3.16

C/C,
0,003
0,025

0,100
0,209
0,300
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y =3,6581x + 0,017
R =0,9901

T

02 03 04

Fig 3.6: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para endrin
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3.5.4.5.5 Calculo del factor de respuesta para el mirex

A partir de la disolucion madre de mirex se prepararon cuatro disoluciones de
mirex en concentraciones comprendidas entre 0,5 pug/mly 0,01 pg/ml y se afiadieron
a continuacion 100 pl de una disolucion de concentracién lug/ml de p,p’-
diclorobenzofenona.

La tabla 3.17 ha sido construida con los valores de las relaciones de las areas

medias de cinco cromatogramas concordantes, a partir de las cuales se ha construido

la curva de calibrado y calculado la ecuacion de lz recta para el mirex en la forma

expresada en la figura 3.7.

Tabla 3.17

C,/C,
0,01
0,10

0,30
0,50




y =2,2608x + 0,1000
R2=0,9013

Fig 3.7: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para mirex
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3.5.4.5.6 Calculo del factor de respuesta para el p,p-DDE

Partiendo de una disolucion de p,p-DDE de 1 pg/ml se prepararon

disoluciones a concentraciones comprendidas entre 0,2 ug/ml y 0,01 ug/ml. El patrén

interno se afiadié a la misma concentracion que en los casos anteriores.

Las areas merlias de cinco cromatogramas correspondientes a cada concentra-
cion han servido para construir la tabla 3.18 y a, partir de ella, la curva de calibrado

para el p,p’-DDE que se presenta en la figura 3.8.

Tabla 3.18

C,/C,

G

0,01
0,02
0,05
0,12
0,20

t‘h ] I';‘x ']

£,0810
0,1399
0,3317
0,7488
1,1255

0,00662
0,0U76
0,04340
0,07840
0,01975




y =55511x +0,0413
R =0,9962

T T T 1

005 01 015 02 025
C1/CO

Fig 3.8: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para p,p'-DDE
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3.5.4.5.7 Calculo del factor de respuesta para ¢l o,p-DDD

Se inyectaron en el cromatografo de gases cinco disoluciones de o,p’-DDD
a las concentraciones comprendidas entre 0,5 pug/ml y 0,005 ug/ml, previa la adicion
de 100 pi de una disolucion de p,p’-diclorobenzofenona de 1 pg/mi.

Los valores de la tabla 3.19 se han obtenido con las areas medias de cinco

cromatogramas concordantes. La curva de calibrado para el o,p’- DDD se ofrece en

la figura 3.9.

Tabla 3.19

C,/C,
0,005
0,010
0,050
0,100
0,250
0,500




y =0,9838x +0,0203
R =0,9983

Fig 3.9: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para o,p’-DDD
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3.5.4.5.8 Calculo del factor de respuesta para el o,p’- DDT

Se prepararon disoluciones de o,p’- DDT con concentraciones comprendicas
entre 0,2 pg/ml y 0,001 pg/ml, aftadiendose a cada una de ellas 100 pl de una
disolucién del patron intemo. En las condiciones de trabajo antes definidas, se inyectd
1 pl de las disoluciones citadas. Con los valores de las areas medias de cinco

cromatogramas concordantes hemos construido la tabla 3.20. Las curvas de calibrado

para el 0,p’- DDT se representan en las figuras 3.10ay3.10b.

Tabla 3.20

C/C,
0,001
0,005

0,010
0,050
0,100
0,200
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y = 12,478x +0,0274
Re = 0,9862

0,005 0,01 0,015
C1/C0

Fig 3.10a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para 0,p"-DDT
para Ai <730.000

y =2,15x +0,0035
Re=0,0875

0,1 0,15 0,2
C1/C0

Fig 3.10b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para o,p’-DDT
para Ai >730.000
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3.5.4.5.9 Célculo del factor de respuesta para el p,p’-DDT

Se prepararon cuatro disoluciones del producto en concentraciones

comprendidas entre 0,1 pg/mly 0,01 ug/ml y, al igual que en los casos anteriores, se

afiadieron 100 pl de disolucion 1ug/mi de p,p’-diclorobenzofenona.

La tabla 3.21 presenta las relaciones de las reas medias de cinco
cromatogramas concordantes, a partir de las cuales se ha obtenido la curva de

calibrado del producto (figura 3.11.).

Tabla 3.21

C/C,
0,01
0,02

0,05
0,10
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y =7,1539x - 0,0138
R =0,9988

Fig 3.11: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para p,p"-DDT
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3.5.4.5.10 Calculo del factor de respuesta para el metoxicloro

Para realizar el clculo del factor de respuesta de este compuesto se
prepararon cinco disoluciones de metoxicloro a concentraciones comprendidas entre
0,01 pg/mly 0,001 ug/ml. A 1 ml de cada disolucion se afiadié 100 pl de una disolu-
cion 10 pg/ml de p,p -diclorobenzofenona para obtener una concentracion final de 1
ug/ml del patron interno, inyectandose a continuacion 1 pl de cada disolucién en
cinco ensayos diferentes en las condiciones establecidas. Las relaciones de las areas
medias correspundientes se presentan en lz tabla 3.22. Con los datos obtenidos en
dicha tabla hemos calculado el factor de respuesta correspondiente, en la forma ya
indicada.

La curva de calibrado obtenida junto a la ecuacion de la recta se indica en

la figura 3.12.

Tabla 3.22

c,/C,
0,001
0,005

0,010




0,005 0,01
C1/Co

Fig 3.12: Curva de calibrado y ecuacién de la recta del metoxicloro
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3.5.4.5.11 Calculo del factor de respuesta para el endosulfin-ster

Se inyectaron en el cromatégrafo de gases disoluciones comprendidas
entre 0,02g/ml y 0,0001 pg/ml y a cada disolucion se le afiadic el patron interno en
la misma concentracion que en los casos anteriores, Los valores de la tabla 3.23 se
obtuvieron con las dreas medias de cinco cromatogramas concordantes. Con dichos

valores se construyeron las curvas de calibrado qQue se representan en las figuras 3.13
ay3.13b.

Tabla 3.23

C/C,
0,0001
0,0005
0,001
0,005
0,010
0,020
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0,9 -
0.8 1
0,7 1
06 -

05 -
y =27,17x +0,1972
R2=0,9923

T I Al

0005 001 0015 002 0025
C1/CO

Fig 3.13a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para
endosuifan-éter para Ai <869.000

—

0,0005 0,001 0,0015
C1/Co |

Fig3.13b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para
endosulfin-éter para Ai >869.000
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3.5.4.5.12 Célculo del factor de respuesta para el endosultin-lactona

A partir de !a disolucion madre de endosulfin-lactona se prepararon
disoluciones de endosulfin-lactona en concentraciones comprendidas entre 0,02
pg/ml y 0,005 pg/ml y a 1 ml de cada disolucion se aiiadio el patron interno en la
misma concentracion que en los casos anteriores. La relaciones de las dreas medias
de cinco cromatogramas concordantes se exponen en la tabla 3.24, con cuyos valores

se construyo la curva de calibrado que se representa en la fig 3.14.

Tabis 3.24

C/C,
0,005
0,010
0,020




T 1 Ll 1 1

0005 001 0015 002 0025
C1/C0

Fig 3.14: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para endosulfin-lactona
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3.5.4.5.13 Célculo del factor de respuesta para el endosulfin-diol

Se prepararon cuatro disoluciones del producto en concentraciones
comprendidas entre 0,02 ug/ml y 0,001 pug/ml y una vez aiiadido a las mismas el
patron interno se inyectaron 1 pl de cada disolucion en cinco ensayos distintos, en las

condiciones ya conocidas.

La tabla 3.25 se construyo con los valores de las dreas medias de cinco

cromatogramas concordantes.Con dichos valores se construy6 la curva de calibrado

que se representa en le figura 3.15.

Tablia 3.25

C/C,
0,001

0,005
0,010
0,020




0,015

Fig 3.15: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para endosulfin-diol
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3.5.4.5.14 Calculo del factor de respuesta para el endosulfén I

Se prepararon disoluciones del producto en concentraciones comprendidas

entre 0,15 pg/ml y 0,0005 pg/ml a las que se le aftadieron 100 pl de disolucion
1ug/ml de p,p -diclorobenzofenona.

La tabla 3.26 se ha construido con los valores de las areas medias de cinco
cromatogramas concordantes. Las curvas de calibrado que se representan en la
figuras 3.16a y 3.16b derivan de los datos de dicha tabla.

Tabia 3.26

C/C,
0,0005
0,0010

0,0050
0,0100
0,0500
0,1000
0,1500
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0,002 0,004 0006 0008 0,01
C1/Co

Fig 3.16a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para
endosulfan I para Ai <954.000

Fig 3.16b: Curve de calibrado y ecuacion de la recta para
endosulfén I para Ai 2954.000
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3.5.4.5.15 Célculo del factor de respuesta para el endosulfan II

Se prepararon disoluciones de endosulfén I en concentraciones comprendidas
entre 0,2 pg/ml y 0,002 pug/ml y se inyecto 1 p! de cada disolucién previa la adicion

del patron interno en la concentracién descrita anteriormente. Las relaciones de las

areas medias de cinco cromatogramas concordantes se recogen en la tabla 3.27, a
partir de la cual se ha construido las curvas de calibrado que se representan en las
figuras 3.17ay 3.17b.

Tabla 3.27

C,/C, AJA, t0
0,002 0,01360 0,0005
0,01 0,08102 0,00663
0,02 0,13993 0,00769
0,05 0,33177 0,04340
0,12 0,74882 0,07840
0,20 1,12555 0,01975
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0,16 -
0,14 4

y =0,1419x - 0,0004
R =0,9894

0,02 -
0 - . i - ; .
0 0005 001 0015 002 0025

C1/Co

Fig 3.17a: Curva de calibrado y ecuacion de la recta
para endosu!fan II para Ai <500.000

y =55511x +0,0413
R =0,9562

T T

005 01 015 02 025
C1/C0

Fig 3.17b: Curva de calibrado y ecuacion de la recta
para endosulfan IT para Ai >500.000
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3.5.4.5.16 Calculo del factor de respuesta para el endosulfan-sulfato

Se prepararon disoluciones de endosulfin-sulfato con concentraciones
comprendidas entre 0,02 pg/ml y 0,005 pg/ml, afiadiéndose a cada disolucion 100 pl
de una disolucion del patrén interno y en las condiciones de trabajo ya establecidas,

se inyecto 1 pl de las disoluciones citadas.
La tabla 3.28 se ha construido con los valores de las dreas medias de cinco

cromatogramas concordantes. La curva de calibrado que se representa en la figura
3.18 deriva de los valores de dicha tabla.

Tabla 3.28

C/C,
0,005
0,010

0,020
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04 -
0,35 -
0,3 -

0,25 -
y = 14,078x +0,0737

0,2 - 2 =0,9977

0,15 -

0,1
0,05 -
0.

0 0,006 0,01 0015 002 0,025
C1/Co

Fig 3.18: Curva de calibrado y ecuacion de la recta para endosulfan- sulfato
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3.5.4.6 Ecuaciones de las rectas

Las ecuaciones de las rectas obtenidas para cada producto, asi como el
coeficiente de correlacion respectivo, deducido a partir de la relacion cociente de

dreas por cociente de concentraciones se recogen en la tablas 3.29 a 3.31.

Tabla 3.29

- Producto Ecuaciondelarecta(y=2,x+a,) R

Lindano A <897.000 y=24,11x+0,003 1

A > 897.000 y=7,418x+0,108 0,999

A < 106000 y=2795x+0,017

A > 106.000 y=3,054x+0,203

A <710.000 y=14,68x+0,016

A> 710000 y=4735x+0,098

y=3,658 x+0,017

y=2,206 x + 0,100
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Tabla 3.30

Producto

Eceacién delarecta(y=a,x+2a,)

p.p-DDE

y=5,551 x +0,0413

o,p’-DDD

y=0,083 x + 0,0203

ng'- DDT

A < 730.000 y=12,47 x + 0,027

A 2 730.000 y=2,150 x + 0,093

p.p’- DDT

y=17,153 x - 0,0138

Metozxicloro

y= 6,869 x + 0,0244

Tabla 3.31

Producte

Ecuacién delarecta(y=3s,x+4a,)

Endo-éter

A < 869.000 y=220,1 x - 0,007

A > 869.000 y=27,17 x+0,197

Endo-lactona

y =35,43 x + 0,240

Endo-diol

y = 27,08 x+ 0,034

Endo I

A < 954.000 y = 20,50 x + 0,050

A > 954.000 y=2,493 x + 0,220

A <500.000 y=0,141 x - 0,0004

A 2 500.000 y = 5,550 x + 0,041

Endo-suifato

y = 14,07 x +0,073
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3.5.4.7 Comprobacion de la exactitud de la técnica cromatogrdfica

La exactitud del método ha sido evaluada aplicando el calculo estadistico a
los datos experimentales obtenidos a partir de diez determinaciones de una solucion
patrén de cada unc de los productos objeto de estudio, utilizando las concentraciones
de valor intermedio incluidas ¢n las rectas de calibrado.

La concentracion estimada para los distintos productos se ha calculado a
partir del rea del pico observada en cada caso, la del patron interno y el factor de
respuesta de cada uno de ellos.

Otros factores representativos de la precision del método son:

Desviacion estindar: (0) = (¥ (x; - x)*/ n-1)#

o
Error estandar: (E.E. 60,)=
n'fa

Oy . t

Error relativo (%). ER=
X

g

Coeficiente de Variacion (C.V.): C.V.=

X
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Estas medidas de dispersion dan idea de la distribucion de los datos del analisis. Para

un intervalo de confianza del 95%, el verdadero valor medic con un 95% de

probabilidad, se encuentra entre los limites:

Xxxo, .t

Las tablas 3.32 a 3.34 detallan la comprobacion de la técnica analitica propuesta para
cada uno de los productos objeto de estudio.
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Tabia 3.32

Lindano

Endrin

Mirex

Concentracién real

(ng/ml)

Factor de respuesta medio
(FRm)

Conceniracién media

encontrada (ug/ml)

Recuperacibn (%)
Desviacion esténdar (0)

Coeficiente de variacién
(C.V.%)

Error estdndar (E.E.)
Error relativo (E.R.)

0,0300

0,0404

0,0290

99,900

0,0250

0,2443

0,0248

99,162

0,0020

8,2700

0,0006

0,500

0,2936

0,4890

97.716
0,0550
11,2747

0,0174
6,9881
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Tabla 3.33

p-p-DDE

o,p’-DDD

o,p -DDT

p.p-DDT

Metoxicloro

Concentracion real

(ng/ml)

Factor de respuesta medio

(FRm)

Concentrsciéon media

encontrada (ug/ml)

Recuperacion (%)
Desviaciéon estindar (0)
Coeficiente de variacién
(C.V.%)
Error esténdar (E.E.)
Error relative (E.R.)

0,1200

0,1509

0,1130

94,1806
0,0118
10,4750

0,0037
6,4924

0,1000

0,8777

0,1059

105,9787

0,0035

3,3605

0,0011
2,0828

0,0100

0,0611

0,0095

95,0273

0,0005

58533

0,0001
3.6279

0,0200

0,1638

0,0195

97,7264

0,0027

14,2357

0,0008
8,8233

0,0050

0,07509

0,00485

97,0000

0,0004

8,3333

0,0001
51118




Endo-lactona Endo-diol

Endo-suifato

Concentracién real

(ug/ml)

Factor de respuesta
medio (FRm)
Concentracién media

encontrada (pg/ml)

Recuperacién (%) 96,7784
Desviacion esténdar(0) 2,155e-5
Coeficiente de variacién N.Nn.nq
(C.V.%)

Error estédndar (E.E.) 6,817e-6
Eiror reiative (E.R.) 1,3807

0,0100

0,0156

0,0096

96,775

0,0003

4,0147

0,0001
2,4883

0,0050

0,0290

0,0049

99,904

0,0008

16,6290

0,0002
10,306

0,0100

0,0453

0,0100

100,03

0,0005
5,6060
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3.6 METODOLOGIA BIOLOGICA

3.6.1 Mantenimiento de los cultivos celulares

Las celulas MCF7 y MVLN se cultivaron en monocapa en cajas T-25 y T-75
de poliestireno especialmente tratado, utilizando medios MEM o DME suplementado
con 10% de suero bovino fetal (FBS). Para la regulacion del pH del medio se
utilizaron como tampon CO,HNa y HEPES a concentraciones finales de 4,2 ul y 20
mM, respectivamente.

Ucasionalmente, con objeto de prevenir y evitar el crecimiento bacteriano, tan
solo de forma ocasional, se procedié a la adicion al medio de cultivo de penicilina,
estreptomicina y gentamicina.

Las soluciones de nueva preparacion se resterilizaron mediante su paso a
través de unidades de filtracion con filtros de 0,22 pm de tamafio de poro.

3.6.2 Preparacién del suero libre de estrégenos
Con objeto de realizar cultivos celulares en medio libre de estrogenos, ademas

de medio DME libre de rojo fenol (DME-RF), se utilizo suero humano desprovisto

de estrogenos (CDHuS) una vez tratado éste con carbon dextrano. El método

utilizado se puede resumir en los siguientes pasos:

1. Preparacion de una disolucion de carbon activo 5% en agua estéril. Agitacion.
2. Centrifugacion a 500 rpm durante 5 min.

3. Aspiracion del sobrenadante y repeticion del proceso de lavado por triplicado.
4. Adicion de dextrano T-70, 0,5%, al precipitado de carbon.
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5. Resuspension de la mezcla de carbon y dextrano. Agitacion.

6. Centrifugacion durante 10 min. a 2.500 rpm.

7. Adicién del suero al precipitado resultante, tras aspiracion del sobrenadante.
Agitacion.

8. Colocacién en bafio 2 37° C con agitacion continua durante 1 hora.

9. Centrifugacion a 2.500 rpm durante 10 min.

10. Filtracion del sobrenadante con filtros de esterilizacién de 0,22 um de
diametro.

11. Almacenamiento del suero libre de estrogenos endogenos a -20°C hasta su

uso.

3.6.3 Técnicas de mantenimiento

=1 subcultivo cehilar se llevé a cabo cuando el tapiz celular estuvo proximo a la
confluencia. Para ello se procedit al despegue de fas céluias del soporte de adherencia
y a su tratamiento con una solucion de Tripsina 0,05% y EDTA 0,025%. Una alicuota
de la suspension celular resultante se paso a una nueva caja de cultivo con medio
fresco convenientemente preparado. El control del estado del cultivo celular se realizd
mediante analisis periodico utilizando un microscopio 6ptico invertido con contraste

de fases.

3.6.4 Evaiuacién del nimero de células: Método de la suiforrodaminz B
(SRB)

Hemos empleado para ello la metodologia descrita por Skehan (Skehan y cols.,
1990), ligeramente modificada (Villalobos y cols., 1995); que se resume a

continuacion:
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1. El tapiz celular se trata con acido tricloroacético al 10%, frio, y se incuba
durante 30 minutos a 4°C grados, lavandose a continuacién con agua destilada y
dejando secar las cajas.

