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Resumen

El accidente del buque Prestige en noviembre de 2002, representd el mayor desastre
ambiental ocurrido en Espafa y una de las mayores catdstrofes en la historia de la navegacién
europea. Se vertieron 67.000 toneladas de petréleo con componentes altamente téxicos para
la salud humana. Como consecuencia, un gran nimero de personas colaboraron en las tareas
de limpieza del litoral contaminado, resultando potencialmente expuestas al fuel. Estudios
realizados en el momento de la exposicibn mostraron alteraciones a nivel genotodxico,
endocrino e inmunotdxico en dichos individuos, por lo que el objetivo de este trabajo consistio
en la determinacién de la posible persistencia de esas alteraciones siete afios mas tarde. Se
analizé una poblacién compuesta por 54 pescadores y mariscadores procedentes de
localidades gallegas intensamente afectadas por el vertido, que habian colaborado en su
limpieza durante mds de dos meses, y se comparé con un grupo de 50 controles de
caracteristicas similares. Se evaluaron como biomarcadores de genotoxicidad el ensayo del
cometa, el test de micronucleos y el ensayo de mutacidn en el receptor de las células T; como
biomarcadores endocrinos la prolactina y el cortisol séricos, y como biomarcadores de
inmunotoxicidad las subpoblaciones linfocitarias, diversas citoquinas circulantes, la neopterina
y los productos del metabolismo del triptéfano. Los resultados obtenidos mostraron que los
parametros genotoxicos, la prolactina y la mayoria de pardmetros inmunolégicos retornaron a
los valores basales en los individuos expuestos. Sin embargo, se observaron alteraciones en los
niveles de cortisol, kinurenina, y porcentaje de linfocitos CD16'56" que sugieren la necesidad
de realizar un seguimiento de estos individuos para la detecciéon temprana de problemas de

salud que pudieran estar relacionados con el sistema endocrino o inmunolégico.

Resumo

O accidente do buque Prestige en novembro de 2002, representou o maior desastre
ambiental ocorrido en Espafia e unha das maiores catastrofes na historia da navegacién
europea. Vertéronse 67.000 toneladas de petréleo con compofientes altamente téxicos para a
saude humana. Como consecuencia, un gran numero de persoas colaboraron nas tarefas de
limpeza do litoral contaminado, resultando potencialmente expostas ao fuel. Estudos
realizados no momento da exposicion mostraron alteracidns a nivel xenotdxico, endocrino e
inmunotdxico en devanditos individuos, polo que o obxectivo deste traballo consistiu na
determinacion da posible persistencia desas alteracions sete anos mais tarde. Analizouse unha
poboacidon composta por 54 pescadores e mariscadores procedentes de localidades galegas

intensamente afectadas polo vertido, que colaboraran na sua limpeza durante mais de dous



meses, e comparouse cun grupo de 50 controis de caracteristicas similares. Avalidronse como
biomarcadores de xenotoxicidade o ensaio do cometa, o test de micronucleos e o ensaio de
mutacion no receptor das células T; como biomarcadores endocrinos a prolactina e o cortisol
séricos, e como biomarcadores de inmunotoxicidade as subpoboaciéns linfocitarias, diversas
citoquinas circulantes, a neopterina e os produtos do metabolismo do triptéfano. Os
resultados obtidos mostraron que os parametros xenotéxicos, a prolactina e a maioria de
parametros inmunoléxicos retornaran aos valores basais nos individuos expostos. Con todo,
observaronse alteracidns nos niveis de cortisol, kinurenina e porcentaxe de linfocitos CD16'56"
gue suxiren a necesidade de realizar un seguimento destes individuos para a deteccién
tempera de problemas de saude que puidesen estar relacionados co sistema endocrino ou

inmunolodxico.

