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27/ NOVIEMBRE JUEVES

(Recogida de documentacion disponible desde las 10.00 am)

15.30 Bienvenidade laOrganizacion y presentacion de los Presidentes de las
Sociedades participantes.

1545  Sesidn 1. Bases cientificas. Mecanismos moleculares y celulares de
xenoestrégenos.

Coordina:
Victoria Carrera Gonzalez. Universidad Miguel Hernandez.
Olivia Castillo. Ministerio Sanidad y Consumo

15,50 Nuevos mecanismos de accion. El ejemplo del bisfenol-A
Angel Nadal Navajas. Universidad Miguel Hernandez.

16,10 Efectos de disruptores endocrinos al quilfendlicos sobre tejidos hormonal mente
regulados. hepatotoxicidad.
Luis Dominguez Boada. Universidad de L as Palmas de Gran Canarias

16,30 El je hipotal amico-hipofisario-gonadal, blanco de muchos perturbadores
neuroendocrinos. El egemplo del cadmio.
M2 Anunciacion L afuente Gimenez. Univ. de Vigo. Campus Orense

16.50 Discusion

17.00 Descanso

17.10 Sesién Carteles. Seccion A con presencia de los autores

17,45 Sesion 2. Los ensayos "in vitro" e "in vivo" para evaluacién toxicol ogica.

Coordina:
Elina Valcer ce de Angulo. Coordinadora Nacional de Métodos de Ensayo delaUE y
OCDE. Ministerio de Sanidad y Consumo.
Miguel Angel Sogorb Universidad Miguel Hernandez de Elche

1750  Losmétodos aternativos: previsiones del ECVAM
Argelia Castafio Calvo. Comité Cientifico ECVAM-UE. CISA-INIA

18,10 Tendencias en € desarrollod de métodos alternativos
J. Vicente Castell Ripoll. VicePresidente de ECOPA. C.I. Hospital LaFe

1830 Discusion

Continla



RESUMENES Y OTRAS INFORMACIONES  (ConDE 2003-Elche)

27 NOVIEMBRE JUEVES (Continuacion)

18,45 Sesion 3. Efectos ambientales

Coordina
Eduardo dela Pefia de Torres. Centro Ciencias Medioambientales. CSIC.
Pilar Gasco Alberich. Instituto Nacional de Toxicologia

1850  Disruptores endocrinos en ecosistemas acuaticos. El ggemplo de laexposicién de
cetéceos a disruptores endocrinos
Matilde Carballo. INIA

19,10  Imposex como bimarcador de contaminacion por TBT
Rodolfo Barreiro. Univarsidad de la Corufia

19,30 Efectos de los xenoestrégenos en organismos modelo: importanciadel estadio de
desarrollo y de laviade exposicion
Miren P. Cajaraville. Universidad del Pais VVasco

1950 Discusion

Fin sesiones dia 27 nov
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28 NOVIEMBRE (VIERNES)

9,30 Sesion 4. Datos en humanos'y estudios epidemiol 6gicos

Coordina:
Ferran Ballester. Escuela Valenciana de Estudios parala Salud EVES
Francisco Var gas. Ministerio de Sanidad y Consumo. Epidemiologia

9,30 Compuestos organoclorados y desarrollo endocrino
Miguel Portay Nuria Ribas. Instituto Municipal de Investigaciones Médicas IMIM

09,50 Estimacién cuantitativa de la exposicidn a xenoestrégenos en cancer de mama
Jests | barluzea. Subdireccion de Salud Publica de Guipuzkoa

10,20 De los resultados de investigacién ala aplicacion practica. Camparia de disruptores
endocrinos de ISTAS
Estefania Blount Martin. Ingtituo Sindical del Trabajo, Ambientey Salud ISTAS-CCOO

10,30 Discusion.

11,00 Descanso

11.15 Sesién Carteles. Seccion B con presencia de los autores
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28 NOVIEMBRE VIERNES (Continua)

1200 Sesi6n 5. La Union Europea: Politica deinvestigacion en disruptores
endocrinosy proyectos con grupos esparoles.

Nicolas Olea Serrano. Universidad de Granada

12.00 La politica cientifica europea de disruptores endocrinos
Peter Part. JRC Joint Research Centre

12.30 Proyecto GENDISRUPT
Jeslisdel Mazo Martinez. Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC Madrid

12.40 Proyecto EDEN. Endocrine Disrupters. Exploring Novel Enpoints, Exposure, Low-
Dose and Mixture-Effects in Humans, Aquatic Wildlife and Laboratory Animals
Manuel Tena-Sempere. Universidad de Cérdoba

12.50 Proyecto COMPRENDO. Comparative Research on Endocrine Disrupters
Ramoén Lavado Parra, Cinta Porte. CID-CSIC Barcelona

13.00 Proyecto EURISKED.
Jeslis A Fernandez Tresguerres. Universidad Complutense de Madrid

13.10 Proyecto CASCADE. Chemicals as contaminants in the food chain: An NoE for
research, risk assessment and education
Mariana Fer nandez. Universidad de Granada

13.20 Discusion general Finalizar 13.55

13.30  Creacion del Grupo de Trabajo Espafiol en Disruptores Endocrinos

1. Presentacion. Eugenio Vilanova

2. Eleccién de una mesa coordinadora

3. Discusion sobre los objetivos de un grupo de trabajo
¢Diferenciar riesgos humanos de medioambiental es?
¢Actividad cientificas, jornadas futuras, proyectos de investigacion?
¢Acciones reguladoras? ¢Evaluacion de sustancias?

4. Vinculacién con Sociedades promotoras (AETOX, SESA, otras)

5. Propuesta de una Comisién Coordinadora

14,30 Conclusiones.
14.45 Fin de la Jornada.
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CARTELES

PO1

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS
(DDT Y DERIVADOS) EN 685 INDIVIDUOS REPRESENTATIVOSDE LA
POBLACION CANARIA

O.P. Luzardo', M. Zumbado', M. Goethals', F. Cabrera’, C. Crespo’, L. Serra? E. AlvareZ’ y
L.D. Boada'.

'Unidad de Toxicologia, “Unidad de Medicina Preventivay Salud Pablica, Dpto. de Ciencias
Clinicas, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.® Servicio de Medicina Preventiva.
Complego Hospitalario Materno-Insular de Gran Canaria, Servicio Canario de Salud

P02
EVIDENCIAS DE DISRUPCION ENDOCRINA EN CARPAS DEL RiO EBRO

Ramoén Lavado, Rebeca Martin, Cinta Porte
Quimica Ambiental, IIQAB-CSIC. C/Jordi Girona, 18. Barcelona.

P03

RELACION DEL USO DE PLAGUICIDAS CON EFECTO XENOESTROGENICO
EN LA PROVINCIA DE ALMERIA

Raquel Alarcon Rodriguez, Carlos Parrén Carrillo, Tesifén Parron Carrefio

Delegacion de Salud de Almeria. Junta de Andalucia.

raguel alarcon@ozu.es, tesifon.parron@j untadeandal ucia.es

PO4

EFFECTS OF NONYLPHENOL EXPOSURE — GONADAL HISTOLOGY AND
VITELLOGENIN INDUCTION IN CRUCIAN CARP (Carassius carassius)

M.S. Diniz(1), |. Peresl and J.C. Pihan(2)

1Universidade Nova de Lisboa— Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Dep. de Ciénciase
Engenharia do Ambiente, Quinta da Torre — 2825 Monte da Caparica, Portugal
2Université de Metz — Laboratoire Biodiversité et Foncionnement des Ecosystémes
Campus Bridoux — 57070 Metz Borny, France

P05

SCREENING ENDOCRINE DISRUPTORS COMPOUNDS IN A PORTUGUESE
WASTEWATER TREATMENT PLANT USING ENZYME LINKED
IMMUNOASSAY (ELISA).

Mauricio, R., Diniz, M., Amaral, L., Peres, | ., Santana, F.

Universidade Nova de Lisboa— Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Dep. de Ciéncias e
Engenharia do Ambiente, Quinta da Torre — 2825 Monte da Caparica, Portugal

PO6

RESUMEN DEL INFORME FINAL UE

“ESTUDIO SOBRE DISRUPTORES ENDOCRINOS EN EL AGUA DE BEBIDA”
12PARTE. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO.

Jaime Roset Alvarez, Francisco Marqués Marqués, Remedios Hernandez Hernandez, Elena
Ordaz Cadtillo y Margarita Palau Miguel.

Ministerio de Sanidad y Consumo. Direccion General de Salud Publica. Subdireccion General
de Sanidad Ambiental y Salud Laboral. Madrid. jroset@msc.es
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PO7

RESUMEN DEL INFORME FINAL UE “ESTUDIO SOBRE DISRUPTORES
ENDOCRINOS EN EL AGUA DE BEBIDA”

22PARTE. RESULTADOS DE LA ENCUESTA A LOS ABASTECEDORES Y
CONCLUSIONES GENERALES DEL ESTUDIO.

Jaime Roset Alvarez, Francisco Marqués Marqués, Remedios Hernandez Hernandez, Elena
Ordaz Cadtillo y Margarita Palau Miguel.

Ministerio de Sanidad y Consumo. Direccion General de Salud Publica. Subdireccion General
de Sanidad Ambiental y Salud Laboral. Madrid. jroset@msc.es

PO8

CUANTIFICACION DEL RESIDUO DE BISFENOL-A Y DE LOSFTALATOS DBP
Y DEHP EN MUESTRAS DE PAPEL RECICLADO Y MEDIDA DE ACTIVIDAD
HORMONAL ESTROGENICA

IM I\l/lolina—MoIinal, A Granada', MJ Lépez', P Araque', C LépeZ, F Olea®, B. Ramos' N
Olea".

'Lab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “Dpto. Quimica-Fisica.
*Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE “OCU-Compra
Maestra, Madrid. nolea@ugr.es

P09

EVOLUCION DE LA CARGA ESTROGENICA (TEXB) Y DEL RESIDUO DE
ORGANOCLORADOS EN TEJDO ADIPOSO Y SUERO EN EL CURSO DEL
TRATAMIENTO EN CANCER DE MAMA.

P Arflquel, B Olmos!, | Cerrillo, JM Molina-Molina', F Huertas’, F Olea® V Pedraza!, N
Olea

L ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Cirugia. Hospital Clinico San Cecilio. Granada.
*Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P10

EXPOSICION MATERNO INFANTIL A DISRUPTORES ENDOCRINOS:
SUSTANCIAS QUIMICAS CON EFECTO ESTROGENICO EN PLACENTAS DE
MADRES DANESAS

J Carrefio', IM Molina-Molina', A Granada', MJ Lépez,' MI Gonzalez', M Castillo', AM
Anderson® N Olea’

Y ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “University Hospital,
Copenhague. Dinamarca. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P11

PRESENCIA DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOSEN LA POBLACION
MASCULINA JOVEN EN EL SURESTE PENINSULAR

J Carrefio', M Castillo', M Fernandez', B Olmos!, | Duran? MD CruZ, C Avivar?, N Olea’
'L aboratorio Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio, Granada. 2 Unidad de
Biotecnologia. Hospital de Poniente, Almeria. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P12

RIESGO DE EXPOSICION LABORAL DE LOS CUERPOS DE PREVENCION Y
EXTINCION DE INCENDIOS (SEPEI) A DISRUPTORES ENDOCRINOS.

C Carvajal Rodriguez C*, M Mariscal Arcas’; M Martin Matilla*, M Jiménez Torres',
| Cerrillo Garcia®, F Olea Serrano®

'Departamento de Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

folea@ugr.es

P13
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EXPOSICION A PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOS EN LA POBLACION FEMENINA DEL SURESTE PENINSULAR.
INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS Y EL
ESTILO DE VIDA.

| Cerrillo', P Araque', M Fernéndez', M Jiménez', P Torné&, F Olea®, N Olea’

YL ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Cirugia General. Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. *Dpto. Nutricion y Bromatologia. Universidad de Granada Grupo MADE.

nolea@ugr.es

P14

PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES ENDOCRINOS EN SANGRE
DE CORDON UMBILICAL

A Granada', MJ Lépez', C LépeZ’, M Castillo', A Cafio?, M Bernal?, F Olea®, N Olea’

L ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Obstetricia y Ginecologia. Hospital Clinico San
Cecilio. Granada. *Dpto. Quimica-Fisica. “Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de
Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P15

INFLUENCIA DE LA DIETA DE MUJERES EMBARAZADAS SOBRE EL
CONTENIDO DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOS Y ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGPIS) EN LA
LECHE HUMANA

M Jiménez ', A JereZ, IM2DiaZ, P Araque', F Olea®, Campoy C.

Y_aboratorio de Investigaciones Médicas. “Dpto. de Pediatria Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. Dpto. de Nutricibn y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE.
nolea@ugr.es

P16

ACTIVIDAD ESTROGENICA DEBIDA A DISRUPTORES ENDOCRINOS EN
TEJDO PLACENTARIO OBTENIDO EN EL HOSPITAL CLINICO DE
GRANADA.

MJ Lépez', A Granada', JM Molina-Molina®, B Olmos', J Carrefio’, JM FernandeZ,

F Olea®, N Olea'

Y ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Pediatria. Hospital Clinico San Cecilio. Granada.
3Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P17

¢SON LOS ANABOLIZANTES Y OTROS SUPLEMENTOS UN RIESGO
POTENCIAL PARA LA SALUD DE LA POBLACION DEPORTIVO INFANTIL Y
JUVENIL?

M Mariscal Arcas’, A Olivares Ortega’, C Carvajal Rodriguez', M Martin Matilla', A Rivas
Velasco!, F Olea Serrano'.

'Departamento de Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Granada.

folea@ugr.es

P18

RESIDUO DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES ENDOCRINOS
EN TEJDO PLACENTARIO DE HOSPITALES DE GRANADA Y ALMERIA

B Olmos', MJ Lépez, A Granada’, A Rivas', M Castillo', F. Cafiabate’, F Olea’, N Olea®

Y ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “Servicio de Pediatria
Hospital Poniente. Almeria. *Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo

MADE. nolea@ugr.es

P19
Pag 8
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EXPOSICION HUMANA A ENDOSULFAN Y SUS METABOLITOS EN EL
SURESTE PENINSULAR

ARivas', | Cerrillo*, M Fernandez', Ml Gonzalez', N Olea’, F Olea’

Y ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. ? Dpto. Nutricion y
Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

P20

EVOLUCION DE LOS NIVELES DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN
TEJDO ADIPOSO Y SUERO, ASI COMO CARGA ESTROGENICA EN
PACIENTES AFECTAS DE CANCER DE MAMA.

P Araque', JM Molina', | Cerrillo®, B Olmos', J Carrefio’, F Olea? V Pedraza®, N Olea®

'Lab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. * Dpto. Nutricién y
Bromatologia. Universidad de Granada. nolea@ugr.es

P21

PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES ENDOCRINOS EN
PLACENTAS DE GRANADA Y ALMERIA

B Olmos', MJ Lépez', A Granada®, A Rivas', M Castillo*, F Olea? N Olea*

YL ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “Dpto. Nutricion y
Bromatologia. Universidad de Granada. nolea@ugr.es

P22

PRESENCIA DE SUSTANCIAS CON EFECTO ESTROGENICO EN PLACENTAS
DANESAS

J Carrefio’, JM Molina', MJ Lépez', A Granada', Ml Gonzalez', M Castillo*, N Olea®

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. nolea@ugr.es

P23

DESARROLLO DE UN METODO PARA EL ANALISIS DE POLIFENOLES
DISRUPTORES ENDOCRINOS Y FITOESTROGENOS EN MUESTRAS
BIOLOGICA HUMANAS

MI Gonzdlez', A Rivas', J Carrefio’, M Jiménez', M Mariscal®, N Olea’, F Olea’

YL ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. ? Dpto. Nutricién y
Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Pag 9



RESUMENES COMUNICACIONES ORALES  (ConDE 2003-Elche)

RESUMENES
Y

OTRASINFORMACIONES

Pag 10



RESUMENES COMUNICACIONES ORALES (ConDE 2003-Elche)

Sesion 1. Bases cientificas. Mecanismos moleculares y celulares de
xenoestrégenos.