3. Las células asi fijadas se tifien, durante 15 minutos, con sulforrodamina-B
(SRB) al 0,4% en #cido acético al 1%.

4. Se lava posteriormente el tapiz con acido acético al 1% y se dejan secar las
placas de nuevo.

5. El colorante fijado sobre las células se solubiliza con una solucion 10 mM Tris
base (pH 10,5) con agitacion suave.

6. Alicuotas de 100 pl se transfieren a placas de 96 pocillos y se leen en un
colorimetro Titertek multiscan a 492 nm.

La tabla 3.35 muestra los valores del ensayo de Sulforrodamina-B para una
densidad optica de 492 nmy la figura 3.19 muestra la curva de calibrado para dicho
test.

Tabia 3.35: Ensayo de Sulforrodamina-B (492 nm)

(= S

N? céiuvlas MCF7

{x11¥) L DO
12,0 " 0,06820,002
25,0 0,074+0,001
50,0 0,104+0,002
75,0 0,163+0,009
100,0 0,199+0,007
150,0 0,252+0,023

200,0 0,309+0,016

300,0 0,413+0,021

400,0 0,501+0,032
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& an
2 02-

01 -

0

0 100000 200000 300000 400000 500000
Numero de células

Fig 3.19: Curva de calibrado de la Sulforrodamina-B.

3.6.5 Test E-SCREEN

Una vez realizada su estandarizacion en nuestro laboratorio (Villalobos y cols.,
1995) hemos utilizado el test E-SCREEN para determinar la actividad estrogénica de
los productos puros y las muestras analizadas en este trabajo. Los pasos seguidos en
la realizacion del test fueron los siguientes:

1. Se sembraron, aproximadamente 10.000 células, en placas de 24 pocillos, el
medio de cultivo DME+10%FBS.

2. Transcurridas 24-48 horas de la siembra, una vez que las células se adhirieron
al soporte plastico, el medio se reemplaz6 por DME(-RF) suplementado con 10%
de CDHuS.
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3. Se afladieron, a continuacion, al medio de cultivo, en las diluciones indicadas

en cada caso, estradiol-173 o los productos 0 muestras a ensayar para conocer su

actividad estrogénica.

4. Pasadas 144 horas de subcultivo, previa la aspiracion de los medios de cultivo,
se fijaron las células para su contaje posterior meiante la técnica de la sulforrodamina-
B antes descrita.

3.6.5.1 Estimacion de la eficacia y potencia proliferativa

Una vez realizado el ensayo E-SCREEN, se procedio a establecer la tasa maxima
de proliferacién celular inducida por cada compuesto para, posteriormente, calcular
la eficacia proliferativa relativa (EPR) y la potencia proliferativa relativa (PPR).

* Eficacia proliferativa relativa (EPR)

La EPR se calculd dividiendo la tasa maxima de proliferacion celular obtenida
para cada compuesto por la tasa méaxima de proliferacion celular obtenida para el
estradiol-178, (situada en 6,09+0,55 sobre el control), restando previamente tanto al
numerador como al denominador de esta fraccion una unidad, valor que representa
la proliferacion registrada en el grupo control. El valor resultante se expreso en tanto
por ciento, asignando para ellos el 100% para el estradiol-178.

* Potencia proliferativa relativa (PPR)

La PPR se defini6 en forma de cociente entre las concentraciones de maximo
efecto proliferativo del estradiol-178 y del productb ensayado. El valor resultanie se
expresa en tanto por ciento, asignando para ello el valor 100% al estradiol-178.
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3.6.6 Test MYLN

Con objeto de utilizar un modelo rapido y facil de caracterizacion de nuevas
moléculas estrogénicas o antiestrogénicas, Demirpence y cols. (1993) desarrcliaron
un modelo celular en el cua! la accion estrogénica puede ser detectada tras la
activacion de genes que dan una sefial suceptible de ser medida por bioluminiscencia.
El método estd basado en células MCF-7 transfectadas establemente (MVLN) conun
gen reporter que permite la expresion de la enzima luciferasa bajo estimulacion

estrogénica. Basicamente el protocolo de trabajo realizado fue el siguiente:

1. Se cultivaron las células MVLN en placas petri de 25 mm de diametro en
medio DME + 25% CDHuS.
2. Pasadas 96-120 horas de la siembra, una vez que las células se adhirieron

adherido al soporte plastico, se les afadié etanol (control), estradiol-17 B (107'° M),

el antiestrogeno RU 58 668 (10’M) y los compuestos a ensayar disueltos en etanol
en las diluciones indicadas en cada caso (Rango: 10°*M-10"M).

3. Transcurridas 24 horas, se retir6 el medio y se lavaron las cajas con PBS

4. Se desarroll6 a continuacion la metodologia descrita en el Kit comercial
Luciferasa Assay System de Promega, procediendo a la lisis de las células y posterius
medida de la actividad luciferasa correspondiente en el luminémetro.

6. La cuantificacién de las proteinas totales se realizo en 5 ul del homogenizado
celular de acuerdo con las instrucciones del Kit Coomassie.

7. Los valores experimentales se expresaron como unidades de luminiscencia
arbitrarias por mg de proteina (RLU/mg).
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3.6.7 Cuantificacién de pS2

La proteina pS2 es secretada por las céluias MCF-7 por lo que es posible

proceder a su cuantificacion en el medio de cultivo. Para ello, en los experimentos

realizados para determinar la capacidad proliferativa de estradiol-17 B y otros
compuestos estrogénicos hemos desarrollado el siguiente protocolo experimental:

1. Una vez finalizados los pasos 1-4 del ensayo E-SCREEN se recoge el medio
extracelular tras 144 horas de subcultivo.

2. Tras centrifugacién (2.500 rpm/10 minutos) para eliminar las células
despegadas y el detrito celuiar, se almacenan alicuotas de los medios obtenidos a -
80°C hasta su procesamiento.

3. Se contintia entonces con la metodologia descrita en el kit comercial ELSA-
pS2 (Cis International, Francia) para la cuantificacion de pS2, una vez efectuadas las

diluciones indicadas en cada caso.
3.6.8 Medida de ARNm de pS2: “Northern Biot™

La medida del ARNm de pS2 se realizo mediante la técnica de “Northern Blot”.

De forma resumida la metodologia seguida fue la siguiente:

1. Se sembraron las céiulas MCF-7 en placas petri de 25 mm de diametro en el
medio de cultivo MEM+25%CDHuS.

2. Pasadas 48-Ti horas de la siembra, se les afiadio estradiol-17 B, o los
compuestos a ensayar para determinar su actividad estrogénica disueltos en etanol,
en las diluciones aconsejadas en cada caso. A las placas utilizadas como control no

se les afladié ninglin producto.
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3. 24 horas después se procedio a la aspiracion del medic de cultivo y a la

extraccion del ARN total afiadiendo 700 ul de Trizol®. Las céiulas se homogeniza-
ron pipeteando repetidamente.

4. Se realiz6 luego una purificacion del ARN mediante la adicién de 100 pl de
cloroformo, mezclando suavemente y centrifugando después a 2.500 rpm durante 10
minutos.

5. Separada ia fase acuosa (superior), se afiadieron 500 ml de isopropanol y la
mezcla resultante se dejé estar 12-16 horas a la temperatura de -20°C, con el fin de
precipitar el ARN.

6. Para obtener el precipitado de ARN se centrifugé a 2.500 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente.

7. Una vez decantado el sobrenadante, el precipitado se resuspendi6 en 300 pl de
una solucién de agua libre de RNAsas, Tris buffer 10mM, y cloruro sddico 0,5 M.

8. E! ARN se sometio a una segunda purificacién con 300 pul de cloroformo,
centrifugando la muestra a 2.500 rpm durante 5 minutos.

9. Recogida la capa acuosa adicionaron 540 ! de etanol y la mezcla se dejo estar
12-16 horas a -20°C.

10. Ei precipitado se disolvié en 100 ul de agua libre de ARNasas y de la solucion
resultante se tomaron 5 ul para determinar mediante espectrofotometria (DO a 260
nm) la concentracion de ARN.

11. En los pocillos de un gel de agarosa al 1%, con formaldehido afiadido, se
cargaron 10 ug del ARN para electroforesis utilizando MOPS 10X como tampon.

12. El gel se traté posteriormente con SSC 10X y el ARN se transfirio por
capilaridad a filtros de nylon (Hybond N) en SSC 10X durante toda la noche.

13. Para fijar el icido nucleico a la membrana se expuso ésta durante 2 minutos
a una fuente de luz ultravioleta.
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14. Posteriormente para bloquear los centros de unién inespecifica se realizo,
durante 2 horas a 42°C la prehibridacién del contenido de la membrana con una
disolucién de ADN de esperma de salmon.

15. Los éacidos nucleicos transferidos a filtros de nylon se hibridaron en

condiciones de alta astringencia con sondas especificas marcadas por el método de
“random primnig”, utilizando el Random Primed DNA Labeling Kit ® (Boehringer
Mannheim). Como sondas de ADNc se han utilizado las siguientes : a) ADN¢ de
ARNm correspondiente a la proteina pS2, b) ADNc de ARNr coirespondiente al
ribosoma 28s. Esta Gltima sonda se utilizé para normalizar los blots.

16. Para eliminar la sonda unida de forma inespecifica, los filtros se sometieron
a dos lavados, el primero con una solucién de SDS al 0,1% y SSC 2X, durante 5

minutos, y el segundo con una solucién de SDS al 0,1 % y SSC 1X durante 5 minutos
a 60°C, ambos lavados en agitacion.

17. Los filtros se secaron a temperatura ambiente y se expusieron a peliculas de
autorradiografia BIOMAX MS (Kodak) a - 80°C, utilizando pantallas amplificadoras
de Dupont.

18. La cuantificacion de los geles autorradiografiados se realizé, finalmente,

mediante densitometria.
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3.7 EXTRACCION DE XENOESTROGENOS EN MUESTRAS DE
TEJIDO ADIPOSO '

De los distintos procedimientos no destructivos de purificacion, el mas
utilizado habitualmente se basa en la separacion por cromatografia de adsorcion en
columna, utilizando distintos adsorbentes (alimina, carbon activado, silica gel,
sephadex, etc., 0 mezcla de ellos) y eluyentes como éter de petrdleo, etilico, hexano

y otros). Esta metodologia permite eliminar practicamente la totalidad de las

sustancias interferentes, las cuales quedan retenidas en el adsorbente, debido & la
diferencia de polaridad existentes entre ellas, los residuos de pesticidas y el disolvente

de elucion empleado.

Exiraccion

Para la extraccion de los xenoestrogenos a partir de las muestras de grasa, se
ha desarrollado una metodologia basada en el método descrito en 1984 por
Okond ahoka y cols., 1984, con ligeras modificaciones que se puede describir en los

siguientes pasos:

1. Se deseca Alumina Merck 90 durante 4 horas a 600°C.

2. Se pesan 2 g de alumina y se ajusta a un grado de hidratacion del 5%.

3. Se rellena una columna de vidrio para cromatografia Pyrex de 6 mm de
diametro intemno con la alumina hidratada al 5%.

4. Se pesan 0,2 g de la muestra de tejido adiposo, mantenida hasta su
procesamiento a -70°C.

5. Dicha alicuota de tejido adiposo se homogeniza en un homogenizador de
piston con 2 mi de hexano.
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6. Se vierte el extracto orgénico sobre la parte superior de ia columna de
cromatografia de vidrio.

7. Se alladen 20 ml de hexano a través de la columna y el eluido se recoge en
un matraz de fondo redondo de 50 ml.

8. El eluido se concentra en el rotavapor hasta un volumen de 1 ml, cuidando
de no llegar a sequedad.

9. El extracto obtenido se deseca completamente en corriente de nitrogeno.

10. El residuo seco se solubiliza en 500 pul de hexano y se purifica mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) preparativa.

Purificacion

Hemos desarrollado un método de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) preparativa eficaz para la separacion de moléculas organocloradas con
actividad estrogénica de compuestos hidrosolubles tales como las hcrmonas naturales
y aditivos y monomeros de plasticos como los bisfenoles y alquilfenoles, que nos ha
permitido diferenciar la actividad hormonal de cada fraccion independientemente.

Este método presenta ciertas ventajas en relacion con los métodos
convencionales: mayor rapidez, mejor eficacia y precision, capacidad para monitorizar
ias condiciones cromatograficas y la posibilidad de automatizar los analisis, son las
mas importantes. El método puede ser aplicado, igualmente, a una gran variedad de
muestras medioambie:_:tales (Brotons, 1994; Valenzuela, 1995).

Lo esencial del mismo consiste en la inyeccion en el cromatografo liquido de

500 ! del extracto obtenido tras el procesamiento de la muestra, seguida de
purificacion cromatografica con columna de silice en las condiciones descritas
precedentemente. Con ayuda del colector de fracciones, se recoge el eluido separando
tres fracciones de volamenes 11, 2 y 12 ml respectivamente, que corresponden a la
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division del cromatograma en tres secciones. Las fracciones obtenidas se identifican

como:

Fraccion o : Corresponde a los minutos 0 a 11
Fraccion X: Corresponde a los minutos 11 a 13

Fraccion B : Corresponde a los minutos 13 a 25

Cada una de estas fracciones se lleva a sequedad en corriente de nitrogeno
con sumo cuidado para evitar posibles pérdidas y se disuelven de nuevo en 1 ml de
hexano marcado con el patron interno definido para cromatografia de gases, es decir
p,p -diclorobenzofenona, en una concentracion de 1 pg/ml.

Las disoluciones asi preparadas se inyectan en el cromatografo de gases con
el fin de determinar en cual de las tres fracciones han eluido los pesticidas
organoclorados. En todos los anilisis efectuados los pesticidas eluyeron en los 11
primeros minutos. La figura 3.20 describe el perfil cromatografico de la fraccion o,
X y B obtenidas por cromatografia liquida preparativa de una muestra de tejido

adiposo.

Confirmada la presencia de los pesticidas en la fraccion a cromatografica, las
fracciones o correspondientes a las muestras de tejido adiposo analizadas se

redisuelven en 1 ml de hexano y se separan dos alicuotas: 0,9 ml se ensayan en el

ensayo biolégico y 0,1 ml, marcados con el patrén intemo, se analizan por
cromatografia de gases y detector de captura de electrones (CG/DCE) en las
condiciones antes definidas.
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3.7.1 Recuperabilidad del método de extraccién

Con el fin de establecer la efectividad y fiabilidad del método de extraccion
elegido, se estimé conveniente realizar un estudio de su recuperabilidad dentro de los
rangos de concentracion posteriormente utilizados. Para ello, se marcaron muestras
de tejido adiposo de origen animal (0,2 g) con una disolucion patron mezcla de los
pesticidas endosuifin I, p,p’-DDE y p,p’-DDT a la concentraciéon de 0,1 pg/ml.
Posteriormente, se sometieron al proceso de extraccion de acuerdo con el protocolo
estandar y a analisis cromatografico. Paralelamente, se ha realizado un ensayo en
blanco del mismo tejido adiposo de origen animal de acuerdo con la metodologia
anteriormente descrita.

En la tabla 3.36 se precisan los porcentajes de recuperacion obtenidos. T.as
figuras 3.21a y 3.21b muestran los cromatogramas de una muestra de tejido adiposo

marcada con los pesticidas organoclorados y de su respectivo ensayo en blanco.




Fig 3.21 a: Cromatograma de un ensayo en blanco de tejido adiposo

LJ‘AM%J ‘ LML .
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Fig 3.21 b: Cromatograma de una muestra de tejido adiposo marcada con
endosulfin I (1), p,p’-DDE (2) y p,p’-DDT (3).




Grasa 1 Grasa2 Blanco Blanco

Endo I 0,01 0,01
Conc. Aiiadida p,p’-DDE 0,01 0,01

p,p-DDT 0,01 0,01

Endo I 0,09 0,095
Conc.Encontrada p,p’- DDE 0,11

p,p’-DDT 0,096 0,092

Endo I 90% 95%
p,p-DDE 99% 110%

pp-DDT  96% 92%

3.7.3 Reproducibilidad del método cromatogrifico

Con objeto de comprobar la reproducibilidad del método cromatografico se
inyectaron en el cromatografo de gases dos extractos de muestras de tejido adiposo
correspondientes a un caso y a un control analizados siguiendo las condiciones de
trabajo descritas.

Las tablas 3.37 y 3.38 muestran las concentraciones medias de pesticidas

encontradas en las muestras de tejido adiposo correspondientes a un caso y a un
control, en diez medidas consecutivas, junto con otros parametros representativos de
la precision del método cromatografico.
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3.8 EVALUACION DE LA ESTROGENICIDAD DE LAS FRACCIONES
aYp

Las fracciones cromatograficas a y 8 obtenidas por cromatografia liquida
preparativa se ensayaron en ei iest E-SCREEN para determinar la carga hormonal

correspondiente a cada fraccion.

Para ello, los extractos secos se resuspendieron en 5 ml de medio DMEM
suplementado con suero humano tratado con carbén dextrano (CDHuS).

Posteriormente, las fracciones se hicieron pasar por un filiro de 0,22 um y se

diluyeron en medio de cultivo (1:1, 1:5, y 1:10). Las diluciones obtenidas se
sometieron, finalmente, al test E-SCREEN junto a grupos celularc3 no tratados
(control) y grupos celulares expuestos a estradiol-17 10! M.
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3.9 DETERMINACION DE LiPIDOS TOTALES

El calculo de los lipidos totales en la muestra de tejido adiposo se determiné
gravimétricamente, previa extraccion de la citada materia grasa con una solucién de
cloroformo: metanol : acido clorhidrico, evaporacion de los disolventes y posterior
pesada del residuo (Capilla, 1970). Se utilizd para ello la siguiente metodologia:

1. Se seca un matraz de pareédes delgadas y base plana, con capacidad de 125-
250 ml, en estufa, se deja enfiiar hasta temperatura ambiente y se pesa en una balanza
de precision.

2. Se toman 0,1 g de muestra y se transvasa a un homogenizador de piston
procediendo a su homogenizacion utilizando 10 mi de una mezcla extractora cuya
composicion es cloroformo: metanol: dcido clorhidrico en una proporcion 200:100:1.

3. Una vez homogenizada, la muestra se distribuye en tubos de centrifuga que
se enrasan con 5 ml de acido clorhidrico 0,1 molar y se centrifuga a 3000 rpm durante
10 minutos.

4. La capa etérea se transvasa al matraz previamente tarado y a la capa acuosa
se afladen 3 ml de la mezcla extractora y se vuelve a centrifugar en las condiciones
anteriores citadas recogiendo nuevamente la capa etérea.