Abstract

Prestige accident in November 2002 was the highest environmental disaster occurred
in Spain and one of the top catastrophes in the history of European navigation. Sixty-seven
thousand tones of oil containing compounds extremely toxic for human health were spilled. As
a consequence, a huge number of people collaborated in the cleanup of the polluted shore,
being potentially exposed to the oil. Studies carried out at the moment of exposure reported
genotoxic, endocrine and immunotoxic alterations in those individuals, so the objective of this
work was to determine the possible persistence of those alterations seven years later. A
population composed of 54 fishermen from Galician villages hardly affected by the spill, who
had collaborated in the cleanup for at least 2 months, was analysed and compared to a group
of 50 controls with similar characteristics. We evaluated comet assay, micronucleus test and T-
cell receptor mutation assay as genotoxicity biomarkers; serum prolactin and cortisol as
endocrine biomarkers and lymphocyte subsets, several circulating cytokines, neopterin, and
tryptophan degradation products as immunotoxicity biomarkers. The results obtained showed
that genotoxicity parameters, prolactin and most immunological parameters returned to basal
levels in the exposed individuals. Still, alterations observed in the levels of cortisol, kynurenine
and percentage of CD16'56" lymphocytes suggest the need to monitor these individuals for

early detection of health outcomes related to endocrine or immunological systems.
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%TDNA (% tail DNA): porcentaje de ADN en la cola del cometa
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FEV1 (forced expiratory volume in first second): volumen espiratorio forzado en el primer
segundo

FISH (fluorescence in situ hybridization): hibridacidn in situ fluorescente

FITC (fluorescein isothiocyanate): isotiocianato de fluoresceina

FL: canal de fluorescencia

FVC (forced vital capacity): capacidad vital forzada

g: gramos

GADS (Goldberg anxiety and depression scale): escala de Goldberg para ansiedad y depression.
GHQ (general health questionnaire): cuestionario general de salud

GTP: trifosfato de guanosina

GTPCH: GTP ciclohidrolasa |

Vi
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h: horas

HADS (hospital anxiety depression scale): escala hospitalaria de ansiedad y depresion
HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos

HLA (human leucocyte antigen): antigeno leucocitario humano

HPLC (high-performance liquid chromatography): cromatografia liquida de alta resolucién

IARC (international agency for research on cancer): agencia internacional para la investigacion
del cdncer

IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa

IFN: interferdn

Ig: inmunoglobulina

IL: interleuquina

ITOPF: The International Tankers Owners Pollution Federation
kin: kinurenina

km: kildmetros

kPa: kiloPascales

I: litros

LOX : Lipoxigenasa

LRTS (low respiratory tract symptomathology):sintomatologia del tracto respiratorio inferior
LT: leucotrieno

M: molar

m>: metros cubicos

mg: miligramos

min: minutos

ml: mililitros

mm: milimetros

mM: milimolar

MN: micronucleo

MNcit: micronucleos evaluados por citometria de flujo
MNMN: células mononucleadas con micronucleos

MVV: (maximum voluntary ventilation): ventilacion maxima voluntaria
N: tamafo muestral

NADS: sintetasa del dinucledtido nicotinamida-adenina
NBUD (nuclear buds): yemas nucleares

ng: nanogramos

NK (natural killer): células asesinas naturales

nm: nandmetros

nM: nanomolar

N2: nimero

NPB (nucleoplasmic bridges): puentes nucleoplasmaticos
2C: grados centigrados

PBS (phosphate buffered saline): tampdn fosfato

PE (phycoerithrin): ficoeritrina

PECy5 (phycoerithrin-cyanine 5): ficoeritrinacianina 5
PG: prostaglandina

Vil



Abreviaturas

PHA (phytohemagglutinin): fitohemaglutinina

Pl (propidium iodide): ioduro de propidio

PTPS: piruvoil-tetrahidropterina sintetasa

PTSD (post-traumatic stress disorder): desorden de estrés postraumatico
RIA: radioinmunoanilisis

rpm: revoluciones por minuto

RPMI: medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute

s: segundos

SCE (sister chromatid exchange): intercambio entre cromdatidas hermanas
T2: temperatura.

Tc: linfocitos T citotdxicos

TCR (T-cell receptor): receptor de las células T

TCR-Mf (T-cell receptor mutation frequency): frecuencia de mutacién en TCR
TFIIH (transcription factor IIH): factor de transcripcion |IH

TGF (transforming growth factor): factor transformante del crecimiento
Th (T-helper): linfocitos T colaboradores

TNF (tumour necrosis factor): factor de necrosis tumoral

Trp: triptéfano

U: unidades internacionales

USEPA: Unites States Environmental Protection Agency

UV: ultravioleta

V: voltios

W: watios
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INTRODUCCION

1. VERTIDOS DE PETROLEO: EL ACCIDENTE DEL PRESTIGE

Desde la revolucidn industrial el uso de combustibles fdsiles y especialmente de los
derivados del petréleo se ha ido incrementando progresivamente. Y esto hace necesario su
transporte desde las plataformas de extraccidn a todos los lugares del mundo, generalmente a

través de rutas maritimas en grandes buques cargueros.