EFECTOSDE LOSDISRUPTORES ENDOCRINOS SOBRE TEJIDOS
MODULADOS (NO REGULADOS) POR HORMONAS:
IMPLICACIONES TOXICOLOGICASY EFECTOS SOBRE LA SALUD.
EL PARADIGMA HEPATICO

LuisD. Boaday Manuel Zumbado
Unidad de Toxicologia. Dpto. de Ciencias Clinicas. Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria

Los efectos gercidos por aguellas sustancias quimicas capaces de afectar el
delicado equilibrio hormonal de los animales superiores han sido y son extensamente
estudiadas, habiéndose encontrado mdltiples evidencias de su més que probable
vinculacion con diferentes entidades nosolégicas que afectan, fundamentalmente, a
tejidos hormonodependientes (sistema reproductor). Asi por gemplo se han vinculado
la exposicion a disruptores endocrinos (DE) con patologias tales como cancer de mama,
de préstata, endometriosis, criptorquidia, epi e hipospadias, etc.

Aungue € término Disruptor Endocrino hace referencia a compuestos que
inducen efectos adversos en el sistema hormonal, es obvio que las hormonas controlan
de forma directa o indirecta la practica totalidad del fisiologismo de los mamiferos., de
tal forma que un grupo de expertos del NTP americano (National Toxicology Program)
considerd recientemente que las consecuencias para la salud a largo plazo g ercidas por
una funcién endocrina alterada durante € desarrollo no han sido completamente
caracterizadas. Ello se debe a que existen otros muchos érganos o tejidos que, en
condiciones fisiolégicas normales, son funcionalmente modulados por e sistema
hormonal. Entre ellos es de destacar €l higado.

El higado es el principal 6rgano metabolizador de los animales superiores, tanto
a nivel de procesos relacionados con e metabolismo energético como con procesos
relacionados con la detoxificacion. Ademas es en este 6rgano donde se lleva a cabo €l
metabolismo de las hormonas sexuales, siendo, por tanto, fundamental para mantener el
equilibrio hormonal. El hepatocito presenta una gran carga enzimética en su reticulo
endoplédsmico y en su aparato de Golgi. Entre |os sistemas enzimaticos presentes en esta
célula destacan por su importancia el Citocromo P450, uno de cuyos isoenzimas es €l
encargado de metabolizar las hormonas sexuales femeninas (estrégenos) hacia
andrégenos. Ademas es en estas células donde se lleva a cabo la sintesis de |as proteinas
transportadoras de hormonas sexuales.

Es bien conocido e hecho de que cualquier sustancia que afecte €l fisiologismo
hepético va a afectar indirectamente el normal fisiologismo del animal implicado. Este
concepto puede aplicarse también alos DE.

Las acciones inducidas por los estrogenos sobre € higado son conocidas desde
hace afios. Se sabe que € hepatocito posee receptores citosolicos especificos para
estrégenos (ER), andrégenos (AR) y otras hormonas esteroideas (glucocorticoides, GR).
Los estrégenos son capaces de inducir proliferacion hepatocitaria induciendo procesos
mitoticos, razén por la cual los estrogenos y otras hormonas esteroides sexuales , ya
sean naturales o de sintesis, se consideran como promotores hepatocarcinogénicos por
la IARC (son numerosos |os trabajos que asocian la exposicion a estrégenos, pildoras
anticonceptivas, y androgenos, anabolizantes androgénicos, con la aparicion de
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adenomas y carcinomas hepaticos), asimismo los estrégenos son capaces de inducir al
citocromo P450 y, lo que es mas importante, cuando €l animal expuesto a estrégenos
ain no ha completado su dotacién enzimatica (animal inmaduro o prepuber) puede
haber una incapacidad manifiesta para metabolizar estas hormonas y se producird una
afectacion importante en e equilibrio hormonal. Por otro lado, una ateracién en la
carga o en la actividad enzimatica desembocaria en una afectacion, por inhibicién o
estimulacion, de la capacidad hepética para metabolizar otras sustancias, ya sean
enddgenas (urea o hemoglobina por ejemplo) o exdgenas (téxicos o farmacos).

Los DE son sustancias quimicas presentes en € medio ambiente a baja
concentracion que entran en contacto con € animal a través de aire, agua o0 alimentos,
desarrollandose esta exposicion de forma cronicay, generamente, durante toda la vida
del mismo. Por este motivo aunque sus efectos reproductivos pueden ser importantes,
no lo seran menos la modulacién que estén induciendo sobre la funcion hepética. Y es
ésta la que de manera insidiosa pueda desembocar en efectos indeseabl es para la salud.

Por todas estas razones decidimos explorar la capacidad hepatotéxica de un
grupo de DE con una clara capacidad estrogénica: los alquilfenoles (AF). La hipétesis
en que nos basamos fue la siguiente. Si los AF mimifican la accién de los estrgenos en
células y tejidos de aparatos reproductores, in vivo e in vitro, también serian capaces de
giercer en el higado efectos similares.

El primer estudio planteado fue, obviamente, €l estudio del efecto agudo
inducido en higado por dosis masivas de AFs. Aunque tal efecto no se corresponde con
la exposicion real a estas sustancias, la aparicién o no de efectos es importante a la hora
de desarrollar un estudio de toxicidad crénica que remede las condiciones de exposicion
ambiental.

Para €l desarrollo de este trabajo seleccionamos animales macho (ratas Sprague-
Dawley) inmaduros (20 dias de edad), a las cuales administramos 60 mg/kg de
octilfenol (OF), nonilfenol (NF) y etinilestradiol (como control de hormona estrogénica)
durante 1, 5 0 10 dias. La dosis elegida fue aguella en la que se observaba claramente un
efecto estrogénico en los animales tratados (atrofia testicular o criptorquidia).

De este trabajo son de destacar |as siguientes conclusiones:

-Los aquilfenoles, a igual que los estrégenos de sintesis o naturales no son

citotdxicos para el hepatocito.

- Los aquilfenoles gercen sobre el tejido hepético un efecto similar al que

giercen los estrogenos: inducen proliferacion celular y dan lugar a aberraciones

en el proceso de division celular.

- Sin embargo, existen efectos en este tejido no compartidos por estrégenos y

alquilfenoles y, que por lo tanto no deben ser considerados como mediados por

la activacion del ER como es la modulacién de las proteinas membranales
capaces de fijar esteroides (inhibidas por los aquilfenoles y estimuladas por los
estrégenos).

Aungue éste es solo un trabajo preliminar y de acercamiento a los efectos
adversos sistémicos que pueden gjercer estas sustancias, la existencia de receptores para
los diferentes tipos de hormonas en muchos tejidos no reproductivos y los resultados
previamente expuestos, deben llamar la atencion hacia €l estudio de los efectos
perjudiciales para la salud, distintos de los puramente reproductivos, a que puede dar
lugar la exposicién a Disruptores Endocrinos.
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EL EJE HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-GONADAL, BLANCO
DE MUCHOS PERTURBADORES NEUROENDOCRINOS. EL
EJEMPLO DEL CADMIO.

M2aAnunciacién Lafuente Giménez y Anibal Gonzalez-Carracedo
Laboratorio de Toxicologia, Facultad de Ciencias, Campus de Orense, Universidad de
Vigo, LasLagunas, §/n, 32004-Orense.

Actualmente, se conocen |los efectos que conlleva la exposicién a diversos perturbadores
endocrinos. No obstante, segun la bibliografia consultada, hay pocos trabajos acerca de
los efectos toxicos directos en la glandula hipofisaria. Probablemente esto sea debido a
que adiferencia del higado y del rifién, la hipéfisis no parece acumular 10s xenobi6ticos
en sus células, a excepcion de algunos metales como & cadmio. Generamente, en la
mayoria de los trabajos que aparecen en la bibliografia sobre la toxicidad endocrina
inducida por la exposicién a cadmio no se tiene en cuenta la unidad del ge
hi potal @mi co-hi pofisario-gonadal, sino que estudian los efectos neurotdxicos que gjerce
este metal pesado a nivel cerebral, evallan su toxicidad a nivel de la glandula
hipofisaria, 6 bien valoran su toxicidad a nivel gonadal. Sin embargo, €l estudio de este
gje endocrinolégico como una unidad, aporta datos muchos més interesantes sobre la
actividad de diversos perturbadores endocrinos. En este sentido, pensamos que seria
mas conveniente hablar de perturbadores neuroendocrinos y no solo endocrinos, ya que
muchos xenobi 6ticos ateran la actividad secretora de la glandula hipofisaria, através de
modificaciones sobre los neuromoduladores hipotaldmicos que regulan la actividad de
dicha glandula. Como es logico, para realizar estos estudios se precisa hacer
experimentacion in vivo con €l fin de no perder las interconexiones entre los distintos
niveles de este g e fisiol dgico.

Por otro lado, cabe destacar que las hormonas hipofisarias son secretadas segun
patrones ultradianos y circadianos caracteristicos, que conviene tener en cuenta para
conseguir unamejor aproximacion alarealidad ala hora de estudiar la actividad de los
distintos perturbadores neuroendocrinos.

Ya que e cadmio se acumula en el sistema nervioso central (SNC), dicho metal puede
inducir diversas ateraciones sobre las aminas bidgenas a este nivel. En este sentido,
diversos estudios han evidenciado en animales de experimentacion expuestos al cadmio,
las alteraciones que induce este metal sobre el contenido y/o el metabolismo de las
aminas biogenas (dopamina, noradrenalina y serotonina) en distintas regiones
cerebrales, entre las que cabe destacar las regiones hipofisotropas hipotalamicas.
Ademas, e cadmio parece alterar el contenido de otros neurotransmisores centrales,
como son los aminoacidos siguientes: glutamato, aspartato, taurinay GABA en diversas
regiones cerebrales involucradas en la regulaciéon de la secrecién hipofisaria,
independientemente de la via de administracion del metal. Globalmente y segiin apuntan
los estudios de muy diversos grupos de investigacion, todos estos datos reflgjan efectos
diferenciales del cadmio en distintas regiones del sistema nervioso. Ademas, los
resultados a nivel hipotaldmico podrian indicar alteraciones en los mecanismos
reguladores hipotaldmicos sobre la secrecion hormonal hipofisaria. Por otro lado, las
diferencias observadas por lo distintos autores reflgjan la variedad tan amplia de las
regiones cerebrales estudiadas. Podemos concluir, por tanto, que son necesarios trabajos
posteriores para clarificar los efectos del cadmio sobre el SNC.

Entre los efectos citotoxicos del cadmio, se han estudiado recientemente |as alteraciones
que induce este toxico sobre la secrecion de las hormonas hipofisarias. A pesar de €llo,
actualmente hay todavia muy pocos datos sobre este aspecto. Asi, este metal parece
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aterar la secrecion basal de prolactina in vitro. Ademés, segin estudios in vivo, la
administracion aguda o subcronica de cadmio conlleva un descenso en los niveles
plasméticos de la prolactina.

Segun estudios in vitro e in vivo, e cadmio modifica la sintesis y/o secrecion de
prolactina, hormona adrenocorticotropa (ACTH), hormona del crecimiento (GH),
hormona estimulante del tiroides (TSH) y gonadotropinas (LH y FSH). Estas
alteraciones pueden conllevar, a su vez, distintas patologias en glandulas periféricas. Al
mismo tiempo, la exposicion a cadmio puede modificar la actividad secretora de estas
dichas glandulas, y consecuentemente, alterar la actividad hipofisaria, mediante
mecani smos de retroalimentacion.

L osresultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion sugieren que el cadmio podria alterar
el patrén ultradiano de la secrecion de distintas hormonas hipofisarias como prolactina, hormona
luteinizante (LH) y ACTH. Ademés, la exposicion a este metal conlleva modificacionesen los
ritmos cir cadianos de estas mismas hormonasy de las aminas bidgenasimplicadas en la regulacion
de estas hormonas.

Asimismo, a nivel testicular, el cadmio afecta a las células de Sertoli y alas células de
Leydig. Estos efectos son acompafiados por un descenso en los niveles plasméticos de
testosterona, independientemente de la duracién de la exposicion a metal en rata macho
adulta. Esta disminucion ha sido confirmada en estudios realizados en nuestro
laboratorio. Por otro lado, el descenso observado en los niveles de testosterona no puede
ser explicado mediante los cambios que acontecen en la concentracion de las
gonadotropinas en plasma.

A lavista de los trabajos que aparecen en la bibliografia consultada y de los resultados
obtenidos en nuestro laboratorio, € cadmio parece inducir una disrupcion entre los
distintos niveles del gje hipotal amico-hipofisario-testicular, ya que los cambios que se
observan en un nivel no se corresponden con los que se visualizan en los niveles
restantes.
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Sesion 3. Efectos ambientales

EFECTOSAMBIENTALES SOBRE ECOSISTEMASACUATICOS

Eduardo de la Pefia de Torres' y Pilar Gasco Alberich?
Seccién de Toxicologia Ambiental. Asociacion Espafiola de Toxicologia

Gran numero de sustancias quimicas, sintetizadas por el hombrey liberadas al medio
ambiente, asi como algunas naturales, tienen efecto sobre el sitema endocrino del
hombrey de los animales. Se trata de compuestos persistentes, organohal ogenados y
bioacumulables que incluyen algunos plaguicidas (fungicidas, herbicidas e
insecticidas), s atendemos alo indicado en la Conferencia de Wingspread, Wisconsin
USA, por Colborn & Clement (1)

Losterminos disruptores endocrinos (endocrine disrupting chemical /EDCs) define aun
grupo de sustancias quimicas de muy diferente origen, estructuray uso. Exdgenas a
organismo, naturales o sintéticas, que interfieren en la produccion, liberacion, transporte,
metabolismo, unidn, accién bioldgica o eliminacidén de las hormonas responsables del
mantenimiento de la homeostasis y regulacion del desarrollo, Oleaet a. (2y 3).

En general 10s ensayos toxicol 6gicos estandarizados no son capaces de detectar la citada
interferencia de caracter adverso. La disrupcion endocrina que es una accién toxicol gica
especia escapa del proceso de evaluacion del riego y ello ha dado lugar amuy diversas
interpretaciones del problema de la disrupcién; y es considerada como un descriptor de un
cambio fisioldgico que puede conducir a un efecto adverso parala salud

Se resefia que en la estrategia europea (4 - 6) del medio ambiente y salud denominada
SCALE (S—science = ciencia, C - children = nifio, A — anwereneses =
conscienciacion, L —legal y E - evaluation = evaluacion) donde se toman como
elementos esenciales lainteraccién del medio ambientey la salud, prestando atencion
preferente alainteraccion de sustancias dada la exposicion prolongada durante décadas la
poblacién ha estado expuesta a una mezcla de sustancias contaminantes (Tablas 1- 4).

La politica de los productos quimicos y medio ambiente, este basada en la adopcion de
normas de seguridad y un sistema de seguimiento y control (7-10), y en lalistade agentes
peligrosos parala salud estan |as sustancias quimicas incluidas las dioxinas, PCBs,
disruptores endocrinos, contaminantes atmosféricos, proteccion y gestion de las aguas,
residuosy los accidentes industriales (Tablas 5-11 y Figura 1).

En esta misma linea, no queremos dejar de resaltar lareferencia en lalegislacion espafiola a
estas sustancias. En el Real Decreto 606/2003, de 23 de mayo (11), por & que se modifica
el Reglamento del Dominio Publico Hidraulico, que desarrolla varios Titulos de laLey
29/1985, de 2 de agosto, de aguas, se especifica dentro de las Sustancias Contaminantes
(Anexo 1), en e punto 4 "sustancias y preparados o productos derivados de ellos, paralos
gue se ha demostrado que poseen propiedades cancerigenas, mutagénicas o propiedades
que puedan afectar alafuncion esteroidogénica, a tiroides, alareproduccion o aotras
funciones endocrinas, en e medio acuético o através del medio acuatico".

! Presidente de la AETOX. CSIC. Centro de Ciencias Medioambiental es (epena@ccma.csic.es)
2 Secretaria de la Seccién de Toxicologia Ambiental - AETOX. Instituto Nacional de Toxicologia (p.gasco@mju.es)
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La presencia de compuestos quimicos en el medio que inducen disrupcién endocrina es €l
objetivo de los gemplos que van a ser tratados durante esta sesidon, sobre efectos
ambientales sobre e ecosistema acuético, la disrupcion endocrina que afecta a los
mamiferos marinos, que tiene € titulo “Valoracion de la disrupcion endocrina en tres
cetaceos residentes en el archipiélago canario” que es la ponencia de la Dra. Matilde
Carbalo, del INIA; y por otro lado la ponencia titulada “Imposex Biomarcador de
Contaminacion del TBT” que es la ponencia del Dr. Rodolfo Barreiro, de la Universidad de
La Corunia.