5. Se elimina el maximo disolvente mediante destilacion, terminando la

desecacion en estufa a 100°C. Posteriormente, se deja enfriar el matraz hasta la

temperatura ambiente y se pesa en una balanza de precision.
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6. El contenido en materia grasa de la muestra viene dado por la siguiente
expresion;
(P, -P,)100/P,
P, = peso en gramos del matraz seco y vacio

P, = peso en gramos del matraz con la materia grasa

P, = peso en gramos de la muestra de tejido adiposo
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IV. RESULTADOS

4 1 DEMOSTRACION DEL EFECTO ESTROGENICO

4.1.1. Test E-SCREEN
La metodologia descrita para el test de estrogenicidad E-SCREEN ha sido
aplicada en este trabajo a un gran nimero de sustancias quimicas y mezclas

biolégicas. Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente forma: 1) ensayo
proliferativo para el estrogeno natural, estradiol-178, 2) resultados para los

organoclorados, 3) resultados para el grupo genérico de los bisfenoles.

4.1.1.1 Efecto del Estradiol-17

Procediendo segin la metodologia descrita, hemos determinado el
crecimiento celular en presenciz. de estradiol-178, estimado con la técnica de la
sulforrodamina-B, frente al creciriiento de grupos celulares no tratados (controles).
Cada ensayo ha quedado estandarizado en torno a un valor de crecimiento 1 para los
controles y sus resultados se han expresado en términos de media, desviacion estandar
y error estandar de la media dei incremento del nimero de células frente al control
(Tabla 4.1).

Utilizando el test estadistico ¢ de Student se han comparado los valores
medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones experimentales. La
significacion estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

Los datos numéricos reunidos en la tabla 4.1 del crecimiento celular relativo
para diferentes concentraciones de estradiol-178, se representan en la figura4.1, en
la que se incluye el crecimiento de los grupos celulares control, que se expresan por
una linea de puntos en tasa de crecimiento uno.
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Tabla 4.1: Estradiol-178

Concentracién (M) 101

107

Media

6,09*

Desv. Esténdar (+o) 0,55

Error Esténdar 0,27

6,53*
0,27

0,13

g
-
N
]
o
L
€
2
E
3
g
Q

Concentracién (M)

Fig 4.1: Crecimiento frente a estradiol-17 B y grupo Control
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4.1.1.2 Pesticidas organoclorados

Estudiada mediante el ensayo E-SCREEN la actividad proliferativa del grupo de

pesticidas organoclorados objeto de analisis en las muestras biolgicas, anteriormente

descritos, las tablas 4.2 a 4.11 muestran los datos de crecimiento celular para los
pesticidas organoclorados lindano, aldrin, dieldrin, endrin, mirex, metoxicloro, DDT
y metabolitos y endosulfan y metabolitos, respectivamente. Con los datos numéricos

presentados en dichas tablas se han construido las graficas de las figuras 4.2 a 4.11.
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Tabla 4.2: Lindano

Concentracién (M) 10°
Media 0,99

Desv. Estindar (+0) 0,14

Error Estdndar 0,07
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Concentracién (M)

Fig 4.2: Curva de proliferacion del lindano
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Tabla 4.2: Aldrin

Concentracién (M)

Media
Desv. Estdadar (+0)

Error Estéindar
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10° 107

Concentracion (M)

Fig 4.3: Curva de proliferacion del aldrin
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Tabla 4.4: Dieldrin

Concentracién (M) 10?
Media 0,89

Desv. Estindar (xo) 0,10

Error Estindar 0,05
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10® 10°®
Concentracién (M)

Fig 4.3: Curva de proliferacion del dieldrin




Tabla 4.4: Endrin

Concentracién (M) 10? 10*

Media 1,05 0,98
Desv. Estindar (+0) 0,04 0,02

Error Estédndar 0,02 0,01

Crecimiento Relativo

10° 10° 107 10® 10°
Concentracién (M)

Fig 4.4: Curva de proliferacion dei endrin
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Tabla 4.5: Mirex

Concentracién (M) 10®
Media 0,97

Desv. Estindar (o) 0,18

Error Estindar 0,09
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Fig 4.5: Curva de proliferacion del mirex
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Tabla 4.6: p,p’-DDE

Concentracién (M)

Media
Desv. Estdndar (o)

Error Estindar

Crecimiento Relativo

10°
Concentracion (M)

Fig 4.6: Curva de proliferacion del p,p’-DDE
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Tabla 4.7: o,p"-DDD

Concentrzciéon (M)

10 10”

Media
Desv. Estindar (o)

Error Estindar

3,08+ 2,43+
1,34 1,00

0,67 0,5
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Fig 4.7: Curva de proliferacion del o,p’-DDD
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Tabia 4.8: 0,p’-DD'T

Concentracién (M)

Media
Desv. Estindar (+0)

Error Esténdar

£
L.
[
x
g
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é

10* 107 10°
Concentracién (M)

Fig 4.8: Curva de proliferacion del 0,p’-DDT
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Tabla 4.9: p,p-DDT

Concentracién (M) 10°

10¢ 10’

Media 0,87
Desv. Estindar (x0) 0,04

Error Estizdar 0,62

2,60+ 1,91+
0,29 1,14

0,14 0,57
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Concentracién (M)

Fig 4.9: Curva de proliferacion del p,p’- DDT
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Tabla 4.10: Metoxiclorb

Concentracién (M) 10”°

Media 0,90
Desv. Estindar (+c) 0,03

Error Estindar 0,01

Crecimiento Relativo

10° 107
Concentracién (M)

Fig 4.10: Curva de proliferacion del metoxicloro
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Tabla 4.11: Endosulfin

Concentracién (M) 10?
Media 1,03

Desv. Esténdar {+c) 0,02

Error Estindar 0,01
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Fig 4.11: Curva de proliferacion del endosulfén
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4.1.1.3 Derivados del bisfenol

Se ha incluido en este trabajo el estudio pormenorizado del efecto estrogénico de

una seri. 1e compuestcs que tienen como denominador comun su estructura quimica.

Se trata del grupo de los bisfenoles que a partir de la estructura mas sencilla va

afiadiendo radicales de diferente entidad tanto en el carbono central como en los
radicales OH terminales.

Las tablas 4.12 a 4.20 recogen los datos de crecimiento celular obtenidos
mediante el test E-SCREEN para los compuestos de estructura bifendlica: 4,4~
etilidendifenol  (MM1), 1,1-bis{4-hidroxifenil)propano (MM2), 2,2-bis(4-
hidroxifenil)butano (MM3), 3,3-bis(4-hidroxifenil)pentano (MM4), 4 4-bis(4-
hidroxifenil)heptano (MMS), 2,2-bis(4-o-metilhidroxifenil)propano (MMS), 2,2-bis(4-
hidroxifenil)1,1,1,3,3,3-hexafluoropropano (MMT), 4-hidroxifenilcetona (MMB8),2,2-
bis(4-hidroxifenil)propanol (MM9). Los datos numéricos de las anteriores tablas han
servido para construir las grificas de las figuras 4.12 a. 4.20.




RESULTADOS

Tabla 4.12: MM1

Concentraciéon (M) 10* 107

10¢ 10

Media

1,83+ 2,22+

Desv. Estindar (+0) 0,20 0,18

Error Estindar 0,16 0,15

6,08* 6,34*
0,40 0,42

0,32 0,34

g
P
L
]
x
8
c
L
E
5}
e
8]

107
Concentracién (M)

Fig 4.12: Curva de proliferacion del MM1




RESULTADOS

Tabla 4.13: MM2

Concentracién (M) 10? 107 10
Media 1,04 2,91+ 6,74*

Desv. Estindar (o) 0,21 0,39 1,51

Error Estindar 0,15 0,32 0,90

o
§
©
8
8
£
e
o

10 107  10*®
Concentracién (M)

Fig 4.13: Curva de proliferacion del MM2




RESULTADOS

Tabla 4.14: MM3

Concentraciée (M)

Media
Desv. Estiandar (o)

Error Estindar

o
2
o
®
x
o
&
2
E
3
O

Fig 4.14: Curva de proliferacién del MM3




RESULTADOS

Tabla 4.15: MM4

Concentracién (M) 10? 10* 107 10¢
Media 2,62+ 720*  7,19*

Desv. Estindar (.5) 0,58 0,65 0,32

Error Estindar 0,58 0,65 0,32

5
@
14
2
2
E
§

10° 107

Concentracion (M)

Fig 4.15: Curva de proliferaciéon del MM4




RESULTADOS

Tabla 4,16: MMS

Concentracién (M) 10°

Media 2,01+
Desv. Estdndar (o) 0,76

Error Estdndar 0,62

~N
T A A

- o

i

[o]

36
1)

e 5
58
.53
52

Fig 4.16: Curva de proliferacion del MMS




RESULTADOS

Tabla 4.17 : MM6

Concentracién (M)
Media

Desv. Estindar (30)

Error Esténdar

Concentracion (M)

Fig 4.17: Curva de proliferacion d=l MM6




RESULTADOS

Tabls 4.18: MM7

Concentracién (M)

Media

Desv. Estindar (+0)

Error Estindar

S
8
2
2
£
2L
:
O

107

Concentracién (M)

Fig 4.18: Curva de proliferacion del MM7




RESULTADCS

Tabla 4.19: MM8

Concentracién (M) 10¢ 10
Media 2,75+ 5,50*

Desv. Estindar (t0) 0,20 0,42

Error Estindar 0,18 0,34

(]
>
=3
[+
L]
1’4
o)
=
2
.§
(&)

Concentracion (M)

Fig 4.19: Curva de proliferacion del MM8




RESULTADOS

Tabla 4.20: MMS

Concentracién (M)
Media

Desv. Estdndar (xo)

Error Estdndar

(@]
>
=
3
[}
(v
8
=
i)
E
(3]
4
o

Fig 4.20: Curva de proliferacion del MM9




RESULTADOS

4.1.1.4 Estimacion de la eficacia y potencia proliferativa

Mediante el ensayo E-SCREEN es posible establecer la tasa mixims de
proliferacion celular para cada compuesto 0 muestra analizado y, posteriormenite,
proceder al calculo de la eficacia proliferativa relativa (EPR) y la potencia
proliferativa relativa (PPR).

Las Tablas 4.21 y 4.22 recogen los datos de concentr=cién de cada uno de los
productos ensayados para los que se obtuvo el méximo efecto proliferativo en el E-

SCREEN (Concentracién), la tasa méaxima de proliferacion para cada compuesto a

la concentracién optima (Efecto proliferativo) y los valores estimados de la potencia
proliferativa relativa (PPR) y eficacia proliferativa relativa (EPR).




RESULTADOS

Tabla 4.21: Pesticidas organociorados.

Concentracion
(nM)

Sustancia

Efecto
Proliferativo

PPR
(%)

Estradiol-178 0,01

Lindano 10.000

Aldrin 10.000

Dieldrin

10.000

Endrin

Mirex

p,p -DDE

o,p’-DDD

ng’-DDT

p,p’-DDT

Metoxicloro

Endosuifén

6,61+0,30

1,9140,55

4,7620,22

2,68+0,94

2,11£0,56

0,26+0,14

4,50+0,21

3,08+1,34

6,5+0,64

2,60+0,29

2,63+0,59

4,33x1,36

100

0,0001

0,0001

0,0001




RESULTADOS

Tabla 4.22: Bisfenoles

Sustancia Concentracion Efecto
(nM) Proliferativo

Estradiol-178 6,61+0,30

6,34+0,42

6,74+0,9

5,93+0,22

7,2+0,65

7,19+0,75

6,83+0,56

5,53+0,64

5,5+0,42

7,67:0,44
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RESULTADOS

Tabla 4.22: Bisfenoles

Concentracien

(nM)

Sustancia

Efecto

Proliferativo

Estradioi-178 0,01

MM1 1000

1000

6,61+0,30

6,34+0,42

6,74+0,9

5,93+0,22

7,240,65

7,1920,75

6,83+0,56

5,53+0,64

5,5+0,42

7,67+0,44




RESULTADOS

4.1.2 Cuantificaciéon de pS2

De forma paralela a los ensayos de proliferacion celular (test E-SCREEN), se
ha cuantificado en el medio de cultivo extracelular el achmulo de la proteina secretada

estrogenodependiente pS2, en presencia y en ausencia de estradiol-178.

Las Tablas 4.23 y 4.24 muestran las tasas de crecimiento celular, expresadas

en numero de células tras 144 horas de subcultivo, y la concentracion de pS2
acumulada en el medio extracelular durante dicho tiempo. También se recoge la
expresion relativa de la concentracion de la proteina en funcion del niimero de células
presentes en el cultivo y el factor de incremento respecto a los grupos celulares

control, a los que se asigno un valor de 1.




RESULTADOS

Tabla 4.23

Producto

Conc.

M)

N* cél/poc.
(X10%)

pS2
(ng/ml)

pS2/n°cél
(ng/10 )

Variacién

63,2+1,4

3,4x1,1

53,6+8,7

378,3+11,1

67,9+7,3

179,4+13,1

140,3+12,1
398,4+22 3

400,6+:25,8

8,512
41,9438

90,11+6,9

60,943 8
105,211,7

225,1£11,9

183,9+16,5
4259+23 4

396,2+29,6

8,4+1,7
51,3248

93,246,8

46,1+2,3
120,5+9,8

235,4+23.8

324,2+21,6
374,7+32,8

374,7+15,9

23,021
59,9+6,6

67,593

71,2423
160,1£10,9

180,3+16,7

455,0441,2
454,419,

437,3+26,4

41,243 4
73,0453

81,9+9,5

90,6+6,5
160,8+15,6

187,5+10,9




RESULTADOS

Tabla 4.24

Producto

Conc.

™)

N cél/poc.
(X10°)

pS2
(ng/ml)

pS2/n°cél  Variacién
(ng/109)

Control

63,2+1,4

3,4+1,1

53,6+8,7

E2

378,3£11,1

67,0+7,3

179,4+13,1

437,9+32,9
429,1431,1

348,2+22.6

79,6+5,3
82,746,1

58,8439

182,2+11,9
192,8+17,6

169,1£12,3

239,5¢12,1
428.4+23.8

431,6+31,4

18,9+2,6
77,9+1,3

77,8+4.5

79,26,8
182,2415,9

180,3x11,6

293,8+13,4
349,4422,9

309,6+11,2

20,9+2,9
59,8+4,3

65,7+4,3

71,4443
171,54£9,9

212,5+15,6

84,646,4

173,8+11,1

347,6+29,7

4,4+1)1
9,3+1,3

57,6+4,7

52,8+4,2
53,6£11,6

166,1x+16,1

109,3+2,3
197,8+11,6

484,7+12,7

54+14
15,6+2,3

80,9+6,9

50,1+6,7
79,2+5,2

167,1£21,!




RESULTADOS

4.1.3 Test MVLN

En el estudio del efecto de compuestos quimicos de conocida actividad
estrogénica sobre la expresion de la enzima luciferasa, los valores medios de los
resultados obtenidos en las distintas condiciones experimentales, se ofrecen en las
tablas 4.25 y 4.26. Los valores experimentales se expresaron como unidades de
luminiscencia arbitrarias por ml de lisado celular (RLU/ml) y por mg de proteina

(RLU/mg). Las tablas muestran la variacion obtenida respecto al grupo control.

Las figuras 4.21 a 4.25 representan por otra parte, los porcentajes de
actividad luciferasa (Activ. Lucif.) obtenidos en distintos experimentos tomando

como referencia el grupo celular control.

Con objeto de analizar la especificidad del efecto estimulatorio se realizo el

ensayo analizando conjuntamente el compuesto a la concentracion en la que presenta

mayor actividad y el antiestrogeno RU 58 668 en concentraciones 107 My 10* M.

Los resultados de tales ensayos se muestran en las tablas 427 y 4.28 y en las figuras

4.25 y 4.26, respectivamente.




RESULTADOS

Tabla 4.28

Producio  Concentracién(M) RLU/ml RLU/mg prot. Actividad
(x10%) (x10%) Luciferasa
Control 64,6416, . 75,1945,3 1,0

E2 172,711,1 18,71+3,2 2,5
Ru58668 - 22,44%),2 28,60£1,5 0,3

67,65+5,2 81,94+6,5 1,1
71,4654 84,08+2,3 1,1
124,1+11,3 141,73+14,6
181,9£13,2 209,7+12,9

57,97£3.4 81,93£1,5

68,5115,3 03,86+6,4
122,3£13,7 161,6+15,4
153,3£9,4 203,1x16,9

54,44+3,1 83,4121
77,78+£2.8 120,3x11,1
142,3+13,1 210,5+15,3
145,3+11,5 211,4£12,8

58,8142,9 80,513 2
94,60+63  131,811,4

151,9£9,9 196,3£12,6

164,5+13,2 216,9+13,2




RESULTADOS_

Tabla 4.26

Producto  Concentracién(M) RLU/ml RLU/mg prot. Actividad
(x10%) (x10%) Luciferasa

Control 64,646,1 75,19+5,3 1,0

E2 172,7£11,1 18,71+3,2 2,5

22,44x1,2 28,60%1,5 0,3

96,40+4,5 105,2+11,2 1,4
135,3+11,1 150,3+£10,6 2,0
153,1£12,3 165,4+13,8 2,2
135,0+14,1 150,3x11,2 2,0

58,98+25 75,30+5,4 1,0
89,44+3.6 106,0+9,8 1,4
147,2+8,9 167,1+10,3 2,2
107,0+9,6 127,8+11,4 1,7

85,49+2,1 97,74+4.9 13
109,6+11,2 135,3+10,6 1,8
140,2£12,3 168,3£12,3 2,2
133,2+11,4 167,9+12,3 2,2

54,3742,1 82,7244.9 1,1
53,90+4,3 83,1045,8 1,1
1184453  187,9+12,4 2,5

168 4+ 270,6+12,8 3,6

49,35+ 76,20+4,3 1,0
52,02+ 82,92+2,8 1,1
70,31 97,7418,6 1,3
115,71+ 167,8+13,2 2,2




RESULTADOS

Tabla 4.27

Preducto

RLU/ml
(x10¢%)

RLU/mg prot.
(x10%)

Actividad

Luciferasa

Control

E2 10"

Ru58668 10”7

MM1 10° + Ru 10°*

MM2 10°+ Ru 10°®

MM3 10° + Ru 10°®

MM4 10° + Ru 10°*

MMS10°+Ru 10®

MMG6 10¢ + Ru 10°*

MM710¢+Ru10*

MMS8 10°+Ru 10°®

MM?9 10* + Ru 10°*

49,23+4.3

157,9+11,1

21,22+1,8

46,24+32

58,79+1,9

38,06+3,1

156,4+14,2

121,3+10,9

45,31£2,5

61,5456

94,2243 8

27,9247,9

56,77+3,2

175,9+11,1

26,20+2,3

55,87+£5,4

66,00+2,7

44,6343

167,7+12,1

142,1x13,1

56,09+3,2

78,03+4.6

117,0£11,0

37,53+3,3

1,0

31

r




RESULTADOS

Tabla 4.28

Producto

RLU/ml
(x10%)

RLU/mg prot.
(x10%)

Actividad

Luciferasa

Control

E2 10"

Ru58668 107

MM1 10° + Ru 10"’

MM2 10 + Ru 10"’

MM3 10¢ + Ru 10’7

MM4 105 + Ru 107

MMS 10 + Ru 107

MMG6 10* + Ru 10"’

MM710¢+Ru 10’ .