Actualmente el transporte mundial de crudo mueve entre 1.500 y 1.800 millones de
toneladas al afio, y esto supone una tercera parte del desplazamiento total de mercancias por
mar, de las que la mitad circulan por aguas de la Unién Europea y Estados Unidos. Espaiia se
localiza en una de las principales vias de entrada de los hidrocarburos europeos, lo que situa a
nuestro pais, y a Galicia en concreto, en un lugar de maxima exposicién a accidentes que
puedan ocasionar algun tipo de vertido de estos hidrocarburos. De hecho, en las ultimas
décadas la costa gallega se ha visto afectada por numerosos accidentes de petroleros. Entre
ellos destacan el Polycommander en 1970, el Urquiola en 1976, el Andros Patria en 1978, el
Mar Egeo en 1992, y el ultimo ha sido el Prestige en 2002. Los vertidos son considerados
grandes desastres ecolégicos debido a que afectan enormemente tanto a ecosistemas
acudticos como terrestres y ocasionan grandes pérdidas econdmicas. Por medio de convenios
internacionales, normas comunitarias y otras medidas se intenta proteger el medio ambiente

marino, pero resulta muy dificil evaluar su correcto cumplimiento.

En los ultimos 50 afios se han producido 38 accidentes de petroleros de gran
importancia, que afectaron a costas de diferentes paises. La mayoria ocurrieron en el
Mediterrdneo y el oeste de Europa; estas regiones han sufrido 13 de los 20 mayores vertidos.
Considerando la elevada densidad de poblacién de estas areas geograficas, éste es un tema de

gran interés desde el punto de vista epidemiolégico.

El 13 de noviembre de 2002 comienza la gran catastrofe del Prestige. El barco lanza un
primer SOS a las 15:15h y se desencadena la tragedia, que terminaria siete dias después con la
rotura del barco en dos, su posterior hundimiento a 130 millas nauticas de la costa gallega y
3.500m de profundidad, y el vertido de 67.000 toneladas de petréleo de las 77.000 que
transportaba (ITOPF, 2013). Se contaminaron mas de 1.000 km de costa espafola y francesa
(Bohannon y Bosh, 2003), afectando a la flora y la fauna de esta zona, especialmente

dependiente de sus recursos pesqueros y marisqueros. Este accidente representd el mayor
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desastre ambiental ocurrido en Espafia y una de las mayores catdstrofes ambientales en la
historia de la navegacién europea. Esto hizo que la poblaciéon se volcara totalmente en impedir
que la tragedia fuera mayor, sumdandose a las labores de limpieza y recuperacién de la zona
costera para tratar de minimizar el impacto del vertido sobre los recursos naturales y
econdmicos. Mdas de 300.000 personas, procediendo unas 60.000 de fuera de Galicia, se
implicaron en la limpieza del fuel, que se prolongé durante 10 meses. Debido a ello, los
individuos que participaron en las labores de limpieza constituyeron una poblacion expuesta al

fuel y era necesario llevar a cabo la evaluacién de las posibles consecuencias para su salud.
1.1. Composicion del fuel

La Agencia de Proteccion Medioambiental Norteamericana (USEPA, de United States
Environmental Protection Agency) clasifica los productos refinados del petréleo en 8 clases
diferentes denominadas gasolina, queroseno, fuel de los niUmeros 2 a 6, y aceite lubricante, la
mayoria de las cuales estan clasificadas como posibles carcinégenos humanos por la Agencia
Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC, de International Agency for Research on

Cancer) en el grupo 2B (IARC, 1989), como es el caso del fuel que transportaba el Prestige.

El fuel del Prestige fue clasificado como fuel pesado n2 2 en la escala francesa (Normas
AFNOR NF M 15-010 a 15-013) o fuel n? 6 en la denominacién anglosajona (USEPA). Era el
producto resultante del refinado del petréleo crudo, muy denso (0.99g/cm?), viscoso
(30000cSt a 159C) y dificilmente soluble en agua, lo que ocasiond que pudiese llegar a la orilla
en forma de manchas pegajosas que se adhirieron a la superficie en la costa (Zakaria et al.,

2001).