Queremos feicitar al Prof. Eugenio Vilanova, de la Universidad Miguel Hernandez, por la
organizacion de la presente 12 Jornada Técnica SESA-AETOX sobre Disruptores
Endocrinos, y seguir la estela que desde la primara reunion en Granada 1996, se ha
materializado con el apoyo del Ministerio de Sanidad y Consumo, Subdireccién General de
Sanidad Ambiental y Salud Laboral (11), con la colaboracion de diferentes Asociacionesy
Sociedades (Sociedad Espafiola de Sanidad Ambiental SESA, Asociacion Espafiola de
Toxicologia, AETOX; Sociedad Espariola de Epidemiologia, SEE; y Red Espariola para el
Desarrollo de Métodos Alternativos, REMA); y deseamos dejar patente nuestra
consideracién al excelente catalizador para que se haya realizado la presente reunién: VI
Conferencia Nacional sobre Disrupcion Endocrina, ConDE-2003-Elche, y ademés haber
contado con dos miembros de la Seccion de Toxicologia Ambiental dela AETOX *.
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VALORACION DE DISRUPTORES ENDOCRINOS EN 3 ESPECIES DE
CETACEOSRESIDENTESEN EL ARCHIPIELAGO CANARIO.

Carballo M, Aguayo S, Esperdn F, dela Torre A, Fernandez A*, dela PefiaE ** y
Mufioz MJ.

CISA-INIA. Vadeomos. Madrid. (*) Dto. de Patologia. Facultad de Veterinaria.
ULPGC. Las Palmas de Gran Canaria. (**) Centro de Ciencias Medio Ambientales.
CSIC. Madrid.

Las islas Canarias es un area de gran abundancia y diversidad de cetéceos. Sus
caracteristicas oceanograficas permite que se establezcan poblaciones residentes, asi
sus aguas estan habitadas por  cachalote (Physeter macrocephalus), calderon
(Globicephala macrorhynchus) y delfin mular (Tursiops truncatus). Estas tres especies
de cetaceos son Odontocetos, es decir predadores que ocupan un lugar elevado en la
cadena tréfica marina. Esto, junto a determinadas caracteristicas de los mamiferos
marinos, les hace muy sensibles a acumular altos niveles de contaminantes persistentes,
lipofilicos y bioacumulables en sustejidos grasos.

El estudio que aqui se presenta se ha centrado en |a deteccion de contaminantes
considerados como disruptores endocrinos, termino que agrupa a gran cantidad de
sustancias que presentan la capacidad de mimetizar |la actividad de las hormonas y
aterar el funcionamiento sistema endocrino, en muestras procedentes del banco de
tgjidos que dispone e Dpto. de Patologia Animal, de la Facultad de Veterinaria de la
ULPGC. Estas han sido recogidas durante los afios 1993-2000 de animales varados en
las costas del archipiélago canario.

Las muestras correspondian a 7 cachalotes, 6 calderonesy 11 delfines mulares.
Se analizd en grasa subcutanea de cetaceos (blubber) compuestos clorados. pesticidas
clorados (aldrin, clordano, dieldrin, endosulfan, endrin, hexaclorohexano,
hexaclorobenzeno, lindano, trifuraliny DDTS) y policlorados bifenilos (11 congéneres
de PCBs) y en higado: hidrocarburos arométicos policiclico (HAPs), compuestos
organoestannicos (tri-, di- y mono-butil-estafio) y metales pesados (As, Cd, Pb, Hg).

Los resultados obtenidos indicaban que, en e blubber, los compuestos
organoclorados DDTsy PCBs eran los detectados en mayor concentracion en todos los
individuos. Existian algunos pesticidas, como clordano, aldrin'y hexaclorobenzeno, que
también eran comunes a todos los animales, si bien a pequefias concentraciones. Los
DDTs eran mayoritarios en el blubber de los cachalotes, mientras que los PCBs o eran
en e blubber de los delfines y de los calderones. Los machos adultos mostraban las
concentraciones mas elevadas de DDTs y PCBs, 21050 ng/g pf y 25390 ng/g pf
respectivamente. Dentro del grupo de DDTs, € p,p’-DDE era e mayoritario y
representaba un alto porcentge (mas del 60%) del total de DDTs. Respecto a los
congéneres de PCBs, fue el PCB 153 €l mas abundante (casi un tercio del total de
PCBSs), seguidos de PCB180, PCB 138 y PCB 187. Estos congéneres han sido descritos
como mayoritarios en diferentes especies de cetéceos.

Los delfines presentaban las concentraciones mas elevadas para estos
compuestos, superando en un orden de magnitud a las detectadas en las otras dos
especies. Sus habitos alimenticios, sus costumbres costeras y la mayor proximidad a
las fuentes antropogénicas de contaminacion podrian explicar estos resultados.
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Respecto a los compuestos no-clorados analizados en higado, es de sefialar que:

Los HAPs que se detectaron fueron naftaleno y fluoranteno , a concentraciones
muy bajas y solo en pocos calderonesy cachalotes.

El metabolito mas abundante de los compuestos organoestannicos fue el di-butil-
estafio (DBT), aunque estaba presente en un porcentgje bao de individuos,
principalmente en los delfines y a unas concentraciones bajas (30-150 ng/g pf).

Los niveles detectados de As, Cdy Pb eran bajos 6 representaban niveles medios
respecto alos descritos en otras areas geograficas, sin embargo destacaban las
concentraciones atas de Hg.

Podemos indicar de forma general que los valores medios de los diferentes
contaminantes que fueron detectados en el blubber e higado de los cetaceos varados en
las islas del Archipiélago Canario, se pueden considerar bajos 6 medios respecto a los
obtenidos para estas especies en otras areas geograficas, a excepcion del Hg. Estos
valores se encuentran algados de las concentraciones que se han relacionado con
determinados efectos téxicos asociados a este tipo de compuestos, sin embargo la
presencia de determinadas patologias en animales que presentaban los niveles mas
elevados de compuestos hace necesario redizar un estudio detallado de cada caso.
Proyecto REN2002-04162-C02-02
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IMPOSEX COMO BIOMARCADOR DE TBT

Rodolfo Barreiro Lozano, José Miguel Ruiz dela Rosay Maria Quintela Sanchez®

Area de Ecologia; Facultad de Ciencias; Universidad de La Corufia; Campus A
Zapateiras/n; 15071 — A Corufia

Antecedentes

El tributilo de estafio o TBT (del inglés TriButyl Tin) se viene utilizado con diversos fines desde
gue se conocen sus propiedades biocidas (principios 1950s), destacando su empleo como
principio activo en las pinturas anti-incrustantes aplicadas a los barcos pararetrasar el desarrollo
de organismos adheridos a su superficie. Pinturas que prolongan la conservacion y facilitan el
movimiento de las embarcaciones. Estas pinturas consumen un 70% de la produccion mundial
de TBT y son laprincipal via de entrada de este compuesto al medio acuético desde mediados
delos 1960s. Las utilizan un 70-80% de la flota mercante mundial, siendo las preferidas por su
beneficios en ahorro de fuel, menor mantenimiento e interval os entre operaciones de repintado
mas largos (de Mora, 1996).

Es un compuesto hidrofébico con carga positiva que tiende a adsorberse al material particulado
siendo retirado de la columna de agua para acumularse en los sedimentos donde puede persistir
afnos o incluso décadas (Sarradin et al., 1991). Depdésito alargo plazo que puede plantear
problemas (gj. dragados) al ser la adsorcion relativamente débil y reversible (Maguire, 2000).
También puede ser biodegradado por un amplio espectro de organismos en un proceso de
debutilacion secuencial dando en primer lugar dibutilo de estafio (DBT, € principa producto de
degradacion), luego monaobutilo (MBT), y finalmente a Sn (1V) (Vakirset al., 1991). En
consecuencia su vida media en agua va desde 1 semana hasta 2-4 meses en funcion de la
temperaturay actividad biol6gica del medio (Seligman et al., 1996). En medio marino, €l TBT
puede presentarse en niveles maximos de 50-200 ng/L (ppt) en zonas muy contaminadas
(puertos, astilleros) (Waite et al., 1996), con situaciones puntuales de hasta varios miles de ng/L
en paises sin control sobre su uso (Alzieu, 2000). Las zonas algjadas de fuentes de este
contaminante no suelen superar los 10-20 ng/L, frecuentemente encontrandose en € entorno o
por debgjo de 1-2 ng/L (Michel & Averty, 1999).

Su moderada lipofilia facilita que se concentre en organismos acuaticos. Los moluscos son €l
grupo con mayores concentraciones corporales (hasta 5.000-10.000 ng/g PF, o méas)
posiblemente debido ala baja actividad de sus sistemas enzimaticos encargados de debutilar €l
TBT (Lee, 1991). Sin embargo, no hay evidencias de que pueda ser bioamplificado alo largo de
la cadenatréfica (Alzieu, 2000). El TBT puede provocar dafios mortalesy subletales en grupos
taxondmicos diversos y a distintos niveles de organizacion (desde alteraciones bioguimicas
hasta extinciones a escalalocal, Fent, 1996), considerandose € organoestannico mas peligroso
(Bennett, 1996). Puede provocar efectos dafiinos a concentraciones extremadamente bajas
féciles de alcanzar en situaciones reales, con umbrales téxicos por debajo de 1 ppt (10*%) en los
grupos maés sensibles (Alzieu, 2000).

Un efecto destacado es |la masculinizacion de gasteropodos marinos hembra. Anomalia
denominadaimposex (*'superposicion de rasgos masculinos en las hembras', Smith, 1980)
descubierta alrededor de 1970 en distintas zonas del mundo y capaz de impedir la reproduccion
en las hembras de algunas especies (g). Nucella lapillus) [levando a su desaparicion regional por
falta de reclutamiento (Bryan et al., 1986). Laintensidad del imposex sigue un comportamiento
dosis-respuesta proporcional ala contaminacion por TBT, sirviendo de biomarcador
cuantitativo de la exposicién y efectos del TBT. Su intensidad tipicamente se cuantifica con 2
indices (Gibbs et al., 1987): el indice del Tamario Relativo del Pene (Relative Penis Size Index,
RPSI) basado en e tamafio del pene de las hembras, y € indice de la Secuenciadel Vaso
Deferente (Vas Deferens Sequence Index, VDSI) basado en el grado de desarrollo del conducto
0 vaso deferente masculino (VD) en las hembras. En la actualidad |lama la atencién su carécter
casi universal, conociéndose en unas 150 especies de gasterépodos aunque no todas sufren €l
mismo grado de masculinizacién ni todas se ven esterilizadas (Gibbs et al., 1997). Tampoco
todas muestran igual sensibilidad, destacando especies particularmente sensibles donde €
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imposex aparece a< 0.5 ng/l (g. Nucella lapillus) por lo que se considera la respuesta biol 6gica
maés sensible a este contaminante (Gibbs & Bryan, 1996). Estas diferencias de sensibilidad
hacen posible que diferentes especies sirvan de biomarcador a distintos niveles de
contaminacion.

A finales del 2001, la Organizacién Maritima Internacional aprobd un Convenio Internacional
quefijabael 1 de enero de 2003 como fechatope para seguir aplicando pinturas con TBT a
barcos de manera que para el 1 de enero de 2008 no quede ningln barco pintado con TBT
(International Maritime Organization, 2001). Por tanto, es de espera gue la contaminacién por
TBT tendera a disminuir en afios venideros.

El caso de Galicia: extensiéon eincidencia del imposex como biomar cador de TBT

Dadala gran falta de informacion sobre laincidencia del imposex y la contaminacion por TBT
en €l litoral espafiol, en 1996 nuestro grupo de trabajo realizé un amplio sondeo del litoral
gallego para conocer € “estado de la cuestion” en nuestras aguas (Ruiz et al., 1998). Elegimos
Nucella lapillus como especie indicadora, un gasteropodo comun en nuestro litoral, cuyo
imposex es uno de los biomarcadores mas sensibles de TBT, y cuya capacidad para bioacumular
TBT permite usar sus contenidos corporales como apoyo parainterpretar |os datos de imposex.

L os resultados mostraron la amplisima incidencia del imposex en Galicia, apareciendo en todos
los lugares muestreados y afectando al 100% de las hembras en un 75% de éstos (> 80%
hembras af ectadas en € 25% restante). Se trataba de un imposex muy desarrollado, con un 80%
de hembras con un peney un VD completamente desarrollado. Aunque |a severidad del

imposex variaba entre poblaciones ocurriendo |os valores més bajos en localidades de costa
abiertay los més altos en las del interior de rias. Resultados que demostraban que |as medidas
legidativas de principios de los 1990s no habian evitado la presenciade TBT en nuestras costas
en cualquier punto del litoral y reforzaban lavisién del TBT como un contaminante presente a
escalaglobal.

A iguales niveles de bioacumulacién el desarrollo del imposex era menor en nuestro caso que en
latitudes mas septentrionales sugiriendo que la sensibilidad de la especie a contaminante no era
idénticaalo largo de su rango de distribucién, en contradiccion con la creencia general previa.
Planteando la hip6tesis de que la diferente sensibilidad podia guardar relacion con el hallazgo de
ciertavariabilidad en la expresién del imposex. Variabilidad cuyas implicaciones analizamos
posteriormente.

Versatilidad del imposex como biomar cador: trasplantes

Nucella lapillus, por su ausencia, no podia usarse en todo €l litoral. Ausencia que podia
sospecharse debida a la propia contaminacion en casos como |las inmediaciones del puerto deLa
Corufiao lariade Ferrol donde Nucella lapillus habia sido habitante coman del litoral en el
pasado. Ello distorsionaba la evaluacién del grado de contaminacién del litoral al carecer de
datos para lugares donde potencialmente la contaminacion podia ser més elevada. Ante esta
situacién realizamos dos experiencias ensayando una modalidad diferente de trasplante en cada
una (Barreiro et al., 1998; Quintelaet al., 2000). En la primera trasplantando individuos en
jaulas permanentemente sumergidas, como trasplante que permite trabajar incluso en sitios
donde no hay un hébitat adecuado para Nucella. Y una segunda, con trasplantes directamente
sobre roca para una exposicion ala contaminacion mésfiel alanatural.

L os resultados mostraron claramente laimportancia de la contaminacién por TBT en las dos
areas estudiadas apoyando la hipétesis de que € TBT podria ser uno de los responsables de la
ausencia de esta especie en esos lugares. Ambos tipos de trasplante fueron (tiles detectando y
cuantificando la contaminacion por TBT. Encontrando un paral elismo razonable en
bioacumulacion de TBT e induccién de imposex en las hembras en los dos casos. Los cambios
mas marcados de intensidad de imposex ocurrieron al principio del periodo de exposicion,
siendo més répidalarespuesta en jaulas (1 mes) que en roca (3 meses), |o que indicaba que este
tipo de experiencias no necesitan prolongarse més de 2-3 meses para detectar la contaminacion
por TBT. Fueron necesarias exposiciones més largas para obtener un desarrollo del imposex
comparable al de poblaciones naturales. De hecho, la semejanza de larelacién intensidad de
imposex-bioacumulacion de TBT en los trasplantes de roca respecto ala vista en poblaciones
naturales sugeria que los trasplantes son una alternativa adecuada para detectar la contaminacion
por TBT, lograndose respuestas que reproducen razonablemente | as vistas en poblaciones
natural es con exposiciones de unos 5-6 meses.
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Un problema en Galicia: e Sindrome de Dumpton (SD), sus consecuencias para la
conservacion dela especiey su uso como biomarcador de TBT

Nuestro sondeo del litoral gallego mostraba que la expresion del imposex en Nucella lapillus en
Galicia presentaba cierta variabilidad, destacando |a existencia de hembras con imposex pero
sin pene. Variabilidad que recordaba la vista en una pequefia poblacion superviviente hallada en
unazonadel SE de Inglaterra donde la contaminacion por TBT habia hecho desaparecer a esta
especie (Gibbs, 1993). Poblacién que incluia un porcentaje de individuos con un defecto
genético (Sindrome de Dumpton) que reducia la masculinizacion de las hembras dificultando
gue las esterilizase el imposex y favoreciendo asi |a supervivencia de la especie. Sindrome cuya
relevancia paso desapercibidaa parecer un fendmeno geograficamente restringido dentro del
amplio rango de distribucion de la especie. Nuestro hallazgo de hembras con imposex pero sin
pene en Galiciaindicaba que laincidenciadel SD en € litoral atlantico europeo eramayor delo
gue se pensaba. Es mas, las poblaciones con SD eran mas frecuentes en Galicia que en las otras
zonas donde se conacia, aprovechando esta oportunidad para estudiar mas detalladamente su
presenciay distribucién geogréficaen Galicia e indagar sus consecuencias para el uso del
imposex como biomarcador de TBT (Barreiro et al., 1999; Quintelaet al., 2002). Como los
esguemas convencionales de desarrollo del VD no se gjustaban bien alo que encontrabamos en
Galiciay no siempre cuantificaban adecuadamente la intensidad del imposex propusimos una
nueva version modificada del sistema original que se gjustamejor alos casos que Nosotros
habiamos encontrado, mantiene un sentido biolégico (al basarse s6lo en d VD, €l rasgo del
imposex acaba provocando esterilidad), y es mas sencillo que versiones anteriores.
Lapresenciade SD en Galicia estaba muy extendida por todo €l litoral, encontrandose machosy
hembras afdlicas sin patrén geogréfico claro. La afaliafemenina se encontraba en mas sitios que
la masculina; siendo ademas mas frecuentes, por poblacién, las hembras que |os machos con
SD. Aunque para ambos sexos €l SD era un fendmeno de baja frecuencia (50% de poblaciones
con < 10% de individuos afectados). A pesar de que €l imposex eralanormaen la especie, en
muchas localidades coexistian hembras sin imposex o con sélo imposex inicia con otras que
sufrian ese imposex muy intenso, observacion inusual en esta especie. Demostrando nuestros
resultados que la presencia de hembras sin hada o con poco imposex estaba significativamente
ligada alapresenciade SD en la poblacion. Demostracion que reforzaba lavision del SD como
protector de los efectos del TBT.