MMS 10 + Ru 107

MM9 10 + Ru 107

58,80+2,6

186,6+11,1

27,98+2,1

35,7321,1

30,04+3,2

27,88x1,5

60,876,4

41,64+£2.3

25,34+1.8

30,514,2

37,1245,1

25,5043 4

64,10+3,2

189,9+12,1

32,54+6,9

41,55£1,2

35,98+2,2

33,19+1,9

66,90+4,5

49,14+6,9

30,81+4,3

36,54+2 8

44,37+3,6

30,9347,8

1,0

29
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Fig 4.24
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RESULTADOS

4.1.4 Medida de ARNm de pS2: “Northern Blott”

De forma paralela a la cuantificacion en el medio de cuitivo extrzcelular de la
proteina pS2 secretada bajo estimulo estrogénico, se ha cuantificado el ARNm de
dicha proteina tras 24 horas de exposicion de las células MCF-7 a sustancias de

conocida actividad estrogénica.

Las tablas 4.29 y 4.30 muestran los valores medios obtenidos del analisis
densitométrico realizado a los geles autorradiografiados. Los valores experimentales

se han expresado en porcentaje del area obtenida en el densitometro (Area %), y se

han normalizado por el control ribosomal (Area/Area ARNr} y la variacion obtenida

tomando como referencia el grupo celular control.

Las figuras de 4.26 a 4.29 recogen la expresion relativa de ARNm respecio
a los grupos celulares control, a los que hemos asignado un valor 1, para los

derivados del bisfenol.




RESULTADOS

Tabla 4.29

Producto A Area/Area Yariacién

ARNc

Control 1,2+0,1 0,160,01
E2 " 10,1£1,1 1,0+0,02

1,060,09 0,120,009
4,940,2 0,55£0,05
4,7£0,3 0,48+0,02
99106 1.1140,08
0,8+0,003 0,090,003
5,4£0,6 0,6+0,02
8,320,2 0,95+0,08
14,9+1,2 1,66+0,01
3,1£0,4 0,35+0,04
6,7+0,5 0,75+0,06
8.7+0,3 1,07£0,1
13,3+1,4 1,480,1
3,940,1 0,440,03
7,540, 0,84+0,07
11,912 1,29+0,09
14,7424 1,6440,1
4,8£0,6 0,54+0,02
7,2+0,8 0,80+0,04
14,141,1 1,41£0,09
13,640,9 1,520,1




RESULTADOS

Tabla 4.30

Producto Area/Area Variacién
ARNr

Control 1,2+0,1 0,16+0,01 1,0

E2 ; 10,141, 1,040,02 6,1

1,840,09 0,20+0,04 1,3
3,120,1 0,3540,01 12
11,4214 1,1420,1 6,9
4,603 0.52+0,03 33
18,9+1,7 0,33£0,04 2,1
3,240, 0,36+0,02 2,3
12,8+1,6 1,33£0,2 8,1
44413 0,49+0,03 3,1
1,040,006 0,120,009 0,8
2,5¢0,6 0,28+0,01 1,8
9,1£0,4 1,040,2 6,3
3,620,004 0,40+0,007 2,5
0,9+0,007 0,110,002 0,7
2,240,3 0,25£0,001 1,6
7,740,2 0,860,003 52
7,110,] 0,270,002 1,7

2




RESULTADOS

Nivei de ARNm
(relativo a control)

Fig 4.26
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Nivel de ARNm
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RESULTADOS

4.2 EVALUACION CUANTITATIVADE LA ACTIVIDAD HORMONAL,:
CARGA ESTROGENICA

Se ha aplicado la metodologia del bioensayo E-SCREEN a la cuantificacion

de la actividad estrogénica de las fracciones cromatograficas a y B, definidas

mediante cromatografia liquida preparativa.

Para ello, siguiendo el protocolo experimental antes descrito, se ha analizado,
para cada una de las muestras correspondientes a las 200 pacientes incluidas en el

estudio, la capacidad de estimulacion del crecimiento de las células MCF-7.




RESULTADOS

4.2.1 Cilculo de la curva dosis-respuesta para el estradiol-17 p

El primer paso para la detesminacién de la carga estrogénica de los extractos
analizados fue la definicion de una curva dosis-respuesta para el estradiol en células
MCF-7, que pudiese ser utilizada como curva estandar. Se midio, para ello, el efecto
proliferativo inducido en las células MCF-7, tras 144 horas de subcultivo en medio
DMEM suplementado con suero humano desprovisto de estrogenos (CDHuS), y en
grupos celulares tratados con concentraciones crecientes 10 M-10"*M) de estradiol-
17B. Los valores medios de proliferacion para cada concentracion de la hormona
natural se utilizaron con posterioridad para transformar efecto hormonal en unidades
equivalentes de estradiol. La representacion grafica de los valores experimentales

obtenidos queda reflejada en la figura 4.30.

1201

EFECTO PROLIFERATIVO (%)

1003 10°0@ oot 1070 107° 108

ESTRADIOL (M)

Fig 4.30




RESULIADOS

4.2.2 Evaiuacién de la estrogenicidad de las fracciones a y p:

Equivalente estradiol (Eeq)

Las fracciones cromatograficas o y B obtenidas por cromatografia liquida
preparativa se analizaron mediante el test E-SCREEN para determinar la carga
hormonal correspondiente a cada fraccion. Para ello, los extractos secos se
resuspendieron en 5 ml de medio DMEM suplementado con suero humano tratado
con carbon dextrano (CDHuS). Posteriormente, las fracciones se hicieron pasar a
través de un filtro de 0,22 um y se diluyeron en medio de cultivo (1:1, 1:5, y 1:10).
Las diluciones obtenidas se analizaron junto a grupos celulares no tratados (control)
y grupos celulares expuestos a estradiol-17 § 10! M.

El efecto proliferativo de las fracciones o y B se refirié a el maximo efecto
proliferativo observado, tomando como referencia el grupo celular tratado con
estradiol. Los valores obtenidos para ambos extractos se extrapolaron en la curva
dosis-respuesta para el estradiol, obteniéndo asi los denominados “equivalentes
estradiol ” (Eeq), que es una unidad indicativa de la actividad estrogénica total de
cada extracto.

La fig 4.31 muestra una placa de 24 pocillos con células MCF-7 tefiidas con
sulforrodamina-B después de 144 horas de crecimiento, en presencia de estradiol-17
B 10! M (estradiol), y de diluciones de las fracciones o y B de una muestra de tejido
adiposo obtenidas por cromatografia liquida preparativa. El efecto proliferativo para

cada dilucion fue leido en la curva dosis-respuesta.

En las tablas 4.31 y 4.32 se muestran los resultados del analisis biologico de

casos y controles pertenecientes al Hospital Universitario”San Cecilio” de Granada
y en las tablas 4.33 a 4.37 se muestran los anilisis efectuados a las muestras
procedentes del Hospital “Virgen de las Nieves” de Granada. Las tablas 4.38 y 4.39
recogen, finalmente, los resultados de carga estrogénica de las muestras procedentes

del Hospital “Torrecardenas” de Almeria.
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4.2.3 Tratamiento estadistico

Una vez obtenidos los resultados, se aplicé a los mismos el analisis estadistico
descrito. De entrada y basandonos en la discontinuidad de los datos obtenidos, se
concluyo que la distribucion de los resultados no es normal.

Se analizaron, a continuacion, los parametros propios de un Estudio
Comparativo de Poblacién (E.C.P.), tratando de apreciar la existencia de diferencias
entre los resultados obtenidos en casos y controles tras el analisis de las muestras. Los
parametros analizados fueron: media, mediana, desviacion estindar y méximo,
centrandose la observacion en los parametros que relacionan frecuencia de sucesos.

Las tablas 4.41 a 4.43 recogen los pardmetros citados.

Tabla 4.41: Casos

Fraccion a Fraccién a Fraccién p Fraccion p
(EeqM)10?  (EeqM/g lipido)10"! (EeqM)10? (EeqM/g lipido)10™"!
Miximo 150,0 102,9 150,0 93,9

Mediana 0,67 0,36 1,00 0,76

v 352 21,3 35,3 19,5

?

13,0 7,6 14,3 7,9
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Tabla 4.42: Controles

Fraccién o Fraccién o Fraccién p Fraccién
(EeqM)10"  (EeqM/g lipido)10™"!  (EeqM)10  (EeqM/g lipido)10™**
Méximo 150,0 91,9 150,0 2576

Mediana 0,62 0,34 1,80 0,80

G 36,6 19,2 31,0 30,2
13,9 7,0 12,4 2,0

Tabla 4.43

Casos Controles O.R
n=100 n= 100

1,17-3,30

0,69-2,81
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4.3 ANALISIS DE MOLECULAS ORGANOCLORADAS EN TEJIDO
ADIPOSO HUMANO

Hemos procedido a la identificacion de los contaminantes quimicos presentes
en la muestras biologicas estudiadas, mediante el analisis cualitativo y cuantitativo por
cromatografia de gases con detector de captura de electrones (CG/DCE). Para ello,
se analizaron 100 muestras de tejido adiposo de enfermas afectas de cancer de mama
y 100 muestras pertenecientes a enfermas sin patologia mamaria. La metodologia

seguida fue la siguiente:

1. Se pesaron 0,2 g de muestra y se sometieron al proceso de extraccion de
moléculas organocloradas anteriormente descrito.

2. El extracto obtenido se desecé completamente en corriente de nitrogeno.

3. El residuo seco se solubilizd en 500 ul y se sometié a purificacion mediante
cromatografia liquida de alta resolucion preparativa (HPLC).

4. La fraccion a obtenida mediante cromatografia liquida preparativa se
redisolvi6 en 1 ml de hexano y se separaron dos alicuotas: 0,9 ml se analizaron en el
ensayo biolégico y 0,1 ml marcados con el patron interno se analizaron por
cromatografia de gases y detector de captura de electrones (CG/DCE) en las

condiciones ya establecidas.

Las figuras 4.32 y 4.33 muestran algunos de los cromatogramas obtenidos.

Las tablas 4.44 a 4.49 ofrecen, por otra parte, el contenido de pesticidas
organoclorados observado en el anlisis de tejido adiposo de casos y controles
pertenecientes al Hospital Universitario “San Cecilio” de Granada. Por ultimo, en las
tablas 4.50 a 4.66 se muestran los anlisis efectuados a las muestras procedentes del

215
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Hospital “Virgen de las Nieves” de Granada y en las tablas 4.67 a 4.73 quedan

recogidos los residuos de los pesticidas organoclorados estudiados en muestras
procedentes del Hospital “Torrecirdenas de Almeria”. Los valores de las tablas se
expresan en ng/g de lipido de la muestra, previa estimacion en todas las imuestras del

contenido en lipidos del tejido adiposo.
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Fig 4.32a: Cromatograma de una muestra de tejido adipeso de un caso, en la cual han

sido identificados p,p'-DDE(l), endo 11 (2), o,p-DDT (3)y metoxicloro (4)
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Fig 4.32b: Cromatograma de una muestra de tejido adiposo de un caso, en la cual

han sido identificados lindano (1), p,p’-DDE (2) y endo-sulfato 3)
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Fig 4.33a: Cromatograma de una muestra de tejido adiposo de un control, en la cual
han sido identificados lindano (1), Endo-éter (2), y p,p -DDE (3)

Fig 4.33b: Cromatograma de una muestra de tejido adiposo de un control, en la cual
ha sido identificado p,p’-DDE (1)
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4.3.1 Tratamiento estadistico

Una vez obtenidos los resultados, se aplico el analisis estadistico pertinente.

De entrada y basandonos ¢ ia discontinuidad de las series obtenidas, se concluyo que
la distribucion de los resultados ne ¢s normal.

Se analizaron a continuacion los parametros propios de un Estudio
Comparativo de Poblacion (E.C.P.) tratando de apreciar la existencia de diferencias
entre los resultados obtenidos en casos y controles tras el analisis de las muestras. Los
parametros analizados. fueron: media, mediana, desviacion estindar y maximo,
centrandose en aquellos que relacionan frecuencia de sucesos asi como porcentaje de
concentracion de medias de los pesticidas analizados aplicando el t-test.

Las tablas 4.74 a 4.79 recogen los parametros citados.

Las figuras 4.34 y 4.35 muestran la distribucion porcentual de pesticidas
organoclorados en casos y controles.

Las figuras 4.36 a 4.38 muestran la concentracion media de los grupos de

pesticidas estudiados en casos y controles
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Tabla 4.74: Casos

kFroducto Maximo Mediana Desv.Esténdar
(x0)

Lindano 149,6 2,8 23,5

Aldrin 183,9 2,5 24,5
Dieldrin 459 2,5 7,5
Endrin 2874 7,5

Mirex 194.6 12,5

p,p’-DDE 1539,8 340,6

o,p’-DDD 12674 12,5

»

o,p’-DDT 523.5 1,2
p,p-DDT 1874,9 12,5
Metoxicloro 36,0 =5

Endosulfan-éter 61,8 0,5

?

Endosulfan-lactona 5,0

Endosulfan-diol 1,2

2

Endosulfan I 1,2

Endosulfan IT 5,0

Endosulfan-sulfato 1,2
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Tabla 4.7S: Controles

Producto Miéximo

Lindano 225,7
Aldrin 123,1
Dieldrin 393,8
Endrin 1640,4

Mirex 119,3

p.p -DDE 1772,9

o,p-DDD 1835,7
0,p'-DDT 1667,9
p,p-DDT 184,0
Metoxicloro 53,5
Endosulfan-éter 20,1
Endosulfan-lactona 92
Endosulfan-diol

Endosulfan I

Endosulfan II

Endosulfan-sulfato
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Tabls 4.76

Concentracion Casos
(ng/g lipido) n=100

Controles A 1.C 95%
n= 100

Lindano
LD
<LD

Aldrin
>LD
<LD

Dieldrin
~LD
<LD

Endrin
~LD
<LD

Mirex
=LD
<LD

0,35-1,59

0,47-2,35

0,31-1,12
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Tabla 4.77

Concentracion

(ng/g lipido)

Controles
n= 100

p,p -DDE
»800
» 400 <800
< 400

o,p’-DDD
»LD
<LD

o,p -DDT
LD
<LD

p,p'-DDT
>LD
<LD

Metoxicloro
»LD
<LD

0,39-1,71
0,26-2,97

0,37-1,74

0,42-1,61
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Tabla 4.78

Concentracién Casos
(ng_/g lipido) n=100

Controles
n= 100

L.C 95%

Endosulfan-éter
LD
<LD -

Endo-lifan-lactona
~LD
<LD

Endosulfan-diol
LD
<LD

Endosulfan I
~LD
<LD

Endosulfanil
»LD
<LD

Endosulfan-sulfato

LD
<LD

71
29

0,26-2,98

0,19-1,81

0,51-2,11

0,12
1,52

0,32-1,12
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Tabla 4.79: Porcentaje de diferencias de la concentracion media

Producto

Caso Control

Lindano

Aldrin

Dieldrin

Endrin

Mirex

p-p -DDE
o-p’-DDD
o-p’-DDT
p-p-DDT
Metoxicloro
Endosulfan-éter
Endosulfan-lactona
Endosulfan-diol
Endosulfan I
Endosulfan II
Endosulfan-sulfato

- 31%
11,4% ---
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Fig 4.34: Porcentaje de concentracion media de pesticidas organoclorados en casos
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A Lindano

@ Endo-éter

[ Aldrin
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Fig 4.35: Porcentaje de concentracion media de pesticidas organoclorados en

controles
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Fig 4.36: Concentraciones medias de pesticidas organoclorados en casosy controles
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Fig 4.37: Concentraciones medias de pesticidas organoclorados en casos y controles
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V. DISCUSION

Las ielaciones de causalidad existentes entre hormonas y cancer son bien

conocidas y no necesitan ser probadas con nuevos analisis conceptuales. De hecho los

estudios clinicos han reconocido un papel primordial para las hormonas ¢n la
patologia tumoral mar.aria, bien como factores predisponentes en la génesis del
proceso tumoral, bien como agentes inductores del desarrollo de la enfermedad una
vez establecida ésta.

En el caso concreto de la estimacion del riesgo los estudios epidemiologicos
han sido determinantes. Asi por ejemplo, el analisis de la historia reproductiva, el
conocimiento del habito menstrual o la medida de las hormonas circulantes
constituyen elementos clave para el establecimiento de una relacion de sospecha entre
ciertos habitos hormonales, la historia expositiva y la mayor frecuencia de
padecimiento de cancer de mama (Fernandez y cols., 1998).

En lo que respecta al comportamiento del tumor, una vez establecido éste, la
asociacion tumor--estatus hormonal es aiin mds evidente. Por ejemplo, la presencia
de receptores hormonales en el tejido mamario tumoral, indicativa de una mayor
probabilidad de respuesta a los tratamientos hormonales y antihormonales, demuestra
de manera indirecta la dependencia hormonal del cancer mamario.

Objetivo fundamental de este trabajo ha sido la profundizacién en el
conocimiento de los mecanismos que conducen a la génesis de los tumores mamarios.
Por esta razon se ha desarrollado, validado y aplicado una técnica mixta, quimica-
bioldgica, que permite analizar la actividad hormonal estrogénica correspondiente a
muestras de tejido graso en pacientes afectas de cancer de mama. La expresion
cuantitativa de esa actividad hormonal se ha identificado a lo largo del presente
trabajo, bajo el término de “carga estrogénica” y la hemos expresado en unidades
equivalentes estradiol por contenido lipidico. Se han comparado, ademas, los

resultados obtenidos con los resultantes de la aplicacion de una metodologia identica

261
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a muestras procedentes de mujeres libres de tumor con objeto de analizar las
similitudes y diferencias entre ambas poblaciones y establecer asi el valor de la
exposicion interna a sustancias quimicas hormonaimente activas.

Evidentemente el trabajo planteado sigue ain abiertc, probablemente, no
concluira hasta el establecimiento, para la carga estrogénica corporal, de un papel

definido en la carcinogénesis mamaria.

Nos ha parecido importante, por otra parte, dedicar un cierto esfuerzo a la

estandarizacion de la metodologia, toda vez que los antecedentes de la aplicacion de
ticnicas como la que aqui se presentan son escasos. La razon fundamental para ello
es que la produccion cientifica de nuestro propio grupo de trabajo, y de algunos otros
grupos con los que mantenemos estrecha relacion, constituye la base bibliografica y
conceptual sobre la que han construido las premisas de partida (Sonnenschein y cols,,
1995; Soto y cols., 1997, Pazos y cols., 1998, Rivas y cols., 1997).