El analisis de este fuel realizado por el Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas
(CSIC) revel6 que contenia 50% de hidrocarburos aromaticos, 22% de hidrocarburos saturados
y 28% de resinas y asfaltenos (CSIC, 2003a). Ademas, se encontraron altas concentraciones de
zinc, cadmio y plomo, y otros metales pesados como el aluminio o el niquel, en la columna de
agua tras el naufragio y en el fuel emulsionado que alcanzd la costa, respectivamente (CSIC,
2003b; Prego y Cobelo-Garcia, 2004). Hay tres grupos de compuestos presentes en el fuel a los
que se les debe prestar mds atencidon por su toxicidad para la salud humana; son los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), los compuestos orgdnicos volatiles (COV) y los
metales pesados. De hecho, segln la normativa europea (Directiva 93/67/CEE, Reglamento
793/93 del Consejo y Reglamento 1488/94 de la Comisidn), estos tres grupos son en los que se

debe centrar la evaluacidn del riesgo de la exposicion.
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Se clasifica como COV a toda sustancia formada por atomos de carbono cuya presion a
vapor a 200°C sea como minimo 0.13kPa, a excepcién del CO, CO, compuestos
organometalicos y acidos organicos. Sus principales fuentes son de origen antropogénico, por
la utilizacién de combustibles fésiles en industrias y vehiculos. Estas emisiones han alcanzado
niveles tan altos que se consideran un problema medioambiental y para la salud humana, ya
que se sabe que muchos de los COV son téxicos e incluso pueden ser mutagenicos y/o
carcinogénicos (benceno, estireno, etc.), lo que es mas peligroso teniendo en cuenta que son
compuestos altamente voldatiles y que acceden con facilidad a nuestro organismo por via

respiratoria.

En este grupo, en base a su toxicidad, es de gran importancia el benceno y los
alquilbencenos — tolueno, etilbenceno y xilenos — (BTEX) (Figura 1). Todos ellos suelen
encontrarse en las fracciones ligeras de los destilados del petrdleo. En el caso del fuel del
Prestige, la concentracién media inicial de benceno fue de 59mg/kg y la de BTEX de 345mg/kg,

aunque estas concentraciones descendieron rapidamente (CSIC, 2003c).

sle SD Y @5;
FIGURA 1: Estructuras quimicas de benceno (A), tolueno (B), etilbenceno (C) y o-, m- y p-
xileno (D).

La produccién de HAP también se acentud con la utilizacion de combustibles fosiles,
aunque se pueden generar en otros procesos de tipo siderurgico y en la produccién de
alquitrdn y asfaltos. Actualmente se sabe que los principales efectos sobre la salud humana de
estos compuestos son debidos a su alta capacidad genotdxica — incluyendo mutagénica,
carcinogénica y teratogénica — y se les considera productos procarcinégenos e inductores
tumorales (Chan et al., 2006). Existen estudios que han demostrado la capacidad carcinogénica
de los HAP en animales de laboratorio y en el hombre, ya que en pequefias cantidades y con
periodos cortos de latencia llegan a producir tumores malignos de piel y otros tejidos
epiteliales (Nishikawa et al., 2005). Los HAP tienen afinidad por el ADN, ARN y proteinas, lo
que facilita que se inserten en su estructura y formen enlaces covalentes, siendo este proceso

el desencandenante de la carcinogénesis quimica (Borgert et al., 1993). Entre los HAP

presentes en el fuel del Prestige, seis han sido catalogados por la IARC como susceptibles de
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ser carcinogénicos para humanos [benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno y dibenzo(ah)antraceno
en el grupo 2A, y benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e indeno(1,2,3-cd)pireno en el

grupo 2B] (Figura 2).
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FIGURA 2: Estructuras quimicas de los HAP con capacidad carcinogénica presentes en el
fuel del Prestige.

El tercer grupo de elementos presentes fuel que requieren especial atencidén por sus
efectos sobre la salud son los metales pesados. Son agentes altamente tdxicos tanto a corto
como especialmente a largo plazo, principalmente debido a su capacidad de bioacumulacién.
Estan clasificados como toxicos por la USEPA y la IARC, y estan implicados en numerosos
procesos toxicoldgicos derivados de su capacidad para desnaturalizar macromoléculas.
Muchos de ellos actian también alterando la fidelidad de la transcripcién del ADN, generando
mediadores apurinicos o compitiendo con metales esenciales necesarios para la estabilizacion

de las macromoléculas (Léonard y Bernard, 1993).