Nuestro resultados también demostraban que el SD alteralarelacion entre intensidad de
imposex e intensidad de la contaminacion, en contradiccion con la creencia generalizada de que
dicharelacion es muy homogénea. Sirviendo asi de |lamada a atencion ala recomendacién de la
Comision OSPAR de utilizar e imposex en Nucella lapillus como herramienta para monitorizar
la contaminacién por TBT en el Atlantico Noroccidental.

Imposex en otras especies: Nassarius reticulatus

Aungue Nucella lapillus es un excelente indicador de TBT, no permite cubrir todo €l litoral
pues no habita costas sin sustrato rocoso intermareal, ni zonas de baja salinidad, ni con alta
contaminacion por TBT. En esos casos se puede usar especies alternativas como € Nassarius
reticul atus que también desarrollaimposex y suele habitar esos lugares. Con laintencion de
tener mas informacién sobre el nivel de contaminacién en esas zonas, hicimos un sondeo del
imposex y la bioacumulacion en Nassarius reticul atus centrado principalmente en rias en las
gue habiamos detectado una presenciaimportante de TBT (Barreiro et al., 2001). Durante este
sondeo encontramos gque en algunos sitios una parte apreciable de las hembras contenian masas
de cépsulas de huevos abortadas que indicaban que eran estériles. Hallazgo inesperado que llevo
aun andlisis més detallado tratando de descubrir si €l imposex podiatener algunarelacion con
la esterilidad.

Al igual que en Nucella lapillus, el imposex eralanormaen todas las localidades (100% de
hembras af ectadas en lamayor parte de |os sitios) aunque destacaban las 3 rias con grandes
puertos comerciaes (Ferrol, A Corufiay Vigo). Resultados que demostraban que el TBT estaba
presente en niveles comparables alos de cualquier otrazona dd litoral Europeo con fuentes de
TBT como puertos. Aunque no se limitaba a las inmediaciones de grandes puertos como en
ocasiones sugieren los datos obtenidos en otras zonas del mundo.
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En este trabgjo y tras examinar las primeras muestras, nos percatamos de que la masculinizacion
en esta especie parecia afectar también ala seccion mas interna del gonoducto femenino
ensayando, por tanto, una nueva estima del grado de masculinizacion basada en esa zona del
gonoducto. La masculinizacién de la seccion internadel gonoducto afectaba > 25% de las
hembras, claramente asociado alaintensidad del imposex. Esta deformacién tendia a aparecer
s6lo en hembras con un VD totalmente desarrollado, apoyando laidea de que las deformaciones
del gonoducto interno se debian al TBT. Por otra parte, indicaba que se trataba de un sintoma
“tardio” de masculinizacion que aparecia solo tras exposicién a una contaminacion fuerte.
Proponiendo el grado de masculinizacion de esa zona interna como un nuevo indice para
discriminar entre sitios muy contaminados mas Util que los indices convencionales de imposex.
En contrade lo conocido en esta especie, encontramos hembras estériles (4-26%) en localidades
de Ferrol y A Corufia, ambas rias con fuerte contaminacién por TBT. Se trataba siempre de
hembras con un grado maximo de imposex. Nuestros resultados mostraban que el porcentaje de
esterilidad se relacionaba significativamente con laintensidad del imposex, 1o que sugeria que
esa esterilidad podia estar de alguna manera relacionada bien con € imposex bien con los
efectosdel TBT.
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EFECTOSDE LOSXENOESTROGENOSEN ORGANISMOS
MODELO: IMPORTANCIA DEL ESTADIO DE DESARROLLOY
DE LA VIiA DE EXPOSICION

Maren Ortiz-Zarragoitia, Miren P. Cajaraville

Biologia Zelularra eta Histologia Laborategia, Zientzia eta Teknologia Fakultatea,
Euskal Herriko Unibertsitatea/lUniversidad del Pais Vasco, 644 PK, E-48080 Bilbao. E-
mail: zopcabem@Ig.ehu.es

Muchos compuestos quimicos presentes en e medio acuético interfieren con el sistema
endocrino causando efectos adversos sobre la reproduccion, crecimiento,
comportamiento y sistema inmune de los organismos acuéticos. Estos compuestos se
denominan disruptores endocrinos. Los xenoestrégenos son disruptores endocrinos que
actlan mimetizando a los estrégenos naturales e incluyen pesticidas, derivados de
detergentes, antioxidantes, plastificantes, PCBs y muchos otros compuestos industriales.
El objetivo de este trabajo es poner de manifiesto que el estadio de desarrollo en que
ocurre la exposicion y la via de exposicion al xenoestrégeno determinan los efectos
finales detectados en los organismos. Para ello se han redlizado estudios en dos
organismos acuaticos modelo: el pez cebra y e mgillon. El pez cebra se utiliza
frecuentemente en tests de toxicidad y es un organismo adecuado para estudios de
laboratorio y estudios moleculares por su rapidez de reproduccién y por estar su genoma
completamente secuenciado. Es ademés una especie sensible a los estrogenos, ideal
como modelo parala evaluacion de efectos estrogénicos. Por otro lado, los mejillones se
utilizan en todo e mundo como bioindicadores y centinelas de la contaminacion en
programas de evaluaciéon de la contaminacién marina. En peces cebra, los efectos
estrogénicos se han evaluado en adultos de ambos sexos y en larvas mediante la
cuantificacion de los niveles de la proteina femenina vitelogenina (Vtg) con un sistema
ELISA o mediante la cuantificacion de la expresiéon génica de Vtg y de las aromatasas
CYP19a y b utilizando RT-PCR. Debido a que en mgillébn no se disponen de
anticuerpos ni sondas especificas, se ha utilizado un método espectrofotométrico
indirecto, basado en la medida de los grupos fosfato liberados en medio alcalino (alkali-
labile phosphates, ALP) como medida indirecta de proteinas similares a Vtg. Los
resultados obtenidos con la técnica ALP estéan correlacionados positivamente con los
obtenidos por ELISA en pez cebra, aunque €l sistema ELISA se demostré més sensible
gue la técnica ALP. En todos los casos también se ha analizado la histologia de la
gonada y €l desarrollo gametogénico. Los resultados demuestran que los compuestos
estrogénicos como €l etinilestradiol provocan induccién de Vtg tanto en adultos como
en larvas del pez cebra mientras que los efectos sobre el desarrollo gonadal dependen
del género de los individuos y del estadio de desarrollo. Asi mismo, en mejillones los
efectos sobre ALP 'y ateraciones gonadal es dependen del género.

Agradecimientos. Este trabgjo ha sido parciamente financiado por €l Ministerio de
Cienciay Tecnologia (proyecto AMB99-0324), la Comisién Europea (proyecto BEEP,
contrato no. EVK3-CT2000-00025) y la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea mediante una ayuda a Grupos Consolidados de Investigacion.
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Sesion 4. Datos en humanos 'y estudios epidemiol 6gicos

DISRUPCION ENDOCRINA Y CANCER DE MAMA. ESTUDIO DE
CASOS-CONTROLESEN MUJERES DE GRANADA Y ALMERIA.

J Ibarluzea*, N Olea**, L Santa Marina*, JM Begiristain*, J Aurrekoetxea*, J
Laguna, MF Olea***, MF Fernandez*, V Pedraza**.

Direccién de Salud Publica de Gipuzkoa*; Laboratorio de Investigaciones Cientificas-
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Antecedentes y objetivos. La hipétesis de asociacion entre la exposicion a
compuestos organoclorados (OC) con actividad estrogénica y el cancer de mama ha
generado un importante nimero de estudios que no muestran una evidencia clara. El
objetivo de este estudio fue andlizar la relacion entre la concentracion de determinados
plaguicidas OC en tegjido adiposo y su actividad estrogénica expresada en términos del
ensayo E-screeny el cancer de mama.

Métodos. En 1996 se inici6 un estudio de casos y controles hospitalario en
Granaday Almeria cuyo reclutamiento finalizd en 1998. Los casos eran mujeres de 35 a
70 afos intervenidas quirdrgicamente de cancer de mama. Los controles fueron
apareadas por edad (+ 3afios) y hospital de intervencion. Participaron 198 casos 'y 260
controles.

Entrevistadores entrenados recogieron, a través de un cuestionario estructurado,
infformacion referente a  caracteristicas  sociodemogréficas, H2? reproductiva,
anticoncepcion, terapia hormonal, dieta y consumo de tabaco y alcohol. Muestras de
tgjido adiposo obtenidas en la intervencion quirdrgica fueron analizadas por técnicas
cromatogréficas. En e proceso separativo se obtuvieron dos fracciones. a
(xenoestrogenos como los plaguicidas OC) y b (endoestrogenos). En la fraccion a se
determind la concentraciéon de quince OC plaguicidas, entre ellos. DDT y sus
metabolitos (p,p -DDE), endosulfan y sus metabolitos, aldrin y lindano.

Para medir la estrogenicidad del extracto de la fraccion a y b se utilizé € ensayo E-
screen, que se fundamenta en la proliferacion de células estrogeno-sensibles de cancer
de mama (MCF-7). Como parametro representativo de dicha actividad se utilizo la
potencia proliferativa relativa, la cual mide la capacidad de producir proliferacion
celular de una sustancia, mezcla o extracto en relacion con la capacidad del estradiol.

El andlisis de los datos se realizd por regresion logistica no condicional. Solamente se
valoré € riesgo de cuatro plaguicidas, DDE, aldrin, endosulfan-éter y lindano, ya que €l
resto de OC present6 un porcentaje de muestras positivas inferior al 30% y fueron
excluidos del andlisis epidemioldgico. Se trabajé con terciles o cuartiles con € DDE y
la carga estrogénica de la fraccion xenobi6tica. En este caso se comparo el riesgo de los
cuartiles o terciles superiores con € del estrato de referencia. Para €l aldrin, endosulfan-
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éter y lindano se compar6 el riesgo de las mujeres con niveles por encima del limite de
determinacién con las que tenian niveles inferiores al mismo.

Resultados. Después de gjustar por las variables de apareamiento y por las
potenciales variables de confusion, |as estimaciones del incremento del riesgo de cancer
de mama para el conjunto de las mujeres estudiadas fue significativo para el aldrin (OR:
1,73; 1C95%: 1,09-2,73), aunque Se encontraron riesgos superiores a 1, muy proximos
a nivel de significacion, para e lindano y en endosulfan-éter. Cuando se estudiaron
solamente las mujeres menopausicas se observaron aumentos significativos del riesgo
parael adrin (OR: 1,97; 1C 95%: 1,09-3,53) y € lindano (OR: 1,80 1C95%: 1,04-3,14).
La actividad estrogénica de la fraccion xendbiotica, expresada en términos de PPR,
mostré valores de OR de 2,00, 2,41 y 1,49 para € segundo, tercero y cuarto cuartil
respecto a primero, siendo sdlo significativo para € tercero (1C95%: 1,12-5,19).
Cuando las mujeres se estratificaron atendiendo a la mediana de IMC, para las mujeres
no obesas se observaron incrementos de riesgo proximos a la significacion para el adrin
y el lindano y significativos para la carga estrogénica de la fraccion xenobidtica (OR:
2,48; 1C 95%: 1,05-5,87) para el cuartil superior versus el de referencia (Prendencia< 0.01).
Las mujeres postmenopausicas con IMC menor a la mediana mostraron un incremento
deriesgo para el adrin, que fue significativo para aguellas mujeres con una mayor carga
estrogénica de la fracciéon xenobidtica (OR: 2,75; 1C 95%: 1,14-6,60) (Prendencia< 0.01).
Las mujeres postmenopausicas con IMC mayor a la mediana mostraron incrementos de
riesgo para el aldrin, endosulfan-éter y lindano, significativos solo para este dltimo.

Conclusiones: La expresion bioldgica de los xenoestrogenos testados a través
del ensayo E-screen se muestra en este estudio como un factor de riesgo para cancer de
mama fundamentalmente para mujeres no obesas y mujeres postmenopausicas. Esta
asociacion debe ser valorada en mayor profundidad y puede facilitar la comprensién de
los resultados de asociacion detectados en diversos estudios, entre la concentracion de
OC y otros xenoestrogenos en tejidos biolégicos (aldrin, endosulfan-éter y lindano en
este estudio) y e cancer de mama.
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Sesion 5. La Unién Europea: Politica de investigacion en disruptores endocrinosy
proyectos con gr upos espanoles.

EUROPEAN COMMISSION ACTIVITIESON ENDOCRINE
DISRUPTERS

Peter Part,

European Commission, Joint Research Centre, 1-21020 Ispra, Italy.
(Peter.Part@jrc.it)

In December 1999, The European Commission presented a “ Community
Strategy on Endocrine Disruptors - a range of substances suspected of interfering with
the hormone systems of humans and wildlife [COM (1999) 706]. A follow-up
Communication [COM (2001) 262] was published 2 years |ater. A number of actions,
precautions and priorities for the EU concerning endocrine disrupters are presented in
these documents. The communication outlines 3 levels of actions - short-, medium and
long term. The short term action focuses primarily gathering of information with the
priority to produce alist of chemicals with suspected ED activity to be considered for
regulatory actions. The medium term action is the development and validation of
testing methods and a testing strategy while the long term actions are the review and
adaptation of existing laws and legidation, governing the testing, assessment and use of
chemicals and substances within the EU.

A two step procedure has been used in identifying ED chemicals. In step 1, 553
chemicals were identified based on a) production volume, b) persistence, ¢) exposure
and/or d) ED/reprotoxic effects. Of these 553 chemicals, 118 had indications of ED
effects but 109 of these were already under regulation because of their toxic or
persistent properties. Remains 9 chemicals with indications of ED activity, chemicals
that are currently not regulated, controlled or monitored. In step 2, based on the
recommendations from the Scientific Committee on Toxicity, Ecotoxicity and the
Environment (CSTEE), these 9 chemicals + 3 synthetic or natural hormones (oestrone,
oestradiol, ethinyloestradiol) were subjected to an in-depth analysis of their ED
properties. This study has just been concluded. A second priority in step 2 wasto find
additional information on the remaining 435 (553-118) chemicals on which indications
of possible ED activity was insufficient.

The ED Communication specifically addresses research. In the fourth
framework program (1995-1998), 12 million Euro was spent on projects dealing with
different aspects of ED. In the 5" Frame Work program the efforts increased to 60
million Euro of which 20 millions were “earmarked” within a dedicated call to support
the ED Communication (the CREDO cluster). The projects financed by FP 5 mainly
address @) development of test methods for chemicals, b) monitoring of ED effectsin
the environment, c) fish and invertebrate endpoints and d) exposure of humans and
possible health effects (low dose, combined effects).