Con las naturales limitaciones, e! presente trabajo intenta definir, por tanto,
un meétodo que permita estimar la importancia de la actividad horn.onal estrogénica
atribuida a compuestos exogenos al organismo, acumulados en el tejido adiposo, en

la wénesis del cancer de mama.

Estrogenos y cancer de mama.: Estrogenos ovdricos y Xenoestrogenos

Es indudable que la etiologia de cancer de mama tiene un fuette componente
hormonal. La enfermedad tumoral, por ejemplo, no ocurre nunca en mujeres que no
han alcanzado la pubertad y se mantiene en nivel cero si el desarrollo secundario no
ocurre a lo largo de la vida (Boyle, 1988). Por otra parte, una vida reproductiva
prolongada incrementa sustancialmente ¢l riesgo de padecimiento de la enfermedad.

(Mac Mahon y cols., 1973). Asi, por ejemplo, la menopausia prematura parece ser
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protectora y la ovariectomia realizada temprana, (Trichopoulos y cols., 1972) en
torno a los 35 aiios, reduce en un tercio el riesgo de padecimiento de cancer de mama.
Aunque el papel de los estrogenos ovaricos en el desarrollo tumoral parece claro, no
deben de dejar de tomarse en consideracion algunos otros factores, sobre todo si se
considera que a los 35 afios una mujer se ha expuesto, al menos, a la mitad de los

estrogenos enddgenos presentes en su organismo durante toda la vida.

Es interesante también, destacar el hecho de que el embarazo parece ejercer

un papel protector del riesgo de cancer y ello a pesar del elevado nivel de exposicion
hormonal existente durante el mismo. La interrupcion de los ciclos menstruales es,
segun White (1987) clave en la proteccion.

Uno de los aspectos mds interesantes a considerar en este trabaio es la
aparicion de cancer de mama en la postmenopausia. En diversas series, se han
identificado, en efecto, ciertos factores de riesgo de especial relevancia que afectan
a los periodos mas avanzados de su etapa menstrual. Por ejemplo, el habito corporal
de la menopausia es un factor de riesgo de cancer mamario cuando este periodo esta
dominado por el exceso de peso (De Waard y cols., 1977). La explicacion patogénica
sugerida para esta cbservacion es la capacidad del tejido adiposo para convertir
proestrogenos, principalmente androgenos, en hormona estrogénicamente activa
(Vermeulen y Verdenck, 1978). Apoyandose en tal hipotesis se ha sugerido que las
diferencias geograficas en el riesgo de cancer de mama, que estan muy marcadas en
el cancer postmencpéusico, podrian explicarse por diferencias en sobrepeso
concomitantes a la distribucion regional (Pike y cols., 1993).

Aproximadamente el 75% de las pacientes incluidas en este estudio son
postmenopausicas, siendc la edad media de la presentacion de la enfermedad tumoral
de 55,5+10,1 afios. Como la hipotesis de trabajo gira entomoala exposicion interna,
parece claro que la variable edad tenga especial significacion.

Si la exposicion a las hormonas endégenas aumenta el riesgo de cancer de
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mama, las mujeres sometidas a diversas terapias hormonales deberian mostrar un
mayor riesgo de padecimiento de la enfermedad. Esta asociacion no ha sido facil de
probar. Aunque existe, en principio, la evidencia de que pacientes tratadas con DES,
aparte de presentar en su descendencia un acusado incremento en el riesgo de

padecimiento de cancer de vagina (Greenberg y cols., 1984; Colton y cols., 1993), el

riesgo de desarrollo de cancer de mama es un 35% mas elevado que el de pacientes

comparables no tratadas con esta sustancia, y otro tanto ocurre para la estimacion del
riesgo ligado al consumo de anticonceptivos hormonales o en la terapia hormonal de
reemplazamiento en la postmenopausia. En ambos casos, tan solo se ha demostrado
un efecto promotor, de caracter débil, en pacientes tratadas durante largos periodos
de tiempo o, en el caso de los anticonceptivos, en fases tempranas previas al primer

embarazo (Steinberg y cols., 1991; La Vecchia, 1992).

Probablemente, gran parte de las incognitas planteadas se resolverian
realizando estudios apropiados en los que se midieran de forma pormenonzada los
niveles hormonales de los individuos en riesgo y se comparasen grandes series de
casos y controles apareados. En la ejecucion de esta tarea existen una serie de
dificultadzs, que limitan el valor de los estudios, entre las que sobresalen (Miller y

Sharpe, 1998):

1. Las modificaciones de los niveles hormonales involucrados en el desarrollo
del tumor mamario pueden ser temporales y limitadas a periodos criticos.

2. Variaciones hormonales ieves, de dificil identificacion, pueden ser de gran
importancia cuando se mantienen durante largos periodos de tiempo.

3. La ciclicidad o periodicidad de la exposicion puede ser un factor crucial y
no demostrable con facilidad.

4. La sensibilidad especifica de cada 6rgano puede ser tan importante como
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la exposicion hormonal en si misma.

5. La promocion hormonal en cancer podria estar mas ligada & la combinacion
adecuada de ciertas fracciones o asociaciones de hormonas que a ios niveles
circulantes especificos de algunas de ellas.

6. El efecto de ias hormonas circulantes de produccion interna puede verse
matizado por la existencia de compuestos hormonales exogenos a los que quedan

expuestos los individuos de forma inadvertida.

En contraste con la situacion de incertidumbre en la relacion existente entre
exposicion a hormonas estrogénicas y riesgo de padecimiento ulterior de cancer de
mama, el papel de las hormonas en la progresion de los tumores mamarios es mucho
mas evidente. La experiencia clinica, junto con la experimentacion sobre tumores
inducidos en animales de experimentacion han demostrado la realidad de dicha
asociacion. Es importante tener en cuenta, por tanto, que los niveles hormonales de
estrogenos pueden condicionar el crecimiento de tumores mamarios subclinicos y
condicionar el tiempe de aparicion de los mismos y su diagnostico clinico.

En el contexto del presente trabajo, un disruptor endocrino, y de forma
particular un xenoestrogeno, describe a cualquier compuesto quimico al que los
individuos estan potencialmente expuestos y que una vez incorporado al organismo
ejerce una actividad estrogénica intrinseca o modifica los niveles de hormonas
naturales circulantes. (Olea y cols., 1998; Olea y cols., 1999).

Si dificil es probar que las hormonas naturales estan asociadas con el

desarrollo del cancer de mama, una tarea mucho mas ardua es demostrar que los

xenoestrogenos puedan estar en la base de este proceso. Algunas de las dificultades
subyacentes al establecimiento de dicha asociacion han sido magnificamente
enunciadas por Miller and Sharpe (1998} y pueden ser resumidas en los siguientes

puntos:
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1. La baja potencia hormonal de los compuestos quimicos identificados como
Xenoestrogenos.

2. Su naturaleza y estructura quimica tan variada que dificuitan su identificacion
y el asignar a cada uno de ellos un papel de forma aislada.

3. La posibilidad de que los efectos combinados puedan ser criticos para el
desarrollo del efecto hormonal y la no disponibilidad de métodos adecuados para
evaluar tales efectos.

4. La incertidumbre que rodea al efecto de tales compuestos quimicos, que varia

dependiendo del 6rgano blanco y de las circunstancias de la exposicion.

No obstante estas dificultades, lo cierto es que la evidencia de la asociacion
entre exposicion a xenoestrogenos y cancer de mama es cuanto menos inquietante y
se apoya tanto en estudios epidemiologicos como en los resultados de la investigacion
experimental (Ahlborg y cols., 1995, Toppari y cols., 1996; Miller y Sharpe, 1998,
Fernandez y cols., 1998).

Nuestro trabajo ha servido para poner de manifiesto, en primer lugar, la

actividad hormonal estrogénica de una serie de pesticidas organoclorados que entran

dentro de la clasificacion de xenoestrogenos (Tablal.1). Se trata de los pesticidas

lindano, aldrin, dieldrin, endrin, p.p’-DDE, o0,0’-DDD, o,p’-DDT, p,p’-DDT,

metoxicloro y endosulfan que han demostrado ser agonistas totales (o,p’-DDT) o
parciales (el resto de los compuestos), con una eficacia proliferativa (EPR) muy
variable. Asi por ejemplo, lindano presenta un valor de EPR relativamente bajo (29%)
a pesar de haber sido ensayado a altas concentraciones, mientras que la eficacia
proliferativa del endosulfan supera el 65%. La potencia proliferativa nos ha servido
también para ordenarlos en funcion de la concentracion minima a ia que desencadenan
el efecto estrogénico. Siguiendo esta metodoiogia, los pesticidas organoclorados mas
potentes han resuitado ser o,p"-DDD, p,p’-DDT, metoxicloro y endosulfan. Tan solo
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mirex resulté inactivo en el ensayo de estrogenicidad.

Cuando se considera la estrogenicidad de los pesticidas organoclorados, debe
recordarse el hecho de que el descubrimiento de ia actividad hormonal de los mismos
esta en la base de la hipétesis de los disruptores endocrinos . En efecto, como hemos
comentado anteriormente, la hipotesis de los xenobiéticos con actividad hormonal
empezo a dibujarse tras el analisis de los datos producidos por las observaciones

medio ambientales en las que se mostraba la evidencia de una asociacion entre

exposicion a pesticidas y efectos negativos sobre la salud de poblaciones animales

(Hickey y Anderson, 1968, Heath y cols., 1969; Woodward y cols., 1993; Guillette
y cols., 1995; Colborn y cols., 1996, Short y Colborn, 1999).

Ademas del efecto estrogénico puesto de manifiesto en este trabajo, que
confirma observaciones previas (Soto y cols., 1995), es necesario tener en cuenta que
ha sido igualmente descrito un efecto androgénico para algunos de los pesticidas

considerados aqui. Este es el caso de p.p-DDE (Kelce y cols., 1995).

Metodologia cromatogrdfica para la preparacion y limpieza de muestras de
tejide adiposo y estimacion de la carga estrogénica

La metodologia analitica desarrollada en el presente trabajo necesana para
separar los xenobiéticos lipofilicos con actividad estrogénica de los estrogenos
naturales contenidos en muestras tejido adiposo humano es original. Su cbjetivo
fundamental consiste en la preparacion de muestras biologicas adecuadas para el
estudio del efecto de los estrogenos naturales y fa actividad estrogénica de los
xenobidticos sobre la proliferacion celular y la expresion de genes ligados con la
accion hormonal. Se trata en sintesis, de obtener muestras “limpias” de estrogenos

naturales o endogenos que ai ser evaluadas mediante un test especifico permitan
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identificar la respuesta hormonal atribuible a los xenoestragenos, sin interferencia
alguna de las hormonas ovaricas.

En el disefio experimental del estudio epidemiologico realizado se decidio
utilizar el tejido adiposo de las pacientes como fuente de informacion para estimar la
dosis interna de xenoestrogenos y, tras la pertinente consulta bibliografica, se
seleccionaron los métodos de extraccion de xenobidticos que nos parecieron
mejores. Asi, tras el ensayo de alguno de ellos terminamos aceptando el propuesto por
Okond Ahoka y cols. (1984), adaptado a las condiciones especificas de nuestro
trabajo.

Un aspecto importante en el desarrollo del método analitico utilizado fue la
puesta a punto de una técnica de extraccion que permitiera obtener porcentajes de
recuperacion elevados. Pare conseguir este objetivo y disponer de un rendimiento
elevado en el proceso de extraccion, fue preciso evitar la presencia en el extracto de
contaminantes que pudiesen alterar los resultados del ensayo biologico. Se tomo, por
ello, especial precaucion en evitar métodos de extraccion basados en la utilizacion de
mezclas de hexano y éter de petroleo por su influencia nociva en los ensayos de
analisis de las muestras (Valenzuela, 1995).

Asi por ejemplo, se ha eliminado el éter de petroleo realizandose la extraccion
y elucién inicial en columna cromatografica con hexano. La tabla 3.36, en Ja que se
muestran los rendimientos de extraccion de muestras de grasa marcadas con algunos
de los pesticidas objeto de estudio, resulta indicativa de la bondad de la técnica
empleada.

La purificacién de las muestras para analisis cromatografico se ha realizado

mediante el empleo de HPLC semipreparativa, metodo ya derarrollado con
anterioridad por nuestro grupo de trabajo (Valenzuela, 1995) en ensayos realizados
con muestras de suero y que se adapta perfectamente a las muestras de tejido adiposo.

La elucion de los xenoestrogenos organoclorados, fundamentalmente pesticidas, tiene
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lugar en los primeros 11 minutos del cromatograma, mientras que las hormonas

estrogénicas y otros derivados fenélicos eluyen a tiempo superior a 13 minutos,
debido a su menor liposolubilidad. Un cromatograma ilustrativo de este tipo de
analisis preparativo es el correspondiente a la figura 3.20.

Por otra parte, con objeto de definir, de manera sistemaiica, las fracciones
colectadas en el protocolo HPLC se asigné el nombre de fraccion alfa al eluido
colectado durante los 11 primeros minutos del desarrollo cromatografico y se reservo
el nombre de fraccion beta al eluido colectado entre los minutos 13 y 25. El protocolo
experimental desarrollado para ello incluyo la desecacion de las fracciones alfa y beta
y su adaptacion a las exigencias de procesamiento del test biologico, en la forma
previamente descrita.

En definitiva, el desarrollo de la metodologia analitica empleada nos ha
permitido utilizar una técnica suficientemente precisa para la estimacion de la carga
hormonal estrogénica y la cuantificacion de xenobidticos estrogénicos,
fundamentalmente pesticidas organoclorados, en muestras de tejido adiposo humano.
La aplicacion de la misma nos ha permitido analizar un total de 200 muestras de tejido
adiposo distribuidas del siguiente modo:

1. 100 muestras de pacientes con patologia no oncologica ni endocrina
(controles) emparejadas con los casos por razon de la edad en +3 afios.

2. 100 muestras de tejido adiposo correspondientes a otras tantas mujeres
diagnosticadas e intervenidas quirirgicamente de cancer de mama (casos) en los
hospitales “San Cecilio” y “Virgen de las Nieves” de Granada y el hospital

“Torrecardenas” de Almeria.

Las fracciones alfa y beta de cada una de las muestras de tejido adiposo
obtenidas fueron sometidas en el bioensayo E-SCREEN a di'uciones sucesivas con

objeto de estimar el efecto proliferativo y asi poder deducir su equivalencia en
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concentracion respecto de la hormona naturai. Este método ha permitido expresar,

para cada paciente y para cada una de las fracciones cromatograficas observadas una

estimacion de la carga estrogénica en equivalentes de estradiol por peso de grasa

extraida.

En términos generales, un 69% de las fracciones alfa de las muestras
correspondientes a enfermas afcctas de cancer de mama mostraron una fraccion a
positiva en el E-SCREEN, con un valor medio de 76,5 pM de equivalente estradiol
por gramo de lipido. Este porcertaje cayo a un 59% en el caso de los controles, con
un valor medio de actividad estrogénica de 70,8 pM de equivalentes estradiol por
gramo de lipido.

De igual modo, realizado el anlisis de la actividad proliferativa de las
fracciones beta y su expresion en unidades equivalentes de estradiol, tanto para casos
como para controles, los porcentajes de muestras con actividad medible fueron de
78% y 75%, mientras que los valores medios de carga estrogénica fueron 79 pM de
equivalentes estradiol/g de lipido y 90,52 pM equivalentes estradiol/g de lipido,
respectivamente.

Un analisis detenido de estos resultados permite extraer ciertas conclusiones:

1. La metodologia propuesta es util para extraer xenobioticos estrogénicos de
muestras de tejido adiposo y separarlos de los estrogenos ovaricos.

2. La positividad de las muestras (65% de las fracciones alfa y 76% de las
fracciones beta) indica que el métpdo es lo suficientemente sensible para asignar un
valor de carga estrogénica a un numero significativo de muestras procesadas. Si se
tiene en cuenta, ademas, que la cantidad de tejido graso utilizada en los ensayos es de
0,2 g, parece claro que la metodologia propuesta es suceptible de aplicacion en
estudios epidemiologicos que necesiten de la medida de carga estrogénica y que

incluyan en su disefio la obtencion de muestras de pequeiio tamaiio de tejido adiposo.
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El método asi desarrollado podria ser igualmente aplicable a muestras de tejido graso
obtenidas mediante puncion aspiracion (en este trabajo todas las muestras se

obtuvieron durante un acto operatorio de cirugia mayor).

Si interesante es la demostracion de que el método propuesto asigna un valor
de carga estrogénica a la fraccion cromatografica alta. en la que eluyen los pesticidas
organoclorados y xenobioticos menos polares, no menos importante es el considerar
¢l alto porcentaje de muestras que presentan actividad hcrmonal en la fraccion
cromatografica beta (76%), observacion que merece un pequefio comentario.

Una gran parte del esfuerzo realizado en el presente trabajo se ha dirigido a
la identificacion de los contaminantes contenidos en la fraccion cromatografica aifa
en la que, como hemos visto antes , eluyen los pesticidas organoclorados y aunque,
inicialmente se decidié no entrar en el estudio de la fraccion cromatografica beta,
lugar de elucion de los estrogenos naturales y polifenoles, es necesario resaltar la
importancia que puede tener el hallazgo de tan elevado porcentaje de actividad
hormonal en dicha fraccion para un entendimiento cabal del papel endocrine del
compartimento graso del organismo humano. El hecho de que cerca del 76% de las
muestras analizadas presenten actividad hormonal estrogénica en torno a 80 pM de
estradiol/ g de grasa significa que el reservorio de estrogenos en este compartimento
organico es enorme.

La movilizacion de la carga estrogénica contenida en dicho compartimento

graso es un asunto de gran envergadura que deberia ser abordado, en nuestro juicio,

en estudios posteriores y que, por el momento, escapa a los objetivos de la

investigacion realizada. Poco se ha publicadv a este respecto, si bien la actividad
enzimatica del compartimento graso esta bien estudiado (Bradlow y cols., 1995). No
obstante, los datos aqui presentados obligan a considerar: 1) la sospecha de un papel

de relevancia del estrogeno acumulado en la grasa tanto en la génesis del proceso
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tumoral como en su evolucion posterior y en el grado de respuesta directa e indirecta

al tratamiento antitumoral, 2) el papel de la obesidad y el habito corporal en el riesgo

de desarrolio de cancer de mama (De Waard y cols., 1977).

Biomarcadores de efecto estrogénico

Objetivo de este trabajo ha sido, también, la optimizacion de un marcador de
efecto estrogénico suceptible de ser aplicado de forma rutinaria en los estudios
epidemiologicos de cancer de mama y en aquellos otros encaminados hacia la
investigacion del efecto derivado de la exposicion a compuestos quimicos con
actividad hormonal. Hemos tratado de definir, en este sentido, un biomarcador de
actividad hormonal aplicable a muestras humanas y que vaya mas alla de la simple
cuantificacion de una, o unas pocas sustancias quimicas relacionadas con mayor o
menor certeza con la patogenia de la enfermedad tumoral.

