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TESIS DOCTORALES

EVALUACION DE LOS EFECTOS
TOXICOGENOMICOS Y GENOTOXICOS
DE LA VINCLOZOLINA EN
INVERTEBRADOS ACUATICOS

En la actualidad, y como consecuencia del gran
desarrollo industrial, se ha incrementado la pro-
duccién y el uso de nuevos compuestos quimicos.
Su empleo generalizado hace que durante su fabri-
cacion, procesado y distribucion, o bien debido a su
uso y posterior eliminacion, estos productos acaben
siendo liberados al medio natural. Muchos de estos
compuestos son de dificil degradacion, pudiendo
persistir durante décadas en el entorno [1]. Entre
esos contaminantes existe una amplia diversidad
de compuestos sintéticos que abarcan compuestos
quimicos industriales, productos fitosanitarios (her-
bicidas, insecticidas y fungicidas), farmacos, y com-
puestos que aparecen en productos de higiene perso-
nal formando lo que se conoce como contaminantes
emergentes, ademas de los metabolitos derivados de
dichos compuestos [2]. Un grupo de contaminantes
son los denominados disruptores endocrinos (EDC,
del inglés Endocrine Disrupting Chemicals), son sus-
tancias quimicas que se encuentran en el medio am-
biente, y que pueden interferir con el sistema endo-
crino alterando la sintesis, el metabolismo, la unién
al receptor o la eliminacion de las hormonas que son
responsables de la regulacion de la homeostasis, la
reproduccion y el desarrollo en los seres vivos [3].
Los compuestos catalogados como EDC son un gru-
po muy heterogéneo de sustancias que incluyen com-
puestos quimicos sintéticos ver Figura 1. Los estudios
realizados hasta el momento han permitido clasificar
cada vez mas sustancias con esta capacidad de dis-
rupcion endocrina, revelando que constituyen una
seria amenaza para la salud humana, la fauna y los
ecosistemas. Los EDCs son capaces de alterar el sis-
tema hormonal, mimetizando a una hormona o blo-
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Figura 1. Ejemplos de sustancias consideradas como disrupto-
res endocrinos. Hidrocarburos aromdticos policiclicos (HAP),
bifenilos policlorados (PCB).

queando su accién, lo que produce la estimulacion
o la inhibicion anormal del sistema endocrino. Este
sistema es critico para el crecimiento, el desarrollo,
la reproduccion, la diferenciacion sexual y la regula-
cion de los procesos metabolicos. Como se ha men-
cionado, el grupo de moléculas identificadas como
EDC es altamente heterogéneo e incluye sustancias
quimicas sintéticas con usos muy variados como di-
solventes, lubricantes industriales y sus subproduc-
tos como el bifenilo policlorado (PCB), los bifenilos
polibromados (PBB), las dioxinas, los bisfenoles (bis-
fenol A; bisfenol S; bisfenol F), los plastificantes (fta-
latos), los plaguicidas (metoxicloro; diclorodifeniltri-
cloroetano, DDT; clorpirifos, Vinclozolina (Vz)) y los
farmacos (dietilestilbestrol, DES).

La Vz es un fungicida ampliamente usado con fi-
nes agricolas en frutas, verduras, hortalizas y plantas
ornamentales. Tanto la Vz como sus metabolitos, el
acido butanoico (M1) y enalidina (M2), tienen la capa-
cidad de actuar como compuestos antiandrogénicos
[4] Los compuestos catalogados como antiandro-
génicos, ejercen sus efectos al actuar directamente
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sobre los receptores de andrégenos, lo que reduce
tanto la sintesis como la circulacion de andrégenos
[5]. Debido a las propiedades de la Vz como disruptor
endocrino, la Comision Europea prohibié su uso en
cultivos dentro de la UE en el marco de la Directiva
91/414/ CEE en 2007. Sin embargo, sigue en uso en
cultivos de canola (Brassica napus) o en vino en otros
paises como Estados Unidos o China [6] (EPA Office
of Pesticide Programs, 2000; US-EPA, 2000).Investi-
gaciones recientes han demostrado que la Vz es ca-
paz de interferir en el sistema endocrino de distintos
organismos, principalmente vertebrados, pudiendo
causar dafnos en la fertilidad y afectar a generaciones
futuras, dado que se han descrito efectos transgene-
racionales, mediante alteraciones en el epigenoma
[7, 8, 9]. Por otro lado, la ECHA (del inglés European
Chemicals Agency) ha clasificado la Vz como toxica
para la vida acuatica con efectos a largo plazo. Sin
embargo, y como ocurre de manera frecuente, los
estudios e n invertebrados son muy limitados a pesar
de que forman la base de los ecosistemas acuaticos.

Los quironémidos (Diptera, Chironomidae) per-
tenecen a una de las familias de dipteros mas abun-
dantes en los sistemas acuaticos, siendo también
mayoritarios entre los macroinvertebrados de eco-
sistemas de agua dulce [10]. Son uno de los elemen-
tos clave en la cadena trofica de estos ecosistemas
[11] al ser un componente importante de la dieta de
numerosas especies de peces y aves acuaticas. Una
de estas especies, C. riparius, se utiliza de forma ha-
bitual en estudios de ecotoxicologia. Es un mosquito
cuyas tres primeras fases del ciclo de vida son acua-
ticas: embrion, larva con cuatro estadios diferen-
ciados y la pupa. Tras una metamorfosis controlada
hormonalmente, que permite un cambio drastico
morfologico y fisiologico, se convierten en adultos
aéreos ver Figura 2. Los adultos, que son la fase en-
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Figura 2. Ciclo de vida de C. riparius. Las imdgenes repre-

sentan distintas etapas del mismo. De izquierda a derecha:
masa de huevos, larva de cuarto estadio, pupa y un mosquito
adulto.

cargada de la reproduccion, emergen de 15 a 17 dias
tras la eclosion y viven en torno a cuatro dias.