In addition, in June this year the Commission launched a Communication on an
Environment and Health Strategy [COM (2003) 338] with an emphasis on children.
Endocrine disruptersis one of 4 priority areas together with childhood cancer,
respiratory disease and neurodevelopmental disorders. Currently an action plan for the
period 2004-2010 is being prepared as a follow-up of the Communication, to be
presented at the WHO Ministerial Conference on Environment and Health in Budapest
23-25 June 2004.
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Proyecto EDEN

Manuel Tena-Sempere.
Seccion de Fisiologia, Universidad de Cordoba. 14004 Coérdoba. E-mail:
filtesem@uco.es

El proyecto EDEN (Endocrine Disrupters: Exploring Novel Enpoints, Exposure,
Low-Dose and Mixture-Effects in Humans, Aquatic Wildlife and Laboratory
Animals, QLK4-2002-00603) es un consorcio formado por 21 laboratorios y grupos de
investigacion de 9 paises (UK, Dinamarca, Finlandia, Francia, Espafia, Bélgica, Suecia,
Holanda y Alemania) de la Unién Europea ademés de Suiza, coordinados por € Dr.
Andreas Kortenkamp (The School of Pharmacy, University of London, UK). Este
consorcio concurrid a la convocatoria especial de proyectos sobre disruptores
endocrinos de la Unidn Europea (Joint Dedicated Call for Proposals for RTD Actions
on the Health and Environmental Implications of Endocrine Disruptors; QoL/ENV-
2001-EN, Septiembre 2001) dentro del V Programa Marco de Investigacién, siendo
financiado con un total de 8.641.008 euros. La fecha de inicio del proyecto fue 1 de
diciembre de 2002, y su duracién total es de 4 afios. El proyecto EDEN esta4
estructurado en 4 areas teméticas y engloba 17 sub-proyectos, que cubren los aspectos
mas relevantes indicados en la convocatoria QoL/ENV/2001-EN: la identificacion de
nuevos mecanismos y biomarcadores de exposicion a disruptores endocrinos (EDC), €l
andlisis de efectos de bajas dosis y mezclas de EDC, y la evaluacion del impacto de la
disrupcién endocrina sobre especies animales y la salud humana. Una descripcion
exhaustiva de los contenidos y equipos de investigacion integrados en €l proyecto
EDEN puede encontrarse en la direccion: www.edenreserach.info. Es de destacar que
del total de proyectos que concurrieron a la convocatoria QoL/ENV/2001-EN, sblo 4
fueron financiados (EDEN, COMPRENDO, EURISKED y FIRE). Estos fueron
finamente integrados en un cluster denominado CREDO (Cluster of Research on
Endocrine Disruption in Europe), que pretende constituirse en una plataforma europea
competitiva que permita resolver las cuestiones cientificas relativas a la disrupcion
endocrina y aportar elementos con los que elaborar las politicas de prevencién en €l
marco de la EU. La plataforma CREDO esta constituida por 10s 4 proyectos integrantes
arriba mencionados (que suponen més de 60 grupos de investigacion europeosy mas de
20 millones de euros de financiacion), ademas de un total de 9 proyectos asociados
financiados en convocatorias previas del V-FP. Una descripcion completa de los

objetivos e integrantes del cluster CREDO puede encontrarse en la direccién:
www.credocluster.info.
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COMPRENDO Project (Compar ative Resear ch on Endocrine
Disrupters)

Ramoén Lavado Parra, Cinta Porte.
CID-CSIC Barcelona

WWWw.comprendo-project.org

COMPRENDO as an interdisciplinary, integrated approach addresses endocrine
disruption in human and wildlife species, focussed on androgenic/antiandrogenic
compounds (AACs). The project will identify human and environmental exposures to
AACs. A variety of human-relevant models (cell lines, tissues, rodents) and wildlife
species (amphibians, fish, echinoderms, crustaceans, molluscs) will be exposed to 13
chemicals and various environmental samples to develop new biological effect
measures, including a molecular screen for genomic AAC effects. Common principles
of AAC action will be identified and new models for the extrapolation on human health
developed. Lab cultures of suitable invertebrates will be established and their baseline
endocrinology analysed, facilitating the use of these species as standard test organisms.
Finally, an evaluation of the risk originating from AACs for humans and wildlife will be

performed.
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CASCADE (Chemicals as contaminants in the food chain: An NoE for
research, risk assessment and education) unared de excelencia (NOE) en
salud humanay riesgo medioambiental.

M. Fernandez

Hospital Clinico Granada

CASCADE es una red de excelencia gque tiene por objeto estudiar contaminantes
guimicos en la cadena alimentaria como factores de riesgo en salud ambiental. Esta
liderado por € Instituto Karolinska de Estocolmo (Suecia) y participan grupos de Italia
(3), Alemania (4), Francia (3), Espaiia (1), Finlandia (2) y Holanda (1). Incorpora,
ademas, PYMEs entre las que se encuentra Puleva Biotech de Espafia y centros de
investigacion de paises candidatos ala UE (Hungria). Los objetivos de CASCADE son:
i) Proporcionar alos consumidores europeos informacion precisa sobre los efectos para
la salud asociados a la exposicion quimica a través de los alimentos; ii) Crear entre la
comunidad cientifica conciencia sobre la necesidad de considerar aspectos muy distintos
en €l campo de la exposicion a residuos quimicos (dosis-efecto, control genético,
variacion entre especies); iii) Promover la relacidn interdisciplinar entre los cientificos
en este area; iv) Proporcionar educacion e informacion a los cientificos en formaciéon, a
las organizaciones de consumidores y a las autoridades; v) Generar nuevos datos sobre
los mecanismos de accién de los residuos quimicos contaminantes en los alimentos; y
vi) Establecer una integracion progresiva y duradera de las capacidades investigadoras
europeas en este campo. El éxito en e desarrollo de CASCADE pasa por la consecucién
armonica de los tres aspectos que distinguen una NoE de un proyecto de investigacion:
laintegracién cientifica, la informacién y la formacién, y, de forma particular para,
CASCADE la evaluacion del riesgo. Todos estos aspectos estén supervisados por un
Consgo de Control Cientifico, formado por cientificos expertos independientes, de
carécter permanente y multinacional que realizaran periédicamente un informe de
control y evaluacién. El Programa Conjunto de Actividades en torno a cual
CASCADE se estructura, contempla las acciones siguientes: i) Nuevos métodos de
deteccion, ii) Screening basado en mecanismos de accién; iii) Nutrogendémica y
Toxicogendmica; iv) Andisis metabdlico; v) Comparacion entre especies y Vi)
Desarrollo de enfermedad. La red se contempla con una duracion de cinco afios aunque

serén los primeros 18 meses |os decisivos para su continuidad.
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Dr. D.Manuel Carrasco Mallén
Director

Fondo de Investigaciones Sanitarias
Instituto de Salud Carlos 11

Madrid

Querido amigo:

Pedi cita en a Secretaria del FIS para tener una entrevista contigo pero muy amablemente me
advirtieron que tu agenda estaba bien saturada y que para asuntos particulares de proyectos y
convocatorias € Dr. Domingo podria resolver problemas concretos. No era este € caso, por lo
gue siguiendo la recomendacion de la persona que me atendié, te envio este email con €l ruego
de que lo leas y, s consideras oportuno, tengamos una entrevista para completar alguna
informacion.

Trataré de ser sintético y preciso y hacerte llegar los comentarios en laforma mas resumida.

La consolidacion del grupo/consorcio: Creo que hemos conseguido consolidar un nombre
(Ahora lo Ilamamos Medicina Ambiental-Disrupcion Endocrina, MADE) y unas ideas sobre
salud y medioambiente. Gracias a la financiacion de diversos organismos, a la confianza
mostrada por agquellos que han creido que teniamos algo que decir y hacer, y que lo ibamos a
hacer de forma independiente y honesta, hoy producimos datos cientificos basados en
observacién basica, clinica y epidemiolégica seria 'y de referencia para muchos. Hicimos una
apuesta por la epidemiologia a sabiendas que |os resultados se iban a dilatar en €l tiempo y que
g criticismo de los evaluadores (proyectos, referees, reviewers, efc...) iba a ser especiamente
duro. Hicimos una apuesta por € contacto exterior y la difusiéon de las ideas asistiendo a toda
clase de foros sin menospreciar entidades y organizaciones. Me encargué persona mente de dar
la cara por todos y asumir sus consecuencias. Ahora creo que somos referente para algunos
aspectos de salud ambiental y que es dificil separar disrupcion endocrina de la actividad de
nuestro grupo (A este respecto la conferencia nacional de Disruptores Endocrinos (CONDE-VI)
de Elche, programada para el 26 y 27 de noviembre es un buen foro para hacernos ver).
Representamos Espafia en los foros internacional es.

Nuestra participacion en proyectos de financiaciéon nacional (FIS y Acciones Especiales
MCYT) y en las redes FIS de grupos y de centros nos esta permitiendo mantener una actividad
de investigacion rea mente interesante, tanto por la produccion de datos como por su tratamiento
holistico. La produccién cientifica que ha sido continua creo que experimentara en los proximos
dos afios unas cotas muy interesantes, dada la cantidad tan importante de datos generados en los
diferentes campos de la exposicion humana a contaminantes medioambientales y e nimero de
manuscritos en preparacion. A este respecto debo decirte para satisfaccion nuestray del FIS que
subvenciond la investigacion, que una de nuestras publicaciones de 1996 se ha colocado entre
las mas citadas de la historia de la Universidad de Granada debido a su impacto en la
comunidad cientificay sus repercusiones en seguridad medioambiental.

Nuestra participacién en Europa es fruto del trabajo previo hecho bajo financiacion naciona
y de nuestro atrevimiento en presentarnos en Europa y negociar nuestra colaboracién en
cualquier accion que fuese de nuestro interés, a pesar de que en muchos de |os casos hubiera que
adaptar nuestros intereses particulares a los objetivos de las acciones propuestas. La
participacién en estos proyectos comenzd en 1994 como subcontratados de un socio de la
industria (Petresa), continué en & 98 con la titularidad como socios en proyectos del 5°
Programa Marco y ahora nos lleva a ser los Unicos miembros de Espafia en una Red de
Excelencia en Salud Humana y Medioambiente (CASCADE). Esta NoE esta programada para
cinco anos. Su objetivo es e estudio de la exposicion humana a sustancias quimicas
vehiculizadas por los aimentos. La clave eslaintegracion y la docencia.

Aparentemente todo muy bien. Lo real: el sentimiento de desaprovechar las oportunidades, por
falta de espacio, de apoyos politicos y técnicos y de entendimiento por parte de nuestros
interlocutores. Cuantas horas perdidas en la Universidad y en la Consgjeria de Salud tratando de
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hacerles ver que eso que ellos buscan y proponen es lo gue nosotros hacemos!!! ;Como hacer
ver a individuos sin experiencia en la investigacion y aun menos en la gestion de la
investigacién, que vayan mas ala del manejo de unos pocos euros para fondos localistas, que
las apuestas de futuro las tienen delante de sus manos?. Vemos a los politicos locales
desesperarse por sacar adelante ideas que no entienden y que parecen servir a objetivos gjenosy
estar ciegos a lo que realmente nos daria la posibilidad de ocupar una posicion destacada en el
mundo cientifico.

Creo que las oportunidades se las construye uno mismo, pero me desespera ver la cegueralocal.
Ahora se discuten acciones para € Campus de la Salud, para los nuevos edificios de
investigacién, para nuevas intervenciones, pero realmente creo que muy pocos saben lo gque
buscan ni cua es el sentido de esas nuevas instalaciones. De hecho aun tenemos dificultades
para convencer ala Gerencia del Hospital para que busque a aguien que pueda representar 1os
intereses de lainstitucion en el reparto de posiciones en torno al proyecto. Esa persona no existe
y seria una lastima que nadie supiera o pudiera hablar en nombre de la institucion sanitaria,
fuera de lo que poaliticos hayan ya negociado.

En definitiva, queria hacerte saber que seguiremos presionando y actuando para ser algin dia
referentes en evaluacion del riesgo en salud humana; que intentaremos aunar los esfuerzos de
todos los clinicos e investigadores que nos rodean y gue espero que no desfallezcamos en €
intento.

Quedo a la espera de tus comentarios, S €s que esta carta te sugiere alguno en particular. En
cualquier caso mi intencién erainformarte sobre la situacién, la esperanza en los nuevos planes
paralainvestigacion local y lagestién del conocimiento.

P.S. La semana pasada escribi un documento que acompafia a esta carta en el gue justificaba
nuestra actividad investigadora en e Hospital Clinico y Universidad de Granada en torno a
estos temas en una peticion de Infraestructura en la Gltima convocatoria del 1SCIII. Relataba los
proyectos de los Ultimos afios y 1o que han significado en el fortalecimiento de las actividades
del hospital. Por estarazon te laremito acompariando esta carta.
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Ha aparecido recientemente, en el nimero de octubre de Cancer Epidemiology, Biomarkers &
Prevention (12:953-957) un articulo firmado por Andreas J Gescher y Willian P. Steward de la
Universidad d Leicester (UK) sobre las premisas que permitirian plantear un estudio clinico fase
| parael empleo de resveratrol como compuesto de utilidad en la prevencion del cancer.
Resveratrol (3,5,4' -trihidoxitransestilbeno) es una fitoal exina presente en uvas negras, moras,
cacahuetesy plantas de lafamilia Cassia quinangulata de conocida actividad estrogénica en
algunos modelosin vitro y con similitud estructural al dietilestilbestrol (DES).

El énfasis ddl articulo se hace en resolver el puzzle que significaintegrar lainformacién
proveniente de los estudiosin vitro, utilizando bioensayos basados en €l uso de lineas celulares
de diferente origen, los datos proporcionados por estudios metabdlicos en animales de
experimentacion y los resultados obtenidos en unos pocos model os en los que resveratrol ha
resultado ser un excelente agente protector en lainduccién experimental de cancer. No obstante,
lamayor dificultad para compaginar |os estudios existentes hastala fecha es el hecho de quela
concentracion de reseveratrol necesariaen el tejido blanco del carcinbgeno que pueda gjercer un
efecto quimio-protector esta definida por rangos muy precisos de dosis Utiles en estudio in vitro
con efectos muy distintos.

De formaresumida, dos hechos son de un interés indudable: i) la gran eficacia de resveratrol
como agente protector de lainduccién quimica de tumores, ii) el amplio espectro de efectos que
se han asociado con el tratamiento con resveratrol en los modelosin vitro. A este respecto, es de
gran interés para nuestra experiencia con los fitoestrégenos el hecho de haber descrito un
comportamiento paraddjico en cuanto ala estrogenicidad antiestrogenicidad de estos
compuestos. A bgjas dosis el efecto es antagonistay el incremento de las dosis se resuelve en un
efecto agonista estrogénico. Respuestas en U y U-invertida son cada vez mas frecuentes cuando
se ha dispuesto de model os | o suficientemente sensibles y se ha explorado de forma particular
este hecho.

Resulta muy interesante € hecho de que los model os de carcinogénesis en que reesvertarol ha
mostrado el efecto preventivo sean no solo de cancer mamario (ratasyNMU y DMBA) s no
también en cancer de colon (ratasy AOM) y estfago (ratasyNMBA). Ademés es interesante €l
hecho de gue en algunos model os de ratones el efecto inhibitorio sobre lainduccién quimica de
tumores esté restringido a los animal es macho, existiendo una diferencia de respuesta entre
géneros, en favor del macho.

En otras palabras, podran los estudios fase | en humanos conseguir dosis plasméticas de
resveratrol necesaris paraalcanzar €l efecto deseado

Varias acciones se definen prioritarias en vista al disefio de ensayos en los que resveratrol se
emplee como quimioprotector frente alainduccién de tumores: i) nuevos estudios sobre la
eficacia de resveratrol en model os que ademas incluyan la medida de resveratrol y sus
metabolitos en tejidos blanco; ii) biodisponibilidd de resveratrol en humanos, iii) metabolitos de
resveratrol en humanos; iv) estudios sobre el mecanismo de accidn de resveratol y sus
metabolitos en concetraciones de orden nM.

Propuesta: i) continuar nuestros estudios in vitro con resveratrol; ii) definir curvas dosis-efecto

precisas; iii) estudiar resveratrol y sus metbolitos en tejidos humanos; iv) explorar resveratrol en
productos naturales.
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PO1

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOS (DDT Y DERIVADOS) EN 685 INDIVIDUOS
REPRESENTATIVOSDE LA POBLACION CANARIA

O.P. Luzardo', M. Zumbado', M. Goethals', F. Cabrera®, C. Crespo’, L. Serra? E.
Alvarez’y L.D. Boada®.