Clasicamente los biomarcadores de riesgo se han dividido en tres grandes
grupos:

1. Biomarcadores de exposicion, que hacen referencia a sustancias exogenas
al organismo humano, a sus metabolitos o a la interaccion de cualquiera de ellos con
células o moléculas blanco, que puedan ser identificadas y cuantificadas en un
compartimento corporal determinado.

2. Biomarcadores de susceptibilidad, que definen la capacidad del orgamismo,
inherente o adquirida, para adaptarse a las consecuencias derivadas de la exposicion
a agentes exogenos presuntamente tOxicos.

3. Biomarcadores de efecto, definidos en términos de alteracion bioquimica,
fisiologica o de cualquier otro tipo que pueda ser medida y cuantificada, y que,
dependiendo de su magnitud, pueda ser reconocida como un defecto potencial o
enfermedad ya establecida.
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No es dificil, en principio, clasificar la carga estrogénica acumulada en el

tejido graso como un marcador de exposicion. Debe quedar claro, no obstante que

dicha carga no es un marcador de dosis interna, en el sentido mas estricto de la
palabra, puesio que con su determinacién no tratamos sélo de conocer la
concentracion de una o ( 1as pocas sustancias quimicas en el tejido adiposo.

Probablemente, el concepto de dosis en el blanco podria ser mas apropiado
para definir la carga estrogénica. Pero, sin duda, el término que mejor ajusta con su
significado es el de dosis biologica efectiva puesto que con el mismo nos referimos
a la interaccion de compuestos con macromoléculas de relevancia en la patogenia de
ciertos procesos biologicos. En efecto, lo que el E-SCREEN cuantifica es el efecto
hormonal estrogénico desencadenado tras la interaccion de los xenoestrogenos con
el sistema de receptores hormonales y la expresion dltima de ese complejo
mecanismo.

En cualquier caso, el concepto de biomarcador de exposicion es
excesivamente restrictivo, puesto que con su expresion nos limitamos a indicar
exposicion sin establecer ningiin vinculo con el efecto biologico producido. Lamedida
de la carga estrogénica en una situacion determinada, deberia entenderse por ello, mas
como un marcador de efecto que de exposicion, lo que obligaria a considerar la
dependencia presuntamente existente entre marcador y efecto y, por tanto, a
reconocer una posible relacion entre hiperestrogenismo y riesgo de cancer de mama.
En sentido estricto, si se admite una relacion de causalidad enire estrogenos ovaricos
y estrogenos farmacologicos y cancer de mama, este soporte conceptual debe
extenderse al papel de la actividad de los xenoestrogenos (carga estrogénica) en el
desarrollo ulterior del carcinoma mamario.

Una especial atencion se ha prestado en el presente trabajo a la bisqueda de
tests alternativos al ensayo E-SCREEN que permitan, de una parte, confirmar la
especificidad y sensibilidad del test de rutina y, de otra, mejorar sus prestaciones y
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facilitar su aplicacion.

El test E-SCREEN exige el cultivo y mantenimiento en -.ondiciones muy
precisas de las células de cancer mamario MCF-7 (Soto y cols.,, 1992). Exige,
ademas, la seleccion estricta de clones celulares de probada dependencia hormonal
(Villalobos y cols., 1995). No obstante, y a pesar de su simplicidad, lo cierto es que
el test no ha sido desarrollado de forma exitosa en todos los laboratorios que lo han
intentado (Andersen y cols., 1999). Ademas el test exige para su desarrollo, un
tiempo excesivamente largo pues la respuesta estrogénica proliferativa es evidente tan
solo tras 144 horas de subcultivo, hecho que unido al tiempo de siembra y lectura
final supone un tiempo de al menos diez dias de realizacion. Cuenta a favor del
ensayo el que se pueden procesar bastantes muestras de forma concomitante. En
nuestro laboratorio se procesa, en este sentido, una media de treinta muestras
semanalmente.

La busqueda de mejoras en el test E-SCREEN nos ha inducido a utilizar

ensayos de estrogenicidad alternativos que utilizando la misma linea celular MCF-7

pﬁdieran ofrecer una mejora en el tiempo de ensayo sin pérdida de la sensibilidad y

especificidad del E-SCREEN. Estos ensayos estan basados en un principio de
observacion de estrogenicidad diferente al E-SCREEN, ya que mientras que éste se
fundamenta en el efecto proliferativo liderado por los xenoestrogenos, el punto de
observacion en los bioensayos alternativos es la expresion génica del complejo
xenoestrogeno-receptor hormonal.

Los tests ensayados han sido tres:

1) La induccién de la sintesis y secrecion de la proteina estrogeno-
dependiente pS2 y su cuantificacion en el medio extracelular.

2) La cuantificacion del ARN mensajero especifico para la sintesis de pS2.

3) La medida de la actividad luminiscente determinada por la actividad de un

enzima expresado en las células MCF7 tras la induccion de un gen dependiente del
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receptor estrogénico.

En todos los casos, el soporte funcional ha sido la linea celular MCF-7, a
través de uno de sus subclones mas estrogenos-sensibles (Clon BUS utilizado en el
E-SCREEN o en el ensayo de cuantificacion de la proteina pS2), o mediante un clon
que ha ido transfectado con un constructo que incluye el elemento de respuesta
estrogénico ERE y el gen para la expresion del enzima luciferasa (Test MVLN) (Pons
y cols., 1990).

En todos los casos se ha empleado una misma y Gnica serie de compuestos
identificados como xenoestrogenos (contaminantes medio ambientales), para los
cuales nuestro grupo tiene una experiencia probada. £« trata de una serie de derivados
bifenolicos que partiendo de la estructura mas sencilla del p’-metildifenol va
adquiriendo complejidad estructural mediante el incremento en longitud de las
cadenas de sustituyesites en el carbono central del esqueleto bifenolico. La actividad
hormonal estrogénica de estos compuestos ha sido estudiada por nuestro grupo de
trabajo (Olea y cols., 1996; Olea y cols., 1998; Pérez y cols., 1998; Pulgar y cols,,
1999), que ha confirmado hallazgos previamente publicados en la literatura cientifica
{Dodds y Lawsen, 1936).

Pues bien, con este grupo de bisfenoles hemos programado una serie de
protocolos experimentales cuyo objetivo fue analizar, en idéntico rango de
concentraciones cada uno de los compuestos quimicos identificados como
xenoestrogenos en los diferentes bioensayos de estrogenicidad. Los resultados,

presentados anteriormente (tablas 4.12 a 4.30 y figuras 4.12 a 4.29) merecen a

nuestro juicio un comsntario detallado.

Las observaciones recogidas en las tablas y figuras indicadas sugiere que, con
una cierta variacion, todos los ensayos son igualmente eficaces y que cualquiera de
ellos podria ser utilizado en el desarrollo del biomarcador de exposicion, puesto que

todos los tests “identifican” la estrogenicidad de los compuestos. Tres son los
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receptor estrogénico.

En todos los casos, el soporte funcional ha sido la linea celular MCF-7, a
través de uno de sus subclones mas estrogenos-sensibles (Clon BUS utilizado en el
E-SCREEN o en el ensayo de cuantificacion de la proteina pS2), o mediante un clon
que ha ido transfectado con un constructo que incluye el elemento de respuesta
estrogénico ERE y el gen para ia expresion del enzima luciferasa (Test MVLN) (Pons
y cols., 1990).

En todos los casos se ha empleado una misma y tnica serie de compuestos
identificados como xenoestrogenos {contaminantes medio ambientales), para los
cuales nuestro grupo tiene una experiencia probada. Se trata de una serie de derivados
bifenolicos que partiendo de la estructura més sencilla del p’-metildifenol va
adquiriendo complejidad estructural mediante el incremento en longitud de las
cadenas de sustituyentes en el carbono central del esqueleto bifentlico. La actividad
hormonal estrogénica de estos compuestos ha sido estudiada por nuestro grupo de
trabajo (Olea y cols., 1996; Olea y cols., 1998; Pérez y cols., 1998, Pulgar y cols,
1999), que ha confirmado hallazgos previamente publicados en la literatura cientifica
(Dodds y Lawson, 1936).

Pues bien, con este grupo de bisfenoles hemos programado una serie de
protocolos experimentales cuyo objetivo fue analizar, en idéntico rango de
concentraciones cada uno de los compuestos quimicos identificados como
xenoestrogenos en los diferentes bioensayos de estrogenicidad. Los resuitados,
presentados anteriormente (tablas 4.12 a 4.30 y figuras 4.12 a 4.29) merecen a

nuestro juicio un comentario detallado.

Las observaciones recogidas en las tablas y figuras indicadas sugiere que, con
una cierta variacion, todos los ensayos son igualmente eficaces y que cualquiera de
ellos podria ser utilizado en el desarrollo del biomarcador de exposicion, puesto que

todos los tests “identifican” la estrogenicided de los compuestos. Tres son los
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aspectos que se han considerado para comparar entre si las propiedades de los

ensayos descritos:

1) La concentracion minima de cada uno de los compuestos capaz de elicitar
una respuesta estrogénica (Potencia).

2) La similitud de dicha respuesta, en términos de actividad, respecto de la
desencadenada por el estradiol (Eficacia).

3) La amplitud del rango de respuesta en el bioensayo para el estrogeno
natural y para los agonistas estrogénicos con objeto de discernir entre agonismo total
y parcial.

En principio, es interesante considerar que no todos los derivados bifenolicos
fueron igualmente activos en la induccion de la respuesta estrogénica. En orden de
mayor a menor potencia estrogénica hemos podido clasificarlos en la forma siguiente:

1. Test E-SCREEN

MMS > MM4 > MM2, MM3, MM6, MM7 > MM1 > MM8, MM9
2. Test MVLN

MMS5 > MM3, MM4, MM6, MM7 > MM1, MM2, MM8, MM9

3. Test proteina pS2

MMS5 > MM3, MM6, MM7, MM4 > MM 1, MM2, MM8, MM9

4. Test ARNm de pS2

MMS > MM7, MM4, MM3 >MM6 > MM 1, MM2, MM8, MM9

Es posible observar en el primer analisis la coincidencia entre la potencia
estrogénica en términos de ordenacion por actividades, pero es ain mas interesante
para este estudio entender que no todos los ensayos son igualmente efectivos para dar
una respuesta en ui mismo rango de concentraciones. Asi por ejemplo, el producto
de mayor “estrogenicidad” (MMS en ei E-SCREEN), da una respuesta total,
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equivalente a la del estrogeno natural, a una concentracion 10 nM. Esta respussta de
agonista total es también evidente a una concentracion 100 nM en el ensayo MVLN
al igual que ocurre en el test de expresion de la pS2 y del ARNm de esta proteina. De
igual modc, el bisfenol MMS, que tiene la particularidad de incluir un grupc ceténico
en ¢l carbono central, lo que le confiere unas especiales caracteristicas en cuanto a
rigidez estructural, polaridad y la ausencia de efecto “bulky” que dan las cadenas
largas centrales (Pérez y cols., 1998), es uno de los compuestos de menor actividad
hormonal estrogénica en los cuatro ensayos considerados.

En términos generales, el analisis de la amplitud de la respuesta sitia al test
E-SCREEN en un lugar privilegiado. Frente a un rango de efecto que alcanza un
factor de 6, en el ensayo de proliferacion, éste se reduce a tan sélo un valor de3en
el caso de la induccién de la proteina pS2. La razon de esta “caida” puede estar
justificada por el propio disefio metodolégico del test. De una parte, porque los
valores de pS2 se expresan en concentracion de proteina (ng) por millén de células
en el cultivo (de esta manera se “corrige” por el crecimiento de la poblacion celular
durante el tiempo de subcultivo). En segundo lugar, porque la medida de la proteina
se realiza de forma estandar tras seis dias de subcultivo, lo que permite inferir que las
diferencias entre grupos celulares tratados y no tratados serian mas evidentes si ésta
se cuantificara de forma mas precoz.

Por otra parte, la medida del ARNm de pS2 puede ofrecer informacién
complementaria de utilidad. Asi, en el protocolo de medida del ARNm, las tasas de
expresion del gen tras 24 horas de exposicion hormonal alcanzan valores diez veces

superiores (10x) a los niveles basales, cuando aiin no se ha producido un efecto neto
sobre Ia proliferacién celular. De hecho, las concentraciones de proteina en el medio
extracelular se incrementan por un factor superior a veinte, aunque dicho factor

merma de modo importante cuando se corrigen los datos por el crecimiento de la
poblacion celular,
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El altimo de los ensayos de expresion génica, el test MVLLN, ofrecio un rango
de respuesta muy bajo en el que no se alcanzaron efectos superiores a 3-3,5 sobre el
nivel de expresion basal. Este es un ensayo rapido que necesita tan solo 24 horas de

exposicion hormonal y que permite la mecanizacion. Estas dos caracteristicas lo
podria convertir en el test de eleccion para la busqueda de un biomarcador de
exposicion estrogénica. Cabe preguntarse, entonces, el porqué de nuestro empefio en
conseguir una buena amplitud en el rango de respuesta. La razén fundamental para
ello ha sido la necesidad de encontrar un test que identifique no solo respuestas
hormonales totales (agonismo total) sino también respuestas intermedias(agonismo
parcial). Si l« amplitud de la respuesta es pequefia, las diferencias entre las medias de
los grupos control y los casos han de ir acompaiiadas de una desviacion estandar y
un error minimo para que sea posible distinguir entre respuestas parciales de “no
efecto” y de efecto total 0 maximo. A este respecto, el ensayo E-SCREEN y el
bioensayc basado en la expresion del ARNm de pS2 pueden considerarse optimos.

Analizando de forma global los resultados de los ensayos ha sido posible
encontrar asociaciones de concordancia entre entidades presumiblemente
dependientes. Asi por ejemplo, el coeficiente (r) de correlacion entre Ia expresion de
pS2 total (cuantificada en el medio extracelular sin ajuste por el niimero de células),
es superior a 0,840 cuando se compara dicha expresion con la respuesta proliferativa
en el ensayo E-SCREEN y con el resultado del test MVLN. La correlacion es algo
peor cuando se compara la expresion ARNm de pS2 y la medida de la proteira pS2
(discrepancia que puede estar mediatizada por factores de orden metodolagico, como
se ha comentado anteriormente). Es importante destacar, por Gltimo, el hallazgo de
ajustes intermedios (r=0,748) en la comparacién de los resultados obtenidos mediante
los tests E-SCREEN y MVLN. Esta observacion tiene cierto interés, dado que el test
Je células transfectadas es ¢! que ha sido propuesto con més ahinco como alternativa
al test de proliferacion (Andersen y cols., 1999) sin que se hayan explicitado bien las
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razones para ello.

Debe hacerse notar, por otro lado, el considerable esfuerzo realizado en este
trabajo para transformar un biomarcador de exposicién tipo dosis interna en un
marcador de equivalencia biologica y efecto. En este sentido, hemos sido muy cautos
en la definicion de los equivalentes estradiol, unidad en la que se expresa la actividad
hormonal estrogénica de los extractos analizados en el bioensayo de estrogenicidad,
debido al cardcter original de esta aproximacién, sin antecedentes en estudios
epidemiol6gicos de xenoéstrogenos y cincer de mama.

En resumen, el bioensayo E-SCREEN presenta cualidades que lo hacen el test
de eleccion para ensayos de estrogenicidad, tanto por razones de sensibilidad y
especificidad como por la amplitud del rango de respuesta obtenido. Esto no quiere
decir, sin embargo, que no sea posible mejorarlo y llegar, en un futuro préximo a la
estandarizacion de un bioensayo tan preciso como el E-SCREEN pero con una
diminucion sensible de su tiempo de ejecucion.

Pesticidas organoclorados y cdncer de mama

Los estudios epidemiolégicos orientados hacis la bisqueda de una asociacion
entre la exposicion a disruptores endocrinos y el riesgo de padecimiento de cancer
de mama son, hasta el momento, poco numerosos, si &s que hemos de buscar una
palabra Gnica para definir la situacion actual. La mayor critica que puede formularse
a tales estudios epidemiologicos es que, en su mayoria, se han limitado a estudiar la

exposicion humana a uno o unos pocos compuestos organoclorados. Esta
aproximacion es claramente insuficiente si se considera la gran variedad de sustancias
quimicas presentes en el medio ambiente que entran dentro de la clasificacion quimica

de organoclorados (cuyo nimero se aniplia de forma considerable si se tiene en
cuenta el conjunto de los disruptores endocrinos dotados de poder estrogénico). Por
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esta razon, creemos que los estudios disefiados para investigar la relacion existente
entre la exposicion a un unico compuesto quimico (pesticida organoclorado), y el
riesgo de padecimiento de cancer de mama que han concluido negativamente
deberian limitar dicha conclusion, de forma exclusiva y precisa, al compuesto
ensayado en lugar de extender la conclusién al conjunto de todos los pesticidas
organoclorados y a los xenoestrogenos.

Lo cierto es que desde mediados de los afios ochenta, la atencion de los
investigadores se ha dirigido hacia determinados compuestos quimicos, bien porla
frecuencia de su empleo, bien por la cantidad utilizada o bien por la generalizacion de
su empleo. Este lugar lo ocupan, sin lugar a dudas, el DDT, sus derivados y
metabolitos y el grupo genérico de los PCBs.

En principio, se pueden aducir tres razones de orden cientifico para justificar
la atencion tan pormenorizada prestada a estos dos grupos de organoclorados:

1. Se trata de compuestos bioacumulables en tejido graso, detectados e la
leche humana y, por lo tanto, presentes “in situ” en el tejido mamario.

2. Algunos de ellos tienen actividad hormonal estrogénica, es decir entran en
el grupo genérico de disruptores endocrinos.

3. Los productos de su metabolismo constituyen entidades quimicas altamente
reactivas, algunas de las cuales tiene afinidad por el ADN intranuclear, por lo que

pueden ser considerados carcinégenos potenciales.

Estas razones explican, por si solas, que los estudios centrados en la medida
de ia exposicién humana a organoclorados se hayan limitado a estos compuestos
quimicos (destacando particularmente en la literatura las medidas en sangre y grasa
mamaria de DDT/DDE), pero no pueden justificar que las conclusiones obtenidas se
hayan generalizado pura el conjunto genérico de organoclorados (Olea y cols., 1995;
Olea y cols., 1999). De hecho, han sido estas generalizaciones las que més han
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movido la opinion publica, y condicionado el trabajo de cientificos y de investigadores
clinicos que, poco = poco, han ido tomando unas posiciones mas o menos enfrentadas
a dicha tesis (Ahlborg y cols., 1995; Ashby y cols., 1997).