1.2. Efectos sobre la salud de los vertidos de petréleo

Los efectos nocivos de los vertidos de petrdleo sobre diversas especies marinas,
especialmente aves e invertebrados, han sido profusamente estudiados. Sin embargo, sélo hay
unos pocos estudios que han evaluado las repercusiones de la exposicion al fuel para la salud
humana (revisado en Aguilera et al., 2010). La Tabla 1 muestra un resumen de las principales
caracteristicas de aquellos vertidos para los que se han realizado estudios epidemiolégicos

sobre los efectos para la salud humana.

Dichos estudios pueden clasificarse de acuerdo con el tipo de efecto analizado en

efectos agudos y psicoldgicos, y efectos genotdxicos y endocrinos, aungque también resultan de
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interés algunos estudios realizados con el fuel in vitro y otros sobre la bioacumulacién y

transferencia de los compuestos del fuel a través de la cadena alimentaria.

TABLA 1: Vertidos de fuel de los que existen estudios epidemioldgicos sobre los efectos en la salud
humana (ordenados por el tamafio del vertido)

Accidente Fecha Localizacion v(;ar:it;:a((:)
Deepwater Horizon 22 abril, 2010 Golfo de México, EEUU 779.000
MV Braer 5 enero, 1993 Islas Shetland, Escocia, Reino Unido 85.000
Sea Empress 15 febrero, 1996 Milford Haven, Reino Unido 72.000
Prestige 19 noviembre, 2002  Galicia, Espaia 67.000
Exxon Valdez 24 marzo, 1989 Prince William, Alaska, EEUU 37.000
Tasman Spirit 26 julio, 2003 Karachi, Pakistan 37.000
Erika 12 diciembre, 1999 Penmarch, Bretana, Francia 20.000
Hebei Spirit 7 diciembre, 2007 Taean, Corea 10.900
Nakhodka 2 enero, 1997 Noreste Oki, Mar de Japdn, Japdn >6.000

1.2.1. Estudios in vitro y de transferencia a través de la cadena trofica

De toda la serie de catastrofes de vertidos de petrdleo, Unicamente se han realizado
estudios de este tipo tras el naufragio del Erika, el 12 de diciembre de 1999 frente a las costas
francesas, con el resultado de un vertido de 20.000 toneladas de fuel. Estos estudios se

resumen en la Tabla 2.

TABLA 2: Estudios in vitro y estudios sobre los efectos causados por la transferencia a la cadena
alimentaria de los compuestos del fuel

Accidente — Caracteristicas del

Referencia estudio Métodos Resultados
Erika — Genotoxicidad in vitro de un  Aductos en el ADN. Formacién de aductos e induccién de
Amat- extracto de fuel en células Expresion de las CYP1A2, COX2 y 5-LOX en células
Bronnert et humanas de epitelio proteinas CYP 1A1, 1A2, hepaticas.
al. (2007) bronquial y hepaticas 1B1, 2C9, COX1, COX2y Formacién de LTB4 en células

5-LOX. bronquiales

Deteccion de LTB4 y

PGE2.
Erika — Genotoxicidad asociada al Ensayo del cometa en Relaciéon dosis-efecto-tiempo en

Lemiere et al.
(2005)

consumo de mejillones
contaminados por fuel en
ratas alimentadas de 2 a 4
semanas

células hepaticas,
médula dsea y células
sanguineas

células hepaticas y médula dsea.
Sin efecto en células sanguineas

Erika —
Chaty et al.
(2008)

Induccién de CYP1A1
asociada al consumo de
mejillones contaminados
con fuel en ratas
alimentadas 2 dias

Expresion de CYP1Aly
actividad catalitica
EROD en higado

Induccion transitoria de CYP1Aly
actividad EROD

COX, Ciclooxigenasa; CYP, citocromo P450; EROD, etoxiresorufin-O-deetilasa; LOX, lipooxigenasa; LT, leucotrieno;
PG, prostaglandina.
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Estos estudios muestran evidencias de la bioacumulacion de los compuestos del
petréleo y su transferencia a la cadena tréfica cuando se consumen alimentos marinos
contaminados con petrdleo, y demuestran la induccion de dafio en el ADN causada por los
productos generados como consecuencia de la actividad metabdlica de las enzimas, las cuales
son capaces de transformar muchos contaminantes en compuestos intermediarios aun mas
téxicos que los iniciales, como es el caso de muchos metabolitos de los HAP. A este respecto,
Brorasmussen (1996) indica que aunque las sustancias téxicas en bajas concentraciones
pueden no ser letales para los humanos de manera inmediata, si pueden llegar a constituir un
riesgo para la salud en caso de ingestion crénica, dependiendo de su potencial de

bioacumulacion al ascender en la cadena tréfica.