'Unidad de Toxicologia, 2Unidad de Medicina Preventiva y Salud Publica, Dpto. de
Ciencias Clinicas, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria.® Servicio de Medicina
Preventiva. Complejo Hospitalario Materno-Insular de Gran Canaria, Servicio Canario
de Salud. |ldominguez@dcc.ulpgc.es

Los pesticidas organoclorados (OCs) son contaminantes universalmente extendidos,
detectables en la préctica totalidad de los sistemas biol6gicos debido a su ata
estabilidad y liposolubilidad. Son considerados disruptores endocrinos por su conocida
actividad estrogénica. El presente estudio determina la presencia del DDT y sus
metabolitos (2,4 -DDT; 4,4 -DDT; 2,4"-DDD; 4,4 -DDD; 2,4-DDE y 4,4 -DDE) en una
muestra representativa de la poblacion del Archipidlago Canario. MATERIAL Y
METODOS: Se seleccionaron 685 muestras de suero de individuos de 6-75 afios
(44,7% hombres) participantes en la Encuesta Nutricional de Canarias (ENCA 97-98).
Las muestras fueron sometidas a extraccion liquido-liquido con n-hexano con posterior
concentracion en corriente de N,. Se empled un método de deteccion normalizado
mediante GC-FECD. El limite de deteccién analitico establecido para todos los
productos fue de 1 ppb. Los valores se gjustaron por la concentracion de lipidos totales
en suero. RESULTADOS: a) El 99,3% de la poblacién mostré niveles detectables de
estos compuestos. b) El porcentagje de muestras en que se detectaron |os compuestos y la
concentracion media y desviacion tipica en ng/g de lipidos fue: 2,4-DDE
1.2%/1.75" 17.01; 4,4 -DDE 87.9%/185.50" 249.97; 2,4-DDD 6.4%/36.02" 181.23;
4,4-DDD 20.3%/31.23" 93.72; 2,4-DDT 40.0%/160.09" 285.80 y 4,4-DDT
43.0%/176.46" 347.12. c) Lacargatotal de DDT (incluye el mismo y metabolitos) tuvo
valores de 99.3%/588.94" 764.87. d) Las mujeres presentaron concentraciones medias
superiores a los hombres, significativo en el caso del 4,4'-DDE (p<0,0001). €) La
concentracion de 4,4 -DDE y la cargatotal de DDT aumentaron con la edad, sobre todo
a partir de los 35 afios (p< 0,001). f) La isla de Gran Canaria presentaba niveles
superiores de carga total de DDT y de los isdmeros 2,4"-DDT y 4,4 -DDT (p<0,05). g)
La carga total era significativamente mayor en nucleos urbanos grandes (>100000
habitantes).

CONCLUSIONES: Este es € primer estudio que describe la concentracion de
determinados OCs en la poblacién canaria, y uno de los pocos en e mundo con una
muestra representativa tan numerosa. La poblacion de las Idlas Canarias presenta unos
niveles de estos compuestos similares a los registrados en los paises europeos de su
entorno socioecondmico. El perfil individual asociado a unos niveles mas altos es:
mujer; >35 afos; residente en Gran Canariay en hébitat urbano. Canarias es la region
de Espafia con mayor tasa de incidencia de cancer de mama, por lo que la presencia de
altos niveles de residuos de este tipo de contaminantes en mujeres requiere estudios en
profundidad.
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P02

EVIDENCIAS DE DISRUPCION ENDOCRINA EN CARPAS DEL
RiO EBRO

Ramon Lavado, Rebeca Martin, Cinta Porte
Quimica Ambiental, IIQAB-CSIC. C/Jordi Girona, 18. Barcelona.

Se han investigado alteraciones en e sistema endocrino de carpas (Cyprinus carpio)
tomadas en e tramo medio-bgjo del rio Ebro en zonas donde predominan aportes
industriales, urbanos y agricolas, y en zonas de referencia. La determinacion de
vitelogenina (VTG) en plasma, detectada en 4 de los 6 machos capturados aguas abgjo
de la depuradora de Zaragoza confirma la existencia de efectos estrogénicos. Estos
machos también presentaron indices gonadosométicos (GSI) bajos, niveles de
testosterona plasmatica reducidos y ateraciones histopatol 6gicas en gonadas, junto con
unos niveles atos de alquilfenoles en hilis, lo que indica una reciente exposicion a este
tipo de compuestos procedentes de |os vertidos efectuados por la planta depuradora. Los
machos capturados en Flix, &rea atamente industrializada, no presentaron VTG en
plasma, pero si otras ateraciones como GSI bgos, bajos niveles de testosterona y
estradiol en plasma y alteraciones en la espermatogénesis. Las hembras mostraron un
retraso en la maduracion sexual, ademés de una inhibicion de la actividad aromatasa
ovérica, enzima clave de la sintesis hormonal. La elevada exposiciéon a alquilfenoles,
presentada por estas carpas, junto con altos niveles de Hg, PCBs'y DDTSs (procedentes
de la industria del cloro) son responsables de las alteraciones descritas. Las carpas
(hembras) capturadas en el Canal Imperial de Aragdn, que suministra agua potable a
Zaragozay gue atraviesa una zona de gran actividad agricola, presentaron inhibicion en

la sintesis hormonal.
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PO3

RELACION DEL USO DE PLAGUICIDASCON EFECTO
XENOESTROGENICO EN LA PROVINCIA DE ALMERIA

Raquel Alarcon Rodriguez, Carlos Parron Carrillo, Tesifon Parrén Carrefio

Delegacion de Salud de Almeria. Junta de Andalucia.
raquel alarcon@ozu.es, tesifon.parron@juntadeandal ucia.es

La provincia de Almeria, por sus caracteristicas geograficas, es probablemente la zona
con mayor concentracion de invernaderos a nivel mundial. Esta agriculturaintensiva
desarrollada en invernaderos, se caracteriza por un uso elevado de plaguicidas,
situdndose a la cabeza del consumo en la Comunidad Auténoma.El uso de plaguicidas
en la agricultura es un caso de interés en lo referente ala exposicion humana a
sustancias guimicas con efecto xenoestrogénico. L os plaguicidas més utilizados son los
Nematicidas con un consumo de 3.634 Tm , seguidos de |os Fungicidas e Insecticidas
con un consumo de 2.152 Tmy 2.016 Tm respectivamente. A pesar de que cada vez se
utilizan un mayor nimero de medidas preventivas en lalucha contra plagasy
enfermedades, el incremento en el uso de plaguicidas, muchos de ellos con actividad
estrogénica, ha sido muy relevante en |os Ultimos afios, como consecuencia de la
problematica causada por numerosas plagas, no obstante, se ha producido una
ralentizacion del crecimiento del consumo de fitosanitarios en los Ultimos afios.
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PO4

EFFECTS OF NONYLPHENOL EXPOSURE — GONADAL
HISTOLOGY AND VITELLOGENIN INDUCTION IN CRUCIAN
CARP (Carassius carassius)

M.S. Diniz(1), |. Peresl and J.C. Pihan(2)

1Universidade Nova de Lisboa — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Dep. de Ciéncias
e Engenharia do Ambiente, Quinta da Torre — 2825 Monte da Caparica, Portugal
2Université de Metz — Laboratoire Biodiversité et Foncionnement des Ecosystémes
Campus Bridoux — 57070 Metz Borny, France

There is an increasing concern on the potential effects of EDCs (Endocrine Disruptor
Compounds) in wildlife. Several studies have shown that sewage treatment plants
(STPs) are point sources for these chemicals into the aquatic environment.

Alkylphenol polyethoxylates (APES) are non-ionic surfactants, widely used in many
domestic and industrial products. The bio-degradation leads to the formation of severd
metabolic compounds such as nonylphenol that are more toxic than the parent
compound and possess estrogenic activity.

In order to investigate the estrogenic potency of nonylphenol, 48 crucian carps were
placed randomly in four glass aguaria (30 L). Fish were exposed during 28 days in a
semi-static experiment to nominal concentrations of nonylphenol, ranging from relevant
to non-relevant environmental concentrations (0, 1, 25 and 100 mgl-1). At the end of the
experiment the fish were sampled and blood collected for vitellogenin analysis using
ELISA. Fish were sacrificed and gonads and liver removed, weighed and expressed as
the gonadosomatic (GSI) and hepatosomatic indices (HSl). Samples of the extracted
organs were fixed in Bouin's fixative and processed following the usual histological
techniques. The results show that all exposed male fish show significant elevated levels
of VTG in blood plasmaeven at 1mgl-1 concentrations. A reduction in the GSI was also
observed with more pronounced effect in fish exposed to 100 mgl-1. Although no
occurrence of testis-ova was observed, exposed fish show a progressive reduction to
total inhibition of spermatogenesis.

This study gives a valuable contribute to a better understanding of the estrogenic

potency of nonylphenol, usually considered a weak xenoestrogen and often present in
STPs treated effluent.
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P05

SCREENING ENDOCRINE DISRUPTORS COMPOUNDSIN A
PORTUGUESE WASTEWATER TREATMENT PLANT USING
ENZYME LINKED IMMUNOASSAY (ELISA).

Mauricio, R., Diniz, M., Amaral, L., Peres, | ., Santana, F.

Universidade Nova de Lisboa— Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Dep. de Ciéncias e
Engenharia do Ambiente, Quinta da Torre — 2825 Monte da Caparica, Portugal

Anthropogenic compounds that are able to disrupt the endocrine systems of wildlife
species are amajor cause for concern and lead to a demand for new screening methods.
The presence and quantification of EDCs (Endocrine Disruptor Compounds) at different
wastewater treatment stages is of major interest to identify endocrine activity of
wastewater treatment plants (WWTPs) discharges to the environment.

This study consists in a preliminary survey of concentrations of previously selected
EDCs, undertaken to establish environmental concentrations to support a biological
program assay exposing freshwater fish, evaluate removal efficiency at different stage
wastewater treatment processes and study the kinetics of bioremova of EDCs under
aerobic/anaerobic conditions in order to achieve information for the optimization
removal in the WWTPs.

Selected endocrine disrupting chemicals (APEs, BPA and 17 beta-estradiol) were
measured in samples from a WWTP located in Lisbon (Portugal), using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kit developed by Takeda Industries Ltd.

The sample treatment method involved a solid phase extraction step using Oasis HLB
(Waters) cartridges from wastewater and sludge samples. Sub-samples were also taken
and analyzed by LC-MS-MS.

A short consideration is made concerning ELISA and LC-MS-M S methods and results
obtained by these two methods are also under discussion. The results show that after
treatment EDCs are still present in the effluent and sludge at environmental relevant
levels and vary along the different wastewater treatment stages process.
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PO6

RESUMEN DEL INFORME FINAL UE

“ESTUDIO SOBRE DISRUPTORES ENDOCRINOSEN EL AGUA
DE BEBIDA”

12PARTE. OBJETIVOSY PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO.

Jaime Roset Alvarez, Francisco Marqués M ar qués, Remedios Her nandez
Hernandez, Elena Ordaz Castilloy Margarita Palau Miguel.

Ministerio de Sanidad y Consumo. Direccion General de Salud Publica. Subdireccion
General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral. Madrid. jroset@msc.es

En febrero de 2003 se presentaron |os resultados de un proyecto de investigacion
financiado por la Union Europeatitulado “ Estudio sobre disruptores endocrinos en el
agua de bebida’ (B3-4305/2000/308717/MAR/D1). Espafia, através del Ministerio de
Sanidad y Consumo (Subdireccion General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral),
intervino con la colaboracion con diversas entidades de gestoras del agua de consumo,
enviando informacién y andlisis disponibles sobre sustancias consideradas disruptores
endocrinos (DES) en diversos abastecimientos Espafioles. En esta primera parte, se
presenta un resumen de los objetivos y del planteamiento. El trabajo pretendia obtener
datos de los Estados Miembros sobre |a presencia de disruptores endocrinos en aguas de
bebida (tanto antes como después del tratamiento), asi como el grado de exposicion a
los humanos. Para ello se realiz6 un estudio bibliogréfico en profundidad, una encuesta
alas autoridades sanitarias y alas empresas de abastecimiento de 15 paises europeos,
solicitando datos de seguimiento analitico e informacion general sobre DES en aguas de
consumo, asi como un caso particular en tres ETAPs de diferentes paises, en los que se
midieron diversas sustancias DEs antes y después del tratamiento de potabilizacion.
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RESUMEN DEL INFORME FINAL UE “ESTUDIO SOBRE
DISRUPTORES ENDOCRINOSEN EL AGUA DE BEBIDA”

22PARTE. RESULTADOSDE LA ENCUESTA ALOS
ABASTECEDORESY CONCLUSIONES GENERALESDEL ESTUDIO.

Jaime Roset Alvarez, Francisco Marqués Marqués, Remedios Hernandez Hernandez,
Elena Ordaz Castillo y Margarita Palau Miguel.

Ministerio de Sanidad y Consumo. Direccién Genera de Salud Publica. Subdireccién
General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral. Madrid. jroset@msc.es

En febrero de 2003 se presentaron |os resultados de un proyecto de investigacion
financiado por la Unién Europea titulado “ Estudio sobre disruptores endocrinos en €l
agua de bebida’ (B3-4305/2000/308717/MAR/D1). Espafia, através del Ministerio de
Sanidad y Consumo (Subdireccion General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral),
intervino con la colaboracion con diversas entidades de gestoras del agua de consumo,
enviando informacién y andlisis disponibles sobre sustancias consideradas disruptores
endocrinos (DES) en diversos abastecimientos Espafioles. En esta segunda parte, se
presenta un resumen de | os resultados de |a encuesta a los abastecedores y las
conclusiones generales del estudio. La participacion de los diferentes Estados
Miembros, aungque no fue muy amplia, permitié un acercamiento alasituacion de la
presencia de DEs en aguas de bebida. Entre las conclusiones, cabe destacar |a necesidad
de normalizar los métodos de andlisis y ensayo de disruptores endocrinos, antes de

realizar més estudios de seguimiento a escala europea.
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CUANTIFICACION DEL RESIDUO DE BISFENOL-A Y DE LOS
FTALATOSDBP Y DEHP EN MUESTRAS DE PAPEL
RECICLADO Y MEDIDA DE ACTIVIDAD HORMONAL
ESTROGENICA

JM Molina-Molina', A Granada', MJ Lépez', P Araque', C Lépez?, F Olea®, B.
Ramos’ N Olea’.

Y ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “Dpto. Quimica-
Fisica ®Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE
*OCU-Compra Maestra, Madrid. nolea@ugr.es

Se ha recomendado que la utilizacién de materiales reciclados para envases de
alimentos se deberia acompafiar de |os estudios pertinentes que asegurasen la inocuidad
del material empleado. Con objeto de investigar |a presencia en envases alimentarios de
componentes quimicos que puedan difundir al aimento y que son conocidos
disruptores endocrinos (DE) se ha llevado a cabo un estudio consistente en la
extraccion y andisis quimico y bioldgico de 40 muestras de papel/cartén reciclado,
procedentes de Italia, Bélgica, Portugal y Espafia. Los envases habian contenido patatas
fritas, churros, hamburguesas y pizzas, entre otros alimentos. De cada muestra se
separd la capa en contacto directo con e alimento. La metodologia quimico-analitica
para el andlisis de bisfenol A (BPA) y los ftalatos dietil-hexil ftalato (DEHP) y dibutil
ftalato (DBP) se basa en cromatografia liquida de ata resolucion (HPLC). Los
resultados obtenidos son confirmados mediante cromatografia de gases-espectrometria
de masas (CG/EM). Los extractos se procesan en el test E-Screen con € fin de estimar
la actividad estrogénica atribuible a los compuestos quimicos extraidos. Los resultados
muestran que BPA esta presente en el 88% de |os envases portugueses analizados frente
a 60% de las muestras espafiolas y belgas. DBP se ha detectado en el 100% de las
muestras belgas y portuguesas respecto al 80% de los envases procedentes de Itaia
DEHP ha sido detectado en el 100% de los envases belgas y portugueses respecto al
80% de los italianos. La actividad estrogénica medida en € extracto de los envases
indica que la totalidad de los envases belgas presentan positividad en el test E-Screen
frente a 70% de las muestras analizadas procedentes de Italiay Portugal. La media de
estrogenicidad en estas muestras es de Eeg/g de. Tanto el residuo de compuestos
quimicos disruptores endocrinos como la actividad estrogénica de estas muestras
cuestiona la seguridad del empleo de materiales reciclados en |os envases alimentarios.
Financiacion: OCU-Compra Maestra
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EVOLUCION DE LA CARGA ESTROGENICA (TEXB) Y DEL RESIDUO DE
ORGANOCLORADOS EN TEJIDO ADIPOSO Y SUERO EN EL CURSO DEL
TRATAMIENTO EN CANCER DE MAMA.