Muchos de los trabajos referidos se han limitado, en efecto, a l2 medida de la
exposicion interna, cuantificando los niveles circulantes en sangre de DDT/DDE en
pacientes afectas de cancer de mama y en pacientes apareadas en cuanto a edad y
otras variables significativas utilizadas como grupo control. De este conjunto de
trabajos, tan solo el presentado por Wolff en la serie de cancer de mama de
Manhattan encontr una asociacion significativa entre los niveles de DDE y el riesgo
de padecimiento de cincer de mama (Wolff y cols., 1993). Estudios posteriores
realizados por Krieger, Hunter y Helzlsoure (Krieger y cols., 1994; Hunter y cols.,
1997, Helzlsoure y cols., 1999) no han podido confirmar estos resultados y parecen
indicar, de forma convincente, que la concentracién de DDT y sus derivados en
sangre circulante, medida con anterioridad al desarrollo de la enfermedad tumoral o
en ¢l momento del diagnostico clinico, no es un factc . de riesgo para el desarroilo de
la enfermedad tumoral maligna. En realidad, en més de una ocasion, se ha encontrado
una asociacion inversa, aparentemente paraddjica, en virtud de la cual las enfermas
afectas de cancer mamario presentan los niveles mas bajos de DDT y PCBs (Hunter
y cols., 1997, van't Veer y cols., 1998, Heizlsoure y cols., 1999).

No obstante su importancia, la lectura de estos hallazgos ha sido hecha de
forma algo simplista. De una parte, pcrque no se ha recalcado suficientemente la alta
exposicion existente entre la poblacion general (se caracteriza por una alta frecuencia
de individuos expuestos y tasas de residuos de pesticidas asimismo elevados). En

segundo lugar, porque se han extendido las conclusiones al resto de los

organoclorados ignorando la existencia de otros compuestos quimicos con igual
valor en cuanto a exposicion, concentraciones y efecto biologico y sin haber
investigado las interacciones de tales compuestos entre si y con las hormonas




ovaricas.

El analisis de los datos de acumulacién, especialmente DDT/DDE en el tgjido
adiposo puede ofrecer alguna informacion adicional a la hipotesis medio ambiental del
cancer de mama. Efectivamente los resultados de los estudios epidemiolégicos
basados en la utilizacion del tejido graso como fuente de medida parecen ser algo mas
convincentes en la demostracion de la citada hipotesis. Por ejemplo, el DDE parece
estar un 50% mas elevado en el tejido graso mamario de las enfermas afectas de
cancer y el riesgo relativo para las pacientes con concentraciones mayores del
compuesto es asimismo mayor (Falck y cols., 1992). El riesgo se incrementa, por otra
parte, cuando se determinan los niveles de DDE en pacientes con tumores positivos
para el receptor estrogénico (Dewailly y cols., 1994; Pujol y cols., 1994; Dewailly y
cols., 1997).

No ha sido objetivo del presente trabajo definir los factores de riesgo en la
serie de pacientes analizada ni valorar el peso de la carga estrogénica entre los
factores de predisposicion tumoral. Nuestro objetivo ha sido desarrollar, y
estandarizar una metodologia para estimar carga estrogénica que pueda aplicarse de
forma rutinaria en los estudios epidemiologicos como marcador de exposicion. No
obstante, en la investigacion realizada hemos abordado la problematica de la
exposicion a pesticidas organoclorados tratando de recoger la mayoria de las
recomendaciones enunciadas en los analisis de Ia bibliografia publicada (Wooodruff
y cols., 1994; Ahlborgh y cols., 1995; Longnecker y cols., 1997). Por esta razon:

1. Se ha extendido la medida de los residuos de organoclorados a una serie
de 16 compuestos de interés por su clasificacién como xenoestrégenos.

2. Se ha utilizado el tejido graso tomado en el acto operatorio para la
identificacién y cuantificacion de los organoclorados acumulados, bejo la premisa de
que este compartimento orgénico puede informar sobre la exposicion historica de un




individuo.

En principio, en ¢! trabajo se han abordado aspectos metodolégicos. Como
los compuestos organoclorados son moléculas de ficil determinacién por
cromatografia de gases, se ha utilizado esta técnica, que incluye un detector de
captura de electrones. Para una mayor resolucién en la separacion de los componentes
de las mezclas problema se ha utilizado una columna capilar de 30 m de longitud. Las
condiciones de analisis cromatogréfico descritas en el apartado correspondiente, son
originales y se han desarrollado y validado especificamente por nuesiro grupo de
trabajo para el anilisis de los productos que se han considerado de interés.

Se ha prestado especial interés al estudio de la reproducibilidad de la técnica.
Para ello se ha inyectado repetidamente una muestra preparada a una concentracion
situada en un punto medio de la curva de calibrado para cada compuesto quimico. La
amplitud de las desviaciones estindar obtenidas demuestran el acierto de la
metodologia desarrollada.

En segundo lugar y con objeto de que el anlisis cromatografico sea
cuantitativo se ha seguido el método del patron interno. Para ello se ha seleccionado
un compuesto quimico cuyas caracteristicas analiticas permiten un comportamiento
similar al de las moléculas a analizar, con un tiempo de retencion situado en un punto
intermedio del cromatograma realizado con las sustancias problema, con una elevada
calidad analitica y un grado de pureza superior al 99%.

Entre los distintos patrones ensayados el mas adecuado la pp'-
diclorobenzofenona, un compuesto similar  las moléculas objeto del estudio que no
se p‘wdeeolﬁduumpesﬁcidaorganoclomdnympmdectomog&ﬁco
como es el caso de las moléculas que nos ocupan (Brotons, 1994). La
reproducibilidad de los resuitados obtenido para el patron interno fue excelente,
habiéndose encontrado un buen ajuste en la curva de calibrado (r = 0,988) para un
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rango de concentraciones comprendidas entre 0,03 y 1,5 pug/ml.

En tercer lugar, la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion
de los compuestos a estudiar se ha establecido de acuerdo con MacDougall (1980)
y Long y Wineffordner (1983), situandose el limite de deteccién en torno a 1 ng/ml
para las sustancias patron y el limite de cuantificacién queda comprendidc entre 1 y
25 ng/ml.

Por ltimo, para la realizacion de las curvas de calibrado y el cilculo del
factor de respuesta se utilizo la técnica del patron inteno de acuerdo con la
metodologia descrita precedentemente. Los valores del ajuste lineal de los datos
experimentales han puesto de manifiesto la precision del métedo desarrollado.

Los pesticidas organoclorados y los metabolitos que se seleccionaron para el
estudio en este trabajo fueron lindano, aldrin, dieldrin, endrin, mirex, DDT y
metabolitos y endosulfin y metabolitos, lo que hace un total de 16 compuestos, un
nimero a todas luces considerable de pesticidas. Todos ellos eluyeron en tiempos de
retencion comprendidos entre 7,9 y 15,6 minutos, estableciéndose un tiempo total de
30 minutos para el analisis completo, lo que significa un tiempo de cromatogratia
optimo para su aplicacion continuada.

Una vez obtenidos los cromatogramas correspondientes y cuantificados los
niveles de pesticidas, se procedi6 a la expresion de los resultados en funcion del
contenido en grasa de las muestras de tejido adiposo. Es cierto gue esto supone un
trabajo adicicnal, pero hemos querido referir el contenido de pesticidas a la cantidad
de grasa en lugar de al peso (0,2 g) de las muestras de tejido. La existencia de
muestras de diferente origen, grasa mamaria y grasa abdominal, supone admitir
muestras de tejido con diferente contenido en fraccion grasa, debido a la diferente
composicion proporcional de los distintos tejidos del organismo (Woodruff'y cols.,
1994).
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Afortunadamente para el desarrollo dei presente estudio trabajos previos han
demostrado que, en lo que a residuo de pesticidas se refiere, el contenido de
pesticidas organoclorados en grasa humana es idéntico e independiente del sitio de
extraccion de la muestra (Kohlmeier y Kohlmeier, 1995). De hecho, los estudios
epidemiolégicos realizados hasta el momento han medido tanto grasa mamaria como
grasa abdominal o ghitea (van't Veer y cols., 1997, Dewailly y cols.,1997).

Los pesticidas identificados en las 200 muestras analizadas en el curso de la
investigacion han presentado concentraciones muy varisbies que van desde no
detectados a niveles superiores a 1000 ng/g lipido. La distribucién de los distintos
pesticidas en las muestras fue totalmente aleatoria.

La persistencia del 0,p’-DDT y del p,p’-DDT se ha estimado en tomo a los
siete afios en seres vivos y se han sugerido tiempos aiin mayores para el metabolito
pp-DDE (Lognecker y cols., 1997), por lo que no sélo los productos de exposicion
sino tambien los metabolitos deben ser considerados en todo tipo de estudios en los
que se evalie el peso de los organoclorados.

En el 100% de las muestras analizadas se confirmé la presencia de p,p’-DDE,
con un valor medio para los casos de 420,5 + 311,8 ng/g de grasa. El 13% de las
muestras presentaron valores superiores a 800 ng/g de grasa, el 28 % valores
comprendidos entre 400 y 800 ng/g y el 59 % restante concentraciones inferiores a
400 ng/g pero por encima de los limites de deteccion del método analitico utilizado.
Para los controles, el valor medio de p,p’-DDE se situ6 en 410,4 + 313,4 ng/g de
grasa. La distribucion de las concentraciones fue las siguientes: un 11% present6
valores superiores a 800 ng/g, 31 % ofrecieron valores comprendidos entre 400 y 800
ng/g de grasa y 58% valores de DDE inferiores ¢ 400 ng/g de grasa. La presencia
constante del metabolito p,p’-DDE en la grasa corporal ha sido confirmada por otros
autores (Stellman y cols., 1997.; Krauthacker y cols., 1998).
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En nuestro trabajo, el 0,p’-DDT tuvo mayor presencia en el nimero de
muestras de casos que de controles siendo el porcentaje de muestras positivas mayor
el encontrado para el p,p’-DDT, hecho en consonancia con observaciones previas
(Woodruff'y cols., 1994; Ahlborg y cols., 1995). En el estudio de los controles se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas al comparar frecuencia de
aparicion de o,p"-DDT y p,p’-DDT. Sin embargo, esta diferencia no fue tan clara al
comparar los resultados encontrados para los casos. Por su parte, el metabolito 0,p’-
DDD apareci6 en un 35% de los casos y un 40% de los controles.

Segin diversos investigadores (Dong y cols., 1999; Ahlborg y cols., 1995) es
interesante Ia relacion que pueda establecerse entre las concentraciones de DDT y su
metabolito DDE. En este sentido, valores bajos del cociente DDT/DDE indican una
exposicion cronica y antigua al pesticida, probablemente relacionada con la cadena
alimentaria, aunque no pueden descartarse otras fuentes de exposicion igualmente
importantes como la manipulacion y empleo de estos pesticidas en la lucha directa
contra los insectos, ya que nuestro trabajo incluye un grupo de poblacion adulta y
hasta los afios 70 no se prohibi6 el uso indiscriminado de estos compuestos.

Por otra parte, la mezcla comercial del DDT habitualmente empleada presenta
cantidades variables de estos derivados de los cuales &l p,p’-DDT supone hasta un
77% del total, y el metabolito p,p’-DDE hasta un 4%. En definitiva, bien sea por el

metabolismo del DDT, bien por la participacion de sus isémeros y metabolitos en la
mezcla comercial, lo cierto es que la frecuencia de DDE en tejido adiposo es alta. De
acuerdo con nuestros resultados y con los estudios publicados hasta el momento,
existe una tendencia a la disminucion de la relacion DDT/DDE con la edad, lo que
indica una exposicion crénica al pesticida.

Algunos trabajos epidemiologicos han explorado el riesgo de cancer de mama
ligado a la exposicion a otros compuestos organoclorados distintos de DDT y sus
metabolitos. A este respecto, el residuo elevado de B-hexaclorobenceno (Mussalo-
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Rauhamaa, y cols., 1990; Heyer y cols., 1998) se ha asociado con dicho rirsgo, al
igual que ha occurrido con los niveles de clorodibenzo-p-dioxina (Safe y co's., 1991,
Hardelly cols., 1996). Mas recientemente, esta asociacion ha demostrad » poseer una
alta significacion estadistica cuando los organoclorados considerados son el dieldrin
(Hoyer y cols., 1998) y el mirex (Moysich y cols., 1997) y ajusta con una serie
concreta de variables entre las que destacan la nuliparidad y el no haber lactado.

Junto a estos pesticidas hemos incluido en nuestro estudio algunos otros
compuestos de gran interés por el uso actual y la popularizacién de su empleo. Tal
es el caso del ciclodienc endosulfin, compuesto de estrogenicidad reconocida en
diferentes modelos (Soto y cols., 1995; Andersen y cols., 1999).

No es correcto referirse al pesticida endosulfan de forma genérica debide a
que en su composicion participan una mezcla de isomeros y metabolitos
proporcion variable. La mezcla comercial est4 formada por los isémeros Iy IT con un
70% del primero frente a un 30% del segundo. El endosulfin I es més persistente que
el endosulfin II. La persitencia media del primero puede ascender hasta los 800 dias
frente a 60 dias sélo del isémero II, posiblemente por una degradacion aerobica del
endosulfin IT a endosulfin I (Doong y Lee, 1999). Su metabolismo en seres
superiores implica su transformacién hacia formas mas hidrosolubles, siendo el
endosulfan sulfato el metabolito principal, aunque una segunda via de interés es su
transformacion en endosuiféin- éter, metabolito en equilibrio con endosulfin-diol. Lo
cierto es que debido a su alta lipofilidad todos los compuestos anteriores se
almacenan en tejido adiposo, excretindose algunos de ellos en la fracciongra . la
leche de los mamiferos y su presencia se ha constatado en ia orina de individuos
expuestos (Craan y Haines, 1998; Atuma y cols., 1998).

En consonancia con la informacién publicada por otros autores, nuestros
datos demuestran mayor frecuencia del isomero I en las muestras analizadas que del
isdmero II. Asi el endosulfin I se encontr6 en 17% de los casos y 32% de los
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controles, mientras que el endosulfan II apareci6 en el 12% de los casos y 19% de los
controles. Los metabolitos buscados arrojan variaciones similares en la frecuencia de
aparicion, de tal forma que es ligeramente superior 1a frecuencia en los controles, si
bien la concentracion es superior en los casos.

Lainterconversion de los demis pesticidas en sus metabolitos puede explicar,
la presencia de uno u otro derivado en las muestras analizadas, como es el caso de
aldrin y dieldrin o los derivados del lindano. La presencia de dieldrin fue mayor, por
otra parte, en los casos que en los controles. S6lamente en cinco muestras de casos
y en cinco muestras de controles se ha detectado la presencia de mirex.

La comparaci6n entre las medias observadas en los casos y controles, para un
intervalo de confianza del 95% ha permitido establecer diferencias significativas,
siendo més elevados, en las muestras procedentes de enfermas afectas de cancer de
mama los valores medios de los siguientes pesticidas: aldrin, p,p’-DDT, endosulfin
-lactona, endosuifin-diol, endosulfén I y endosulfén-sulfato. Igualmente estuvieron
mas elevados pero sin alcanzar significacion estadistica los valores encontrados en los
casos para endosulfan- éter, p,p’-DDE, metoxicloro y mirex. Por el contrario, fueron
mas elevados y con significacion estadistica los valores medios encontrados en los
controles para los siguientes productos: lindano, dieldrin, endrin, endosulfan Iy 0,p’-
DDT. El analisis de la frecuencia de aparicion de los pesticidas en las distintas
muestras ha permitido estimar que los pesticidas estudiados a excepciondel 0,p -DDT

y dieldrin se encuentran con mayor frecuencia en controles que en casos.

El nimero de pesticidas ensayados en otros trabajos en tejido adiposo, suero
y leche es bastante limitado. Habitualmente, se determinan el DDT y sus metabolitos
junto con algunos PCBs. En ocasiones se ha resefiado lindano, dieldrin, mirex o

endosulfin. Pero en ninguna ocasion se ha encontrado en la bibliografia para estudios
sobre medios biologicos humanos une bateria de pesticidas tan amplia como la
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analizada en este trabajo. Lo cierto es que, independientemente del pesticida
analizado, los valores obtenidos por nosotros se encuentran en el mismo rango de
concentracion que los hallados por los autores consultados (Tite y cols., 1982;
Okond’Ahoka, 1984; Guy y cols., 1986; Frank y cols., 1988; Williams y cols., 1991;
Dewailly y cols., 1994; Lépez-Carrillo y cols., 1996; vant'Veer y cols., 1997;
Weistrand y cols., 1997; Giites y cols., 1998).

Las observaciones anteriores no dejan de ser inquietantes, toda vez que
nuestros resultados confirman la alta exposicion de la poblacién de estudio a
sustancias quimicas medio ambientales con efecto hormonal. Si bien en mis de un
caso cabe el recurso fiicil de admitir que la exposicion actual a determinados
pesticidas es significativamente menor a la ocurrida en tiempos pasados, s necesario
recordar (nuestro trabajo lo pone de manifiesto) que la exposicion interna a algunos
pesticidas de uso actual, que no estin restringidos y cuyo empleo, en términos, de
volumen y extension, alcanza las més altas cotas en la clasificacién comercial, es
ciertamente preocupante.

En resumen, seis de siete estudios de tipo caso-control realizados en pacientes

con céncer de mama han encontrado niveles similares o ligeramente inferiores de

DDE en los casos al compararios con los provenientes de controles apareados
(Helzisouer y cols., 1999). Por otra parte, en cuatro de seis estudios se ha encontrado
que ¢l residuo de PCBs estaba significativamente mas elevado en los casos que en los
controles. Mayor riesgo de céncer de mama se ha asociado con los niveles de dieldrin
(Hoyer y cols., 1998), clorodibenzo-p-dioxina (Hardell y cols., 1996), PB-
hexaclorobenzeno (Hoyer y cols., 1998) y mirex (Moysich y cols., 1997).
Tomados en conjunto todos los datos experimentales acumulados, parece
legitimo pensar que la hipétesis de la influencia de los organoclorados con actividad
hormonal estrogénica en el desarrollo del cincer de mama, si bien no confirmada no
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debe ser descartada. Para su verificacion o refutacién han de ser explorados, a nuestro

juicio los siguientes aspectos:

1) De una parte, se trata de ampliar el mimero de compuestos evaluados en
los estudios caso-control y estudiar el efecto acumulativo de los diferentes
organoclorados bioacumulados en el tejido graso.

2) Por otra parte se deberia investigar hasta que punto el tejido adiposo se
comporta 0 no como un reserverio de liberacion loco-regional o sistémica de
compuestos con actividad hormonal que pueden actuar en momentos criticos del
desarrollo del tumor mamario.

En cualquier caso, parece probado que no hay un beneficio real ligado a la
medida individualizada de compuestos como DDT/DDE y algunos pocos PCBs en
muestras de enfermas afectas de tumores mamarios, y que el progreso, en este campo,
debe orientarse tanto hacia la extension de los estudios de nuevos compuzstos
quimicos como hacia la investigacion de los efectos de combinaciones de diferentes
xenoestrogenos, en lugar de la estimacion de la concentracion interna de compuestos

aislados.