Por otro lado, los gasteropodos acuaticos son
miembros ubicuos de las comunidades de agua dul-
ce y juegan un papel muy importante en los ecosis-
temas acuaticos, puesto que se consideran buenos
indicadores de la salud de dichos ecosistemas. La
duracion de su ciclo de vida en condiciones de la-
boratorio es de 5 a 6 meses [12], considerandose que
alcanzan la madurez sexual tras la primera ovoposi-
cion, a las diez semanas ver Figura 3.

Figura 3. Ciclo de vida de P. acuta. Las imdgenes representan

distintas etapas del mismo.
De izquierda a derecha, embriones, un juvenil, y un adulto.

Ambos organismos se emplean en los estudios de
ecotoxicidad acuatica y como indicadores biologicos
de la calidad del agua al ser considerados como or-
ganismo de referencia.

El objetivo general de la tesis doctoral, ha sido
evaluar el efecto toxicogendémico y genotoxico de
la Vz en invertebrados acuaticos. Se ha demostrado
que la Vz acttia como disruptor endocrino con acti-
vidad anti-androgénica en mamiferos, asi mismo se
han descrito sus efectos en la reproduccion de orga-
nismos acuaticos (peces e invertebrados), aunque no
se conoce el mecanismo de accion en estos Gltimos.
El estudio de los efectos toxicogendmicos de la Vz
se llevo a cabo tras tratamientos agudos mediante
el analisis de cambios en la expresion de genes rela-
cionadas con distintos procesos fisiologicos: sistema
endocrino, respuesta celular de estrés, metabolismo
de xenobidticos y mecanismos de reparacion del.
Este ultimo (estudio toxicogenomico sobre meca-
nismos de reparacion del ADN) se complet6 con el
ensayo cometa para conocer el dano en el ADN. Fi-
nalmente, los efectos de la Vz en la reproduccion se
valoraron en C. riparius mediante la exposicion cro-
nica de larvas hasta la emergencia de la fase adulta
(mosquitos) en sistemas agua-sedimento.

Los resultados obtenidos, han demostrado que la
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Vz no afecta a la supervivencia de larvas de C. ripa-
rius ni de adultos de P. acuta. Sin embargo, si afecta
al desarrollo de embriones de C. riparius, y de mane-
ra mas severa cuando la generacion parental es pre-
viamente expuesta. Por otro lado, no se observaron
efectos en el ensayo de reproduccion de C. riparius
salvo una tendencia no significativa a aumentar la fe-
cundidad a medida que aumenta la concentracion de
Vz. Los resultados obtenidos para la expresion géni-
ca tanto de embriones como de larvas de C. riparius
demostraron un efecto en el sistema endocrino a
nivel de regulacion hormonal alterando la expresion
de diversos genes y, al mismo tiempo, modificando
el metabolismo de la ecdisona. Sin embargo, el sis-
tema hormonal de P. acuta no experimento cambios
en su expresion tras la exposicion a Vz. Por otro
lado, los resultados observados para la respuesta a
estrés celular tanto en embriones como en larvas de
C. riparius mostraron una activacion de genes rela-
cionados con estrés celular. Ademas de la activacion
de mecanismos de destoxificacion. Nuevamente, P.
acuta mostro un comportamiento diferente ya que
se observo la inhibicion de un gen relacionado con
estrés celular y no hubo activacion de ninguno de los
genes estudiados relacionados con los procesos de
destoxificacion.

El ensayo cometa demostr6 en ambas especies la
capacidad de la Vz para inducir dafio en el ADN. Por
ultimo, la sobreexpresion de genes involucrados en
mecanismos de reparacion del ADN observada en C.
riparius demuestra que este organismo es capaz de
activar dichos mecanismos, mientras que en el caso
de P. acuta se observé una inhibicion para los genes
homologos.

En el presente trabajo, se han comprobado los
efectos genotoxicos de la Vz en insectos y moluscos
acuaticos, relacionandose por primera vez con la
actividad transcripcional de genes involucrados en
mecanismos de reparacion del ADN. Los resultados
permiten concluir que la Vz puede alterar genes cla-
ve en la ruta de sefalizacion mediada por ecdisona
y otras rutas hormonales, sugiriendo asi una inte-
raccion directa de este contaminante con el sistema
endocrino de insectos. Del mismo modo, se confirma
la activacion de dianas de estres celular y de rutas de
destoxificacion en este grupo de invertebrados. La
falta de respuesta observada en genes de ruta endo-
crina, estrés celular y detoxificacion observada en P.

acuta, ponen de manifiesto la necesidad de continuar
explorando otras dianas moleculares para moluscos
en el estudio del mecanismo de accion de disrupto-
res endocrinos. Finalmente, estos resultados ponen
de relieve la necesidad de utilizar distintas dianas
moleculares en varias especies representativas de
distintos taxones de invertebrados en el estudio del
mecanismo de accion de disruptores endocrinos.
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