P Araque', B Olmos', | Cerrillo', JM Molina-Molina®, F Huertas’, F Olea® V
Pedraza', N Olea®

Y ab Investigaciones Médicas. *Servicio de Cirugia Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. *Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE.

nolea@ugr.es

Objetivo de este estudio es medir de forma continuada y repetida en €l tiempo, durante
el curso del tratamiento quimio- y radiotergpico, los niveles de pesticidas y la evolucién
de la carga estrogénica total efectiva (TEXB) en pacientes afectas de cancer de mama.
Se han seleccionado 35 pacientes de cancer mamario, edad media 60 afios, intervenidas
quirdrgicamente en el Hospital Clinico de Granada, que se sometieron a un cuestionario
que recogi6 informacion sobre hébitos de vida, antecedentes reproductivos y actividad
laboral. Las muestras de tegjido adiposo y sangre se tomaron: i) a tiempo de la
intervencion y ii) pasados tres meses de la misma. La cromatografia HPLC permitio
separar fracciones que contienen xenoestrogenos (a) y estrogenos ovaricos (). Se
determiné la presencia de 18 organoclorados mediante CG/DCE, con confirmacion en
CG/EM. El ensayo E-Screen se empled para estimar la TEXB de las fracciones
cromatogréficas. Los resultados indican que en e momento de la intervencién y en la
primera revision, € pesticida hallado en mayor concentracion es e p,p’-DDE
(M=427,97 ng/g lipido y 338,65 ng/g lipido, respectivamente). En suero, € fungicida
vinclozolina fue e compuesto méas abundante con una concentracion media de 2011,44
pg/ml en laintervencion y 1782,25 pg/ml en la primerarevision. En el ensayo E-Screen,
el 60% de las muestras de tejido adiposo procedentes de la intervencion presentaron
positividad en lafracciéon a (TEXB, M=168,85 pM Eeq/g lipido) mientras que un 94,3%
de las fracciones 3 fueron positivas (TEXB, M=73,94 pM Eeqg/g lipido). El 77,1% y €
97,1% de las muestras de tejido adiposo de la primera revision fueron positivas para las
fracciones a y 13, respectivamente, con unos valores medios de 10,96 pM Eeg/g lipido y
136,18 pM Eeg/g lipido. En resumen, las intervencion terapéutica implementada
condiciona la movilizacién de organoclorados/estrogenos y por ende la actividad
hormonal cuantificada mediante el TEXB.

Financiacion: FIS02/1314
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EXPOSICION MATERNO INFANTIL A DISRUPTORES ENDOCRINOS:
SUSTANCIAS QUIMICAS CON EFECTO ESTROGENICO EN PLACENTAS
DE MADRESDANESAS

J Carrefio’, JM Molina-Molina®, A Granada', MJ Lépez,* Ml Gonzalez', M
Castillo', AM Anderson® N Olea!

YL ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. University
Hospital, Copenhague. Dinamarca. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Se ha acufiado el término de disruptores endocrinos para definir el conjunto heterogéneo
de compuestos quimicos que interaccionan con € sistema hormonal. Con objeto de
demostrar la exposicion materno-infantil a disruptores endocrinos se ha medido la
actividad estrogénica del extracto de placentas procedentes de madres danesas, trabajo
que se incluye dentro de un proyecto europeo que estudia la influencia de factores
mediocambientales en la salud reproductiva masculina. De las muestras de placenta
homogenizadas (1'6 g) se extraen los posibles contaminantes empleando una columna
de aumina y n-hexano. Los extractos se purifican mediante HPLC, obteniéndose dos
fracciones: ? (0-11 min) en la que eluyen los componentes mas lipofilicosy ? (13-25
min) en la que eluyen componentes mas polares (polifenoles y hormonas). Ambas
fracciones se analizan en €l test de estrogenicidad E-Screen, mediante la estimacion de
la carga estrogénica total efectiva (TEXB). Nuestros resultados indican que un 94% de
las muestras son estrogénicas en lafraccion ? ? ? X? ? ? 11.29 pM Eq E2/g placenta).
La actividad estrogénica de esta fraccion esta asociada a efecto combinado (sinérgico,
aditivo o antagénico) de los componentes quimicos extraidos. La fraccion ? presenta
96% de muestras positivas (TEXB, M = 67.19 pM Eq E2/g placenta), y se asocia con la
presencia de estrogenos enddgenos. El alto porcentaje de positividad en €l test E-Screen
de la fraccion ?ihdica la presencia de compuestos xenobidticos, contaminantes
ambientales, con actividad hormonal en placentas humanas por lo que es conveniente
proseguir la investigacion para establecer tanto € origen como las implicaciones
médicas de esta contaminacion. Ademés sugiere que €l uso de biomarcadores como €l
propuesto (TEXB) es de tanto interés como la medida de compuestos quimicos para
estudiar la exposicion materno infantil a disruptores endocrinos

Financiacion: 5° Programa Marco UE. Envir Reprod.Health
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PRESENCIA DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS EN LA
POBLACION MASCULINA JOVEN EN EL SURESTE
PENINSULAR

J Carrefio!, M Castillo', M Fernandez', B Olmos!, | Duran? MD CruZ, C

Avivar?, N Olea!

Y_aboratorio Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio, Granada. 2 Unidad
de Biotecnologia. Hospital de Poniente, Almeria. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Con objeto de caracterizar la exposicién a pesticidas organoclorados disruptores
endocrinos en la poblacion joven se determind la presencia de 17 pesticidas en sangre
de 273 voluntarios residentes en Almeria. La recoleccion de muestras se llevo a cabo
entre enero/2001 y diciembre/2002. Se realiz6 un cuestionario epidemioldgico, examen
fisico, andlisis sanguineo y estudio de calidad seminal. EI andlisis quimico se realizé
mediante cromatografia de gases con detector de captura de €electrones y la
confirmacion de los resultados por cromatografia de gases con espectrometria de masas.
Se cuantifico la presencia de vinclozolina, hexaclorobenceno, lindano, endosulfan y
metabolitos, DDT y metabolitos, aldrin, dieldrin, endrin, metoxicloro, mirex. Los
resultados indican que se trata de una muestra jovenes universitarios (80,3%), con
media de edad 20,7 afios, sin antecedentes conocidos de patologia reproductivay sin
padecimiento de enfermedad crénica. Entre los resultados analiticos cabe destacar que
p,p' DDE, metabolito principal del DDT con actividad estrogénicay anti/androgénica, se
encontré en el 97,5% de las muestras. La vinclozolina, pesticida con actividad
antiandrogénica, sigue en frecuencia de aparicion al DDE y se identificd en un nimero
importante de muestras (95,5%). Conclusiéon: Existe una exposicion a pesticidas
organocloradas con actividad hormonal (estrogénica y/o antiandrogénica) en la
poblacion masculina joven. La implicacion de esta exposicion en la salud reproductiva
de la poblacién necesita ser investigada por |0 que se han iniciado trabajos con este fin.

Financiacion: 5° Programa Marco Union Europea. Envir Reprod. Health.
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RIESGO DE EXPOSICION LABORAL DE LOS CUERPOS DE
PREVENCION Y EXTINCION DE INCENDIOS (SEPEI) A
DISRUPTORES ENDOCRINOS.

C Carvajal Rodriguez C', M Mariscal Arcas’; M Martin Matilla!, M

Jiménez Torrest, | Cerrillo Garcial, F Olea Serrano*

!Departamento de Nutricién y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de

Granada. folea@ugr.es

Hay profesiones con un riesgo elevado de exposicion a sustancias persistentes que se
producen a azar en e medio ambiente. En este grupo se encuentran los cuerpos de
prevencién y extincion de incendios (SEPEI). Existen recomendaciones para prevenir
una exposicion incontrolada a los productos que se generan en un incendio. El grupo
SEPEI del poniente de Almeria esta evaluando los riesgos potenciales de la zona para
poder adoptar medidas preventivas, fundamentalmente de exposicion por via
respiratoria. Hasta €l momento se han codificado la exposicion a moléculas
organocloradas persistentes, muchas de ellas con efecto disruptor endocrino (Dioxinas,
PCBs, PBBs), producidas a partir de los incendios en almacenes familiares, quema de
residuos agricolas y algunas otras situaciones accidentales. Se trata de describir cuales

son las medidas mas adecuadas de prevencién a esta exposicion.

Péag 46



RESUMENES COMUNICACIONES EN CARTELES (ConDE 2003-Elche)

P13

EXPOSICION A PESTICIDAS ORGANOCL ORADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOSEN LA POBLACION FEMENINA DEL SURESTE
PENINSULAR. INFLUENCIA DE LASCARACTERISTICAS
SOCIODEMOGRAFICASY EL ESTILO DE VIDA.

| Cerrillo', P Araque', M Fernandez', M Jiménez', P Torné*, F Olea’, N Olea®

Y ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Cirugia General. Hospital Clinico San
Cecilio. Granada. *Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo

MADE. nolea@ugr.es

La agricultura intensiva tiene una importante representacion en € litoral ameriense y
granadino por lo que € riesgo de exposicion a pesticidas organoclorados disruptores
endocrinos pudiera ser importante. Por este motivo, se ha investigado la exposicion a 16
pesticidas organoclorados en 458 mujeres y se han analizado las caracteristicas
sociodemogréficas y estilo de vida que pudieran condicionar la exposicion. A cada una
de las participantes se les tom6 una muestra de tejido adiposo para su andlisis quimico y
se les redizd una encuesta epidemioldgica. Los resultados indican que se trata de
mujeres de edad media 56 afnos, de bagjo nivel escolar y que en un 50% han desarrollado
trabajos agricolas. La media del nimero de hijos es 4 y los han amamantado € 75.5%
de la poblacion estudiada. El indice de masa corpora (IMC) clasifica en sobrepeso a 3
de cada 4 mujeres. DDE esta presente en € 97.4% de las muestras analizadas, seguido
por endosulfén y sus metabolitos (69.9%) y por lindano y aldrin presentesen el 39.3%y
30.3%, respectivamente. IMC y edad son factores de riesgo para la presencia de DDE.
Un bajo nivel escolar y el desarrollo de trabajos agricolas también condicionan la
exposicion a este pesticida. Los niveles de endosulfan-I y endosulfan-sulfato son
mayores entre las participantes de menor ruralidad y que no han desarrollado trabgjos
agricolas, lo que orienta hacia una exposicion alimentaria. La mayor lactancia se asocia
con niveles superiores de lindano en tegiido adiposo. Conclusion: La actividad
profesional agricola es un condicionante de la exposicion a organoclorados histéricos y
la alimentacion se relaciona con los de uso actual. Lactancia y embarazos no ha
demostrado ser el mecanismo de depuracion que se suponia.

Financiacion: FIS00/0543 y 02/1314
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PESTICIDAS ORGANOCLORADOSDISRUPTORES
ENDOCRINOS EN SANGRE DE CORDON UMBILICAL

A Granada', MJ Lépez', C LépeZ’, M Castillo!, A Cafio?, M Bernal?, F Olea’,
N Olea’.

Y ab Investigaciones Médicas. 2Servicio de Obstetriciay Ginecologia. Hospital Clinico
San Cecilio. Granada. *Dpto. Quimica-Fisica “Dpto. Nutricién y Bromatologia.
Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

El uso de algunos pesticidas organocl orados disruptores endocrinos esta prohibido o
restringido pero, a pesar de ello, son frecuentemente detectados en distintos medios

biol 6gicos. Los compuestos organoclorados se acumulan en €l tejido adiposo materno y
pueden atravesar la barrera placentaria accediendo a feto y a nifio tras su nacimiento a
través de laleche materna. S6lo estas vias de exposicion placentariay lactancia pueden
explicar la exposicion detectada en grasa de nifios de corta edad. Esta situacion es
especia mente preocupante durante la gestacion y la primerainfancia, ya que la
exposicion podria estar relacionada con las malformaciones urogenital es (epispadias,
hipospadias, criptorquidia...etc). Por estarazon el presente trabajo investigalos niveles
de pesticidas organoclorados en muestras de suero de cordon umbilical de 200 varones
nacidos en el Hospital Clinico de Granada. Tras laextracciony purificacion de las
muestras se lleva a cabo la cuantificacion de un total de 18 moléculas organocloradas
por cromatografia de gases con detector de captura de electrones (CG/DCE). La
confirmacion de las moléculas analizadas se ha realizado mediante cromatografia de
gases 'y espectrometria de masas (CG/EM). Los resultados destacan que la totalidad de
las muestras presentan residuos de a menos un pesticida. El pesticida organoclorado
mas frecuentemente detectado ha resultado ser la vinclozolina presente en el 87.5% de
las muestras analizadas. El mas abundante es el endosulfan-diol, con una concentracién
media hallada de 13.23 ng/ml suero. En ambos casos se trata de pesticidas de uso
habitual. Entre los pesticidas de uso histérico destacan DDT y DDE presentesen el 81.5
y 81% de las muestras, respectivamente. Dado que algunos de estos compuestos tienen
ademas de una conocida actividad estrogénica un efecto antiandrogénicco probado en
model os animales (caso del DDE y la vinclozolina) laexposicion infantil de los nifios es
de una significacion particular.

Financiacion: 5° Programa Marco Unidn Europea. Envir Reprod. Health.
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INFLUENCIA DE LA DIETA DE MUJERESEMBARAZADAS SOBRE EL
CONTENIDO DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOSY ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS (AGPIS) EN LA
LECHE HUMANA

M Jiménez?, A JereZ, IM3DiaZ, P Araque', F Olea®, Campoy C%.

Y_aboratorio de Investigaciones Médicas. *Dpto. de Pediatria. Hospital Clinico San
Cecilio. Granada. Dpto. de Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo
MADE. nolea@ugr.es

La dieta de la madre influye sobre la cantidad y calidad de la leche y ésta puede ser
vehiculo de los compuestos téxicos ingeridos (Organoclorados, PCB, DDT). Con objeto
de investigar la influencia de la dieta sobre la lactancia se ha estudiado |a dieta materna
y se han analizado el contenido de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-
CL) consumidos y su presencia en leche humana, asi como la presencia de pesticidas
organoclorados. Para ello, se han reclutado 25 mujeres voluntarias sanas (Edad 17-35
anos) procedentes de El Ejido (Hospital de Poniente, Almeria) y Granada capital
(Hospital Clinico San Cecilio) que amamantaban a sus hijos. La leche recolectada
procede de tres periodos calostro, transicion y madura. El andlisis de organoclorados y
de AGPIs se hace mediante C/ECD, GC/FID y GC/MS. Los cuestionarios de consumo
de alimentos se analizaron mediante un programa informético gue contiene tablas de
composicion de alimentos Wander y espafiolas. Los resultados mas interesantes son: En
leche calostral se ha encontrado una correlacion positiva entre DHA/metoxicloro
(p<0.003) y negativa entre dieldrin y e cociente (n-3/n-6) (p<0.01). En leche de
transicién se observan correlaciones positivas entre e AA/p,p’'DDT y o,p'DDT,
respectivamente (p<0.01). En leche madura se ha encontrado correlacion positiva entre
endosulfan lactona/ac.linoléico (p<0.01) y negativa entre endosulfan lactona/DHA
(p=0.037) y é&cido linoléico/p,p’ DDD (p<0.01). No se ha encontrado relacion entre los
acidos grasos de ladietay AGPI en leche materna. En conclusién, laingesta de grasa de
las madres lactantes influye en la presencia de organoclorados en leche y parece existir
una movilizacién de &cidos grasos de las reservas maternas para la formacion de AGPI
encontrados en laleche.
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ACTIVIDAD ESTROGENICA DEBIDA A DISRUPTORES
ENDOCRINOSEN TEJIDO PLACENTARIO OBTENIDO EN EL
HOSPITAL CLINICO DE GRANADA.

MJ Lépez', A Granada', JM Molina-Molina', B Olmos', J Carrefio’, JM
FernandeZ,
F Olea®, N Olea!

Y ab Investigaciones Médicas. “Servicio de Pediatria Hospital Clinico San Cecilio.
Granada. °Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE.

nolea@ugr.es

Los contaminantes medioambientales con actividad hormonal  estrogénica,
bioacumulados en los tejidos de la madre, pueden depositarse en la placentay acceder al
embrion-feto en fases tempranas del desarrollo. Dos aproximaciones distintas pueden
ayudar a caracterizar la exposicion del nifio: i) la cuantificacion de algunos pocos
compuestos quimicos de interés seleccionados entre los candidatos por sospecha de
exposicién y ii) la utilizacion de marcadores de exposicion y efecto que cuantifiquen la
accion combinada de los compuestos quimicos extraidos. Siguiendo esta aproximacion
metodolbgica, nuestro grupo desarrollé la carga estrogénica total efectiva (TEXB)
entendida como la cuantificacion de la estrogenicidad de un extracto tisular en términos
de unidades equivalentes de estradiol (Eeg/ por gramo de tgjido). Objetivo de este
estudio es determinar e efecto combinado de los xenoestrégenos extraidos, medido
como TEXB de 200 placentas humanas colectadas en el momento del parto de mujeres
residentes en Granada y Almeria. El extracto de las muestras de placenta se purifica
mediante HPLC obteniéndose dos fracciones. ? (0-11 minutos) donde eluyen los
componentes mas lipofilicos y ? (13-25 minutos) donde eluyen componentes mas
polares. Ambas fracciones se analizan en €l test de estrogenicidad E-Screen. Un 72,81%
de las muestras fueron positivas en la fraccion ? , con un valor medio de 18,67 pM Eq
E2/g placenta. Lafraccion ? fue positivaen e 86,15 % de los casos con un valor medio
de 48,04 pM Eq E2/g placenta. Estos resultados muestran que |os efectos adversos de la
exposicion inadvertida a xenoestrogenos en el periodo embrionario merecen profundizar
en futuras investigaciones y establecer el seguimiento pormenorizado de los nifios
incluidos en este estudio.