En resumen, el presente trabajo avanza algo mas en la hipétesis que liga
xenoestrogenos y cancer de mama puesto que se ha obtenido la evidencia cientifica
suficiente para: 1) afirmar la alta exposicion medio ambiental existente a
organoclorados, 2) demostrar la estrogenicidad de estos compuestos y 3) posibilitar
la medida de la activiiad estrogénica del conjunto de compuestos bioacumulados.

En nuestra opinion, resuita necesario, por Gltimo, insistir en una cuestion
reiteradamente mencionada en este trabajo: del mismo modo que es insuficiente, para
estimar la exposicion a organoclorados limitarse a la medida del residuc de DDE en
el interior del organismo expuesto, creemos que se comete un error si se reduce la

medida de la exposicion a xenoestrogenos al campo de los crganoclorados. Una y
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otra nocién nacen de la propia inquietud que nos ha producido la profundizacion en
el conocimiento de los disruptores hormonales. No debe ser una sorpresa, hoy dia,

para nadie saber que cerca de quinientas moléculas de muy diferente estructura
quimica, propiedades y usos se han catalogado como disruptores endocrinos. La
DGXI de la Unién Europea en una reunién e Mayo de 1999 hizo su primer censo
de sustancias quimicas, contaminantes medio ambientales con actividad hormonal in
vivo e in vitro. Esto quiere decir que la investigacion sobre la hipétesis medio
ambiental del cancer de mama exige aiin mucho mas trabajo experimental y que es tan
sélo con un mente abierta y el desarrollo de protocolos rigurosos como se podra
abordar un problema tan importante.
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VL CONCLUSIONES

1. La metodologia mixta quimico-biolégica desarrollada en el presente estudio
ha resultado ser adecuada para la extraccién de los xenobidticos estrogénicos

contenidos en tejido adiposo, separarios de los estrégenos ovéricos y determinar su
actividad en un ensayo especifico de medida de la estrogenicidad. De hecho, €l 86 %
de las 200 muestras de tejido adiposo procesadas presentaron una respuesta
cuantificable en el test de estrogenicidad.

2. Todos los pesticidas organoclorados estudiados a excepcion del mirex han
sido clasificados bajo el epigrafe de xenoestrogenos, puesto que ensayados mediante
el test de estrogenicidad E-SCREEN indujeron una respuesta proliferativa positiva.
El o,p’-DDT se comporté como agonista total, mientras que el resto de los pesticidas
estudiados se comportaron como agonistas parciales con eficacia proliferativa situada
entre 25% y el 75%.

3. Utilizando un grupo de xenoestrogenos bien caracterizado, los bisfeaoles,
se han evaluado las propiedades y caracteristicas de cuatro ensayos de estrogenicidad:
test de proliferacion E-SCREEN, expresion de la proteina pS2, expresion del ARNm
de pS2 e induccion del enzima luciferasa en células transfectadas, basados todos ellos
en el empleo de la linea celular de cincer de mama MCF-7. De tales ensayos, ¢l test
E-SCREEN ha mostrado condiciones optimas pari ser utilizado como biomarcador
de actividad estrogénica, dado que los compuestos quimicos ensayados
desencadenaror: la proliferacion celular a concentraciones muy bajas. La amplitud de
Ia respuesta observada en el ensayo E-SCREEN ha permitido, ademés, distinguir y
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similares para casos y controles. No obstante, la frecuencia de positividad en el
ensayo ha permitido establecer diferencias significativas pars el valor de la carga
estrogénica de la fraccion alfa que ha resultado ser superior en los casos respecto a
los controles. A nuestro juicio, la utilizacién de este marcador de exposicion/efecto
constituye un instrumento sumamente util en estudios epidemiolégicos de céncer de

mama,

7. Aunque la hipétesis de relacién entre la exposicion a compuestos
organoclorados y desarrollo ulterior de cincer de mama no haya podido ser verificada
en el presente estudio, la multitud de sustancias quimicas, contaminantes medio
ambientales, catalogados como disruptores endocrinos por su actividad hormonal, a
los que se encuentran expuestos, hoy dia, los seres humanos y la incidencia creciente,
en la sociedad occidental, de cancer mamario obligan a proseguir las investigaciones
encaminadas a tal fin.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS

Au: Area del producto

Ao: Area del patron interno

BADGE: Diglicidil éter de Bisfenol A

BFA: Bisfenol A

BisGMA: Dimetacrilato del diglicidil eter de Bisfenol A
BisDMA: Metacrilato de Bisfenol A

CDHuS: Suero humano tratado con carbon dextrano
CG/DCE: Cromatografia de gases/ Detector de captura de electrones
CV: Coeficiente de variacion

Desv estandar (o): Desviacion estandar

DES: Dietilestilbestrol

DME: Medio de cuitivo Dulbecco minimo esencial
DME-RF: Medio de cultivo Dulbecco minimo esencial sin rojo fenol
D.O.: Densidad optica

E,: Estradiol-17

EDCs: Disruptores endocrinos

Eeq: Equivalente estradiol

EEM.: Error estandar

Endo-éter: Endosulfén-éter

Endo-lactona: Endosulfan-lactona

Endo-diol: Endosulfan-diol

Endo I Endosuifan I

Endo II: Endosulfin II

Endo-sulfato: Endosulfin-sulfato

EPR: Eficacia proliferativa relativa

ER: Error relativo

ERE: Elemento de respuesta estrogénica

F: Factor de respuesta

FBS: Suero bovino fetal




Fig: Figura

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
HuS: Suero Humano

IC: Intervalo de confianza

Min: Minuto

MM1: 4,4’ -etilidendifenol

MM2: 1,1-bis(4-hidroxifenil)propano

MM3: 2,2-bis(4-hidroxifenil)butano

MM4: 3,3-bis(4-hidroxifenil)pentano

MMS: 4,4-bis(4-hidroxifenil)heptano

MME6: 2,2-bis(4-o-metilhidroxifenil)propano
MMT7: 2,2-bis(4-hidroxifenil)1,1,1,3,3,3-hexafluoropropano
MMS8: 4-hidroxifeniicetona

MM9: 2,2-bis(4-hidroxifenil)propanol.

OR: Odds ratio

PI: Patron interno

PPR: Potencia proliferativa relativa

RBA: Relative binding affinity

RE: Receptor estrogénico

RU: RU 58668

SRB: Sulforrodamina

TR: Tiempo de retencién

UV: Detector ultravioleta

X: Media
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s6lo serdn utilizados para la realizacién del Estudio)
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(Ha sido previamente informada del estudio? l;l

Nombre
ler Apellido
2° Apellido
Fecha de Nacimizato

Municipio de Residencia

N de aiios que lleva viviendo
Direccién
Teléfono
Estado civil

Soltera (1] ~ Casada[Z]  Viuds, separada [3] Owos @]  NSNC (0]
Nivel de escolaridad alcanzado

No sabe leer/escribir{]] Sabe leer/escribir Grdo. Esc/Est. Prim. 3]
Bachiller Elemental |4 Bachiller Superios/FP Titulado Medio
Titulado Superior NS/NC .

Ocupacidn actual

Motivo de no participacién
No quiere[1] Defuncién durante la intervencion [2] Otros (3]

(Ha sido previamente informada del estudio?
(en caso negativo o duda, informaric del mismo)

CARNCTERISTIOAS SOCIO - DENTOGRAFLOAS

Direccién:
Teléfono:
Nombre
1=. Apellido
2° Apeliido
iMe puede decir la fecha de'nacinﬁeqto?

{Cuil fué su municipio de nacimiento?

(Cuéntos afios ha vivido en...? , E]]

Este municipio esté en el &mbito: Rural (1]  Urbano [2]

Seguin acaba de decirme su municipio
de residencia actual es:

(78-115)

(116-124)

11 ;Cuéntos afios lleva viviendo en este municipio? Dj
12 Este municipio est en el 4mbito: Rural (0]  Urbano (2]

13 ¢Ha vivido en alg\in otro municipio?
(i mds de uso, elegir aquel en el que més aos ha vivido) @ @

Especificar aquel en ei que més ajos ha vivido, en el caso dz haberlo hecho en més de uno:




_ 14 Cuintos afioe ha vivido en este municipio? E1]
15 Este municipio esté en el dmbito: Rural (I]  Urbano (3}
16 (Cudl es su estado civil?
Soon(l] Cusa@]  Viods sepnde(d] Ovw[@  NsnNC(@

17 Cusl es el nivel de escolaridad que ha alcanzado? (clegir estudios terminados)

No sabe leeclescribir Sabe lecclescribir Graduado escolsr
Bachiller elemental Bachiller Titulado Medio
Titulado Superios NS/NC

18 ;Cuél es su actividad actual?
Activa econ. (trabaja) Desempleada/parada
Jubilada Estudisnte
Otros NS/NC

19 ;Cuél es su ocupacién actual?

;Hadmpeﬁndonbhmdemvﬂn,algmdamoewr

20 Agricultura I @ @m

21 En caso afirmativo, bajo pldstico: @ @
A todos los que en la pregunta n° 20 han contestado ST
22 ;Haaplicado de forma continuada insecticidas? I;I @ @mc

23 En caso afirmativo, en la pregunta 22, ;qué n° de afios? ED

(si es menos de un afio anotar 00)

(Ha desempefiado & lo large de su vida, alguna de estas ocupaciones?

2% Enindustria nuclear: @ @ @mc

25 En case afirmativo, pregunta 24, n° de aiios: E]j
(si es menos de wn afio anotar 00)
26 En el campo sanitario: (radiologia, odontologfa) [;] @

27 En caso afirmativo, pregunta 26, n° de afios
(si es menos de un afio anotar 00)

28 Peluquerfa, esteticien:

29 En caso afirmativo, pregunta 28, n° de afios
(si es menos de un alio anotar 00)

30 Enindustria textil, seccién tintes:

31 En caso afirmativo, pregunta 30, n° de afios
(si es meacs de un afio anctar 00)

THS LORTAREPRODUC BIVA
32 ¢Recuerda a que edad tuvo la primera regla? ED
(NSNC =00) :

33 ;Tienc o ha tenido en los dos Gitimos meses la regla? I.'E} @

34 Solo si 33 es si. ;Cuéindo tavo la Gltima regla? . BEEERN
(el dfa que le bejé I regla NS/NC = 000000)

35 ;Ha tenido alguna regla en los dltimos 12 meses? @

36 Encasoafirmativo, ;Cufintas? TEl




En caso negativo, ;qué cdad tenfa cuando dejé de tener la regla?
Encasonegativo, g 6 regla o

1 Cémo considera que ha sido su regla entre los 20-40 afios?

Irrogular (a veces corta, a veces Reguiar (cada 21 dias 0 menos) |
Regular (cada 22-29 dfas) Regular (cade 30 dfas o mds) | Nsne[@)

39 (Haestado embarazada alguna vez? l;l IE mw
40 Hatenido algdn hijo nacido vivo? I}] @

41 Encaso afirmativo, ;cufintos hijos nacidos vivos ha tenido?

42 ;A qué edad tuvo el primero?

43 (A qué edad tuvo el dltimo?

Sélo para las que han tenido hijos nacidos vivos

44 ;Ha dado a alguno de sus hijos lactancia materna? I;l

45 ;Nimero total de meses que ha dado lactancia materna:
{sumar ndmero de meses que haya dado e cada hijo)

46 ;Hatenido algin hijo muerto? @ @
47 Encaso afirmativo ;Cuéntos hijos nacidos muertos ha tenido?
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48 ;A quéedad los tuvo?
(Si hay més de dos, anotar el primero y el dltimo)

-
-

¢ Ha tenido algiin aborto esponténeo o interrupcién del embarazo?

0™

En caso afirmativo, ;Cuéntos abortos ha tenido?
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& quéedad fos tuvo?
51 hay mds de dos. aotss el primero y 8l Bliiino)
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INTERVENCIONES OUIRTRGICAS,

;Le han quitado la matriz? I;J IE
En caso afirmativo, ;a qué edad?

H 8]

3
R

{Le han quitado uno o ambos ovarios? [y @ @Im
En caso afirmativo, ja qué edad?

ANTICONCTPLIVOS Y TERAPLY HORNMON A
56 ;Ha utilizado anticonceptivos orales? @ ] @m
57 En el caso de haber utilizado, ;a qué edad comenz6 a utilizarios? D:I

58 ¢Durante cufinto tiempo (en afios) los ha utilizado? I:D
(Si ha sido por periodos, sumar todos ellos)

59 ;Hautilizado algin otro tipo de anticonceptivo hormonal no oral?

§ B B

60 En caso afirmativo, jcudl ha utilizado?
(si dos 0 mds, elegir el mis frecueate)
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61 ¢Durante cuéintos afios ha utilizado ese mismo? Dj
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PRATAMIEN HOSUS PR TIVO CON TLORVONAS

e T T e o
62 gﬂ:gmadoybw%hl:nnmu(m?mylbpmwmén

63 (A qué edad comenz6 a tomarias?

64 ;Durante cufnto tiempo los ha tomado? (ea meses)
65 (Qué tipo de hormonas toma?

Viaoni [T] V(s intramuscular [Z] Cremas [J]
Nombre

66 Podria decimos cunto mide (encm.)?
67 Podrfadecimos cuéinto pesa (enkg.)?
68 (C6mo considera su peso actual, comparéndolo con el de hace 25 afios?

Mis bajo Unpoeomﬁbqio@ ME
Un poco mds alto Més alto NS/NC
+Con qué frecuencia come pescado y marisco, incluyendo pescado congelado?

Nunca Menos de 1 vez por semana a Una vez por semara
Dos veces por semana Mis de 2 veces por semana NS/NC

1 Qué tipo de pescado consume mds frecuentemente?

Pescado azul (sardinas, jurel, sulmonete, boquerén...)
Pescado blanco (pescadilla,...)

Indistintamente

NS/NC

Con qué frecuencia consume leche y productos licteos (no queso)?

Nunca

Dos veces por semana o menos

Mis de dos veces por semana, pero no todos los dias
Todos los dfas

NS/NC

i Qué contenido de grasa tiene?

Bajo (desnatada) Medio (semidesnatada)
Alto (entera) NS/NC

i Con qude frecuencia come queso?

Nunca Dos veces por semana 0 menos
Mis de dos veces por semana Todos los dfas NS/NC (0]

{Qué tipo de queso consume més frecuentemente?
Fresco E Curado o semicurado
Indistintamente NS/NC

{Con qué frecuencia come came?

Nunca Mznos de una vez por semaaa Ummwm@
Dos veces por semana Mis de dos veces por semana NS/NC

1 Qué tipo de carne consume mds frecuentemente?
Cerdo Vacuno/ovino/pollc/conejo [2
WWB NS/NC

{Con qué grasa cocina habitualmente?

Aceite de oliva Otros aceiies vegetales E
Indistintemente Grasa snimal NS/NC




iCon qué frecuencia come verduras?

Nunca Menos de una vez por semana
Dos veces por semana Mis de dos veces por semans

{Con qué frecuencia come ensaladas?

Nunca Menos de una vez por semana
Dos veces por semana Mis ds dos veces por semana

{Con qué frecuencia come frutas?

Nunca Menos de una vez por semana
Dos veces por semana Mis de dos veces por semana

¢Con qué frecuencia come huevos? (fritos, en tortilla, cocidos,...)

Nunca E Mmdemmp«mE Una vez por semana
Dos veces por semana M#s de dos veces por semana NS/NC

(Qué desayuna Vd. habitualmente?

¢Ha variado su dieta considerablemente en los Gltimos 12 meses? @ @ @m

En caso afirmativo, indicar en qué medida:

84 ;Haconsumido medicamentos 5ap3“°d°'°’ d“""d"s;' @ @ gmc

. Y

vitaminas o minerales en los 7 dias anteriores al ingreso

85 En caso afirmativo, indicar cules, (maximo 3)

Consumo de Tabaco
86 ;Fuma Vd. habitualmente?

Sf, fumo de forma habitual
Noﬁlm.pmmlolnchdefwmahobiqm

No fumo ni b= fumado antes (pasar 2 la siguiente seccién)
NS/NC

87 (A qué edad aproximada comenz6 a fumar de forma kabitual? [ ] |
Solo a los Ex-fumadores

88 ;A qué edad dejé Vd. de fumar? LT
A los fumadores habituales y ex-fumadores

89 ¢Cuéntos cigarrillos fuma/fumaba diariamente? t ]
Consumo de bebidas que contienen Alcobol

90 En la actualidad ;consume Vd, habitunlnwmglmosun'amporm)bebidu
que contienen alcohol, como vino, cerveza, etc.

Nunca Ocasional (celebraciones) Bebedor habimal  [J]
Antes bebla, ahora no NS/NC
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93 A aquéllas que en la pregunta n*20 han contestado 3 4 4

{Cuéintos vasos <¢ vino consume?
(Cudintas cervezas consume?
{Cuéintas copas (cofiac, ginebra, anfs,...) consume?

;Consume Vd. alguna otra bebida que contenga alcchol?
En caso afirmativo, jcuéntos vasos/copas?

{Cufiles?

(IS TOREN FANTTAR

94 ;Me podria decir cuéintas hermanas ha tenido? (1]

95 ;Alguien de su familia ha sido diagnosticada de un tumer benigno de mama?

96 ;Alguien de la familia ha sido diagnosticada de céncer de mama? @ @ @/Nc
97 En caso afirmativo, ;quién y cuéndo fué diagnosticada?

Hermana 1 cuando se le diagnosticG?

Madre (Cuintos afios tenia
2
Hermana 2

Hora de finalizacién de la encuesta:
OBSERVACIONES

Tntormacion i;lu'_ch‘ln'r1'.;>-':ft;"1"n \'gl-;;.l-. de Las HIS T )I_\‘I \\‘(“ LINTC \N
Identificacién
ler Apellido
2° Apellido
Nombre
Servicic donde esté ingresada

Cirugfa General Cirugfa Digestiva Cirugfa Vascular
Cirugia Mama Traumatologia Otros
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N° de Historia S EEEEEN

Diagnéstico principal (T 11

En todos los CASOS deberd ademis recogerse:

Tipo Histoiégico

Estadiodelomor (1] [0 v
(Nocoasia)

Medicamentos consumidos durante la hospitalizacién
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Intormacion que debera recocerse de Tys HISTORIAS .‘I'\_l'( RS

Identificacién

ler Apellido

2° Apellido

Nombre

Servicio donde est4 ingresada
Cirugfa General

Cirugfa Digestiva
Cirugfa Vascular
Cirugiz Mama
Traumatologia
Otros

N° de Historia

Diagnéstico principal
En todos los CASOS debers ademés recogerse:

Tipo Histolégico

Estadfo del tumor B
ol b

e -
™

" [¥] (noconsta) -

Medicamentos consumidos durante la hospitalizacién