Financiacion: 5° Programa Marco Unidn Europea. Envir Reprod. Health.
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¢SON LOSANABOLIZANTESY OTROS SUPLEMENTOSUN
RIESGO POTENCIAL PARA LA SALUD DE LA POBLACION
DEPORTIVO INFANTIL Y JUVENIL?

M Mariscal Arcas’, A Olivares Ortega', C Carvajal Rodriguez’, M Martin
Matilla', A Rivas Velasco®, F Olea Serrano”.

'Departamento de Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de
Granada. folea@ugr.es

R. Carson (1962) advirtié que productos quimicos sintéticos se habian difundido por €l
planetay denuncié que muchos de ellos se acumulaban en organismos vivosy gjercian
efectos hormonal es indeseados. Condujo a definir los disruptores endocrinos, grupo
muy amplio que comprende tanto productos sinteticos como naturales. Los
anabolizantes son parte de este grupo cuyo uso esta muy extendido entre deportistas
paralamejoradel rendimiento deportivo. El abuso es objeto de interés, a partir de
estudios que mostraban su gran consumo con fines no médicos. Cualquier deportista no
orientado adecuadamente, fundamental mente en edades tempranas, puede estar en
riesgo de utilizar estas sustancias, creyendo que aumentan e rendimiento deportivo. No
nos referimos a deportistas de competicidn, sino a jévenes adol escentes que practican
deporte con mayor o menor rendimiento. Es importante educarlos para que no
consuman productos ergogeénicos milagrosos, desde anabolizantes, hasta suplementos
de aminoécidos, vitaminas o0 bebidas para deportistas. (prioridad parala FAO/OMYS).
Este Ultimo grupo presenta confusion; existen las bebidas isotonicas para deportistas y
las bebidas energizantes, que ademas de azucares, saborizantesy vitaminas, incluyen
estimulantes y bases xanticas enmascaradas como extractos de frutas. Se presentan
resultados preliminares(n=50) de un estudio sobre un total de 290 nifios esguiadores de
Andalucia (6-16 afios). Se ha disefiado una encuesta en la que se consigna habitos de
vida, deporte, antropometria. No se ha encontrado marcada esta tendencia. Un 14%
toma suplementos vitaminicos y minerales; un 4% suplementos dietéticos. Una muestra
tan peguefia analizada hasta el momento y la no valoracion hasta ahora de qué tipo de
suplementos toman, no nos permite concluir laimportancia del consumo de estas
sustancias, pero se ha puesto de manifiesto el desconocimiento del riesgo que supone €
consumo de productos milagro paramejorar el rendimiento deportivo.
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RESIDUO DE PESTICIDAS ORGANOCLORADOS DISRUPTORES
ENDOCRINOSEN TEJIDO PLACENTARIO DE HOSPITALES DE GRANADA
Y ALMERIA

B Olmos', MJ Lépez', A Granada', A Rivas', M Castillo’, F. Cafiabate?, F
Olea®, N Olea!

Y ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. “Servicio de
Pediatria. Hospital Poniente. Almeria. *Dpto. Nutricién y Bromatologia. Universidad de
Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Laexposicion infantil a sustancias quimicas con actividad hormonal, disruptores
endocrinos, supone durante el periodo embrionario-fetal y la primerainfancia un riesgo
de especial significacion debido a efecto sobre el desarrollo organico y lafuncionalidad
del sistema endocrino. Con objeto de investigar la exposicién a pesticidas
organoclorados (OCs) durante el embarazo, se realiz6 un estudio epidemiol dgico en una
poblacion de varones recién nacidos en hospitales de las provincias de Granada'y
Almeria. El nimero de embarazadas reclutadas fue de 200 y sus edades estaban
comprendidas entre los 17 y 43 afios. Se cuantificaron 17 moléculas organocloradas,
mediante cromatografia de gases con detector de captura de electrones (CG/DCE), una
vez que se extrgjeron y purificaron las muestras. La confirmacién de las moléculas
analizadas se realizd mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas
(CG/EM). Entre los resultados obtenidos destaca que la totalidad de las muestras
analizadas presentan residuos de al menos un pesticida. El pesticida organoclorado mas
frecuentemente detectado ha resultado ser el DDE, en el 86% de las muestras
analizadas. El mas abundante es el DDD, con una concentracion media hallada de 33.91
ng/g de placenta. Ambos compuestos son metabolitos de uno de |os pesticidas méas
conocidos debido a su uso histérico, €l DDT, presente en un nimero significativamente
menor de muestras analizadas (45%). Nuestros resultados sugieren que la placenta es
una viaimportante de exposicion infantil a pesticidas organoclorados, que son
bioacumulados en los tejidos de la madre y son movilizados durante el embarazo. Las
implicaciones de esta observacién en poblaciones |aboralmente expuestas a pesticidas
de uso habitual son, cuanto menos, inquietantes y obligan al estudio pormenorizado de
este fendmeno, sus consecuenciasy ala actuacion preventiva.

Financiacion: 5° Programa Marco Unidn Europea. Envir Reprod. Health.
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EXPOSICION HUMANA A ENDOSULFAN Y SUSMETABOLITOS
EN EL SURESTE PENINSULAR

A Rivas!, | Cerrillot, M Fernandezt, Ml Gonzalez', N Oleal, F Olea?

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. 2 Dpto. Nutricién
y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Muchos de los pesticidas organoclorados persisten en e medio ambiente y se
bioacumulan y biomagnifican en la cadena aimentaria. A pesar de que los paises
industrializados han prohibido o restringido su uso, dichos compuestos contindan
fabricandose para exportacion o como materia prima para la fabricacion de otros
pesticidas (p.e DDT/Dicofol). Otros pesticidas organoclorados se siguen usando hoy dia
en paises industrializados, como es € caso del endosulfan. En la UE, Espafa es €l
mayor consumidor de endosulfén, toda vez que los paises de mayor consumo histérico
han reducido su uso de forma significativa (Francia 382 Tm en 1996 a 28 Tm en 1999).
En los seres superiores e metabolismo del endosulfan supone la transformacion hacia
formas més hidrosolubles, pero debido a su lipofilidad, el endosulfan se deposita en los
tgjidos y medios biolégicos. El consumo de cantidades importantes de endosulfan en el
medio agricola del sureste peninsular ha determinado que su presencia medio ambiental
sea frecuente. El objetivo de este estudio fue el determinar los niveles de endosulfan-a,
endosulfan-b y metabolitos endosulfan-eter, endosulfan-lactona, endosulfan-diol vy
endosulfan-sulfato en distintos medios biol 6gicos (tgido adiposo, suero, placenta, suero
de cordén umbilical y leche materna) de mujeres residentes en éreas de agricultura
intensiva (Granada y Almeria). Los resultados indican que la mujer en edad
reproductiva esta expuesta a endosulfan y que la movilizacion de estos compuestos
durante € embarazo y la lactancia es un problema de salud publica que debe ser
abordado con urgencia.

Financiacion: FIS00/0543 y 02/1314
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EVOLUCION DE LOSNIVELESDE PESTICIDAS
ORGANOCLORADOSEN TEJIDO ADIPOSO Y SUERO, ASI COMO
CARGA ESTROGENICA EN PACIENTESAFECTASDE CANCER DE
MAMA.

P Araque’, JM Moalina®, I Cerrillo®, B Olmos', J Carrefio’, F Olea?, V
Pedraza®, N Olea’

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. 2 Dpto. Nutricién
y Bromatologia. Universidad de Granada. nolea@ugr.es

Debido a la gran influencia de los estrogenos en el desarrollo del cancer de mama se
sugiere como posible hipétesis causal, de la iniciacion y promocién, la exposiciéon a
compuestos organoclorados(OC). Por su lipofilidad y metabolizacion se acumulan en
grasa a lo largo de los afos. Poco se conoce sobre las variaciones temporales de estos
compuestos. El objetivo de este estudio es medir de forma continuada y repetida en €l
tiempo, durante el curso del tratamiento, los niveles de pesticidas y la evolucion de la
carga estrogénica estimada en pacientes afectas de cancer de mama. Se han
seleccionado 35 pacientes afectas de cancer de mama con media de edad de 60 afios,
intervenidas quirdrgicamente en e Hospital Clinico San Cecilio. Un cuestionario
estructurado recogid informacion de hébitos de vida. Muestras de tegjido adiposo y
sangre se tomaron en e momento de la intervencion y a los tres meses de la misma, y
fueron analizadas por técnicas cromatogréficas. En el proceso separativo se obtuvieron
dos fracciones: a(xenoestrégenos) y ¥endoestrogenos). Se determind la concentracion
de 180C. El ensayo E-Screen se utiliz6 para medir la actividad estrogénica de las dos
fracciones obtenidas. En tejido adiposo, tanto en el momento de la intervencién como
en la primera revision, el pesticida hallado en mayor cantidad es el p,p’-DDE, con una
concentracion media de 427,97 ng/g lipido y 338,65ng/g lipido respectivamente
mientras que el detectado en menor concentracion en la intervencion ha sido el aldrin
con concentraciéon media de 6,66 ng/g lipido, siendo en la primera revisién el
endosulfan-11 con concentracion media de 2,16 ng/g lipido. En suero lavinclozolina fue
el pesticida mas abundante con una concentracion media de 2011,44 pg/ml en la
intervencion y 1782,25 pg/ml en la primerarevision. El endosulféan-eter fue el detectado
en menor concentracion (212,29 pg/ml en la intervencion y 226,43 pg/ml en la primera
revision). En el ensayo E-Screen, el 60% de las muestras de tejido adiposo procedentes
de la intervencion presentaron positividad en la fraccion a con valor medio de 168,85
pM Eeg/g lipido, mientras que un 94,3% de las fracciones I3 fueron positivas con un
valor medio de 73,94 pM Eeg/qg lipido. El 77,1% y & 97,1% de las muestras de tgjido
adiposo de la primera revision fueron positivas para las fracciones a y R,
respectivamente, con unos valores medios de 10,96 pM Eeg/g lipido y 136,18 pM Eeg/g
lipido.
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PESTICIDAS ORGANOCLORADOSDISRUPTORES
ENDOCRINOSEN PLACENTAS DE GRANADA Y ALMERIA

B Olmos', MJ Lépez', A Granada', A Rivas', M Castillo®, F Olea®, N Olea’

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. *Dpto. Nutricién
y Bromatologia. Universidad de Granada. nolea@ugr.es

Laexposicion infantil a sustancias quimicas con actividad hormonal representa durante
el periodo embrionario-fetal y lalactancia una fase critica por su efecto sobre el
desarrollo orgénico y lafuncionalidad del sistema endocrino. Con objeto de investigar
el efecto de la exposicion a pesticidas organoclorados (OCs) durante el embarazo, se
realiz6 un estudio en una poblacién de varones recién nacidos en las provincias de
Granaday Almeria. EI nUmero de embarazadas reclutadas fue de 200 y sus edades
estaban comprendidas entre los 17 y 43 afios.

La cuantificacién de un total de 17 moléculas organocloradas se llevo a cabo por
cromatografia de gases con detector de captura de electrones (CG/DCE), tras la
extraccion y purificacion de las muestras. La confirmacion de las mol éculas analizadas
se harealizado mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG/EM).

L os resultados destacan que la totalidad de las muestras presentan residuos de al menos
un pesticida. El pesticida organoclorado mas frecuentemente detectado ha resultado ser
el DDE en el 86% de las muestras analizadas. El mas abundante es el DDD, con una
concentracion media hallada de 33.91 ng/g de placenta. Ambos compuestos son
metabolitos de uno de los pesticidas mas conocidos debido a su uso histérico, €l DDT,
presente en el 45% de las muestras analizadas. Nuestros resultados confirman que la
placenta es una via de exposicion infantil a pesticidas organoclorados.
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PRESENCIA DE SUSTANCIASCON EFECTO ESTROGENICO EN
PLACENTASDANESAS

J Carrefio’, IM Molina', MJ Lépez', A Granada', MI Gonzalez', M Castillo®,
N Olea’

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. nolea@uagr.es

Introduccién: Se ha acufiado €l término de disruptores endocrinos (DE) para definir €l
conjunto heterogéneo de compuestos quimicos que interaccionan con €l sistema
hormonal. Con objeto de demostrar la exposicién humana a disruptores endocrinos se
ha medido la actividad estrogénica en placentas procedentes de Dinamarca. Este trabajo
se incluye dentro de un proyecto europeo que estudia la influencia de factores
mediocambientales en la salud reproductiva masculina. Material y Métodos: De las
muestras de placentas homogenizadas (1'6 g) se extraen los posibles contaminantes
empleando una columna de alumina y n-hexano. Los extractos se purifican mediante
HPLC Se obtienen s dos fracciones, en la fraccion ? (0-11 minutos) eluyen los
componentes mas lipofilicos y en lafraccion ? 13-25 minutos) eluyen componentes
mas polares( polifenoles y hormonas). Ambas fracciones se analizan en e test de
estrogenicidad E-Screen. Resultados: Un 94 % de las muestras fueron positvas en la
fraccion ? , con un valor medio de 1129 pM Eq E2/g . La fraccién ? un 96 % de las
muestras fueron positivas en el E-Screen con un valor medio de 67°19 pM Eq E2/g.
Conclusion: El alto porcentaje de positividad en € test E-Screen indica la presencia de
compuestos con actividad hormonal en placentas humanas, es conveniente proseguir la
investigacion para establecer las implicaciones de esta contaminacion.
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DESARROLLO DE UN METODO PARA EL ANALISISDE
POLIFENOLESDISRUPTORESENDOCRINOSY
FITOESTROGENOSEN MUESTRASBIOLOGICA HUMANAS

M| Gonzilez!, A Rivas!, J Carrefio!, M Jiménezt, M Mariscal’>, N Olea®, F
Olea?

Y_ab Investigaciones Médicas. Hospital Clinico San Cecilio. Granada. > Dpto. Nutricién
y Bromatologia. Universidad de Granada. Grupo MADE. nolea@ugr.es

Los disruptores endocrinos (DE) son sustancias quimicas, exdgenas al organismo
animal o humano, que tienen actividad hormonal/antihormonal y que actuando como
agonistas 0 antagonistas pueden aterar la homeostasis del sistema endocrino. Entre los
compuestos quimicos DE de origen sintético se encuentran los bisfenoles que incluyen
mondémeros de plasticos y polimeros sintéticos, de uso generalizado en el sector
industrial. Un grupo de DE con cierta similitud estructural a los bisfenoles y con un
comportamiento analitico parecido, pero de origen natural, son los fitoestrégenos
presentes en algunas plantas. Con objeto de desarrollar una metodologia analitica en la
que se puedan investigar ambos tipos de compuestos con un protocolo similar se ha
puesto a punto una técnica cromatogréfica basada en HPLC. Se han seguido las
condiciones de trabajo que se describen a continuacién: fases moviles acetonitrilo (A) y
acetonitrilo-agua (B); gradiente (min. 0, 100 % A; min. 15, 100 % B, min. 17, 100 %A);
columna C-18 (150 x 4.6 mm); fluo 1 mL/min; detectores de fluorescencia y
UV/visible. Para la realizacion de las curvas de calibrado se inyectaron 20 ? 1 de
soluciones esténdar de bisfenol A, bisfenol A-dimetacrilato, daidzeina, genisteina y
resveratrol. Las curvas de calibrado fueron lineales (r=0.990) en el rango de 10 M -
10°M para los compuestos fluorescentes y de 10°M- 10°M para los detectados en
UV/visible. Los Iimites de deteccién fueron de 10°M paralos compuestos fluorescentes
y de 10°M- 10°M para los detectados en UV/Visible. EI método propuesto permite una
determinacién precisa de bisfenoles y fitoestrogenos mediante cromatografia liquida de
alta resolucion y puede ser aplicado de forma rutinaria en estudios de exposicién
humana a estos compuestos.

Financiacion: 5° Programa Marco Unidn Europea EDEN
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