1.2.2. Efectos téxicos agudos, psicolégicos y evaluacidn del riesgo toxicoldgico potencial

Los estudios existentes sobre los posibles efectos toxicos agudos y psicoldgicos en
poblaciones humanas expuestas a vertidos de petrdleo se resumen en la Tabla 3, incluyendo
también dos trabajos, realizados tras el vertido del Erika, que evaluaron el riesgo toxicolégico

potencial.

TaBLA 3: Estudios epidemioldgicos de toxicidad aguda y efectos psicoldgicos, y estudios de valoraciéon
de riesgo toxicolégico potencial en poblaciones humanas expuestas a vertidos de petréleo
(ordenados cronoldgicamente segun el vertido)

Accidente — Caracteristicas del .

. . Métodos Resultados
Referencia estudio
Exxon Valdez — Transversal. Escala CES-D Nivel de exposicidn asociado
Palinkas et al. Diferencias étnicas en significativamente a la puntuacion
(1992) estrés, superacion y CES-D en ambos grupos.

sintomas depresivos en
nativos (N=188) y euro-
americanos (N=371)

Los nativos tuvieron puntuacién
significativamente mayor en
sintomas depresivos.

En euro-americanos se percibia el
soporte familiar como moderador
de los efectos de la exposicion
sobre los sintomas depresivos

El grupo expuesto mostré mayor
prevalencia de desorden de
ansiedad generalizada y niveles
CES-D > 16y 18.

Las mujeres expuestas fueron
particularmente vulnerables

Exxon Valdez — Transversal, 1 afio Escala CES-D.
Palinkas et al. después del vertido. Encuesta del Instituto
(1993) Patrones comunitarios ~ Nacional de Salud y
de desérdenes Diagndstico Mental
psiquiatricos en los
expuestos (N=437)y
controles (N=162)
Exxon Valdez — Gill Longitudinal (4 afios). Cuestionarios de deseos  Los datos revelaron la naturaleza
y Picou (1998) Estrés comunitario migratorios, expectativas  crdnica del estrés.
cronicoy efectos y desdrdenes sociales. En residentes se incrementaron las
sociales en residentes:  Estrés psicolégico por expectativas y deseos migratorios,
1989 (N=118), 1991 Escala de Eventos. y se observaron altos niveles de

(N=228), 1992 (N=152)
y controles:

1989 (N=73), 1991
(N=102), 1992 (N=41)

estrés psicoldgico relacionado con
el evento, disminuyendo con el
tiempo
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TABLA 3: (Continuacion)

Accidente —
Referencia

Caracteristicas del
estudio

Métodos

Resultados

Exxon Valdez —
Palinkas et al.

Transversal, 1 afio
después del vertido.

Forma modificada de la
version Il del DIS

Altos niveles de desérdenes
sociales se asociaron con PTSD en

(2004) Diferencias étnicas en ambos grupos étnicos.
sintomas de PTSD en El bajo soporte familiar, la
nativos (N=188) y euro- participacion en tareas de
americanos (N=371) limpieza, y un descenso en
actividades de subsistencia se
asociaron significativamente con
PTSD sélo en nativos
MV Braer — Transversal. Cuestionarios de Efectos principales sobre la salud

Campbell et al.
(1993)

Efectos agudos
iniciales en residentes
(N=420) y controles
(N=92)

sintomas agudos,
capacidad de flujo
respiratorio,
hematologia, tests de
funcién renal y hepatica,
toxicologia en sangre y
orina

durante dias 1y 2 (dolores cabeza,
picor de ojos, e irritacion de
garganta).

No hubo diferencias significativas
entre expuestos y controles para
ninguno de los marcadores
biolodgicos.

Los estudios toxicolégicos no
mostraron que la exposicidn
afectase a la salud humana

MV Braer —
Campbell et al.
(1994)

Transversal.
Seguimiento después
de 6 meses de efectos
agudos en residentes
(N=344) y controles
(N=77)

Cuestionario general de
salud.

Capacidad de flujo
respiratorio, analisis de
orina y sangre, y tests de
funcién renal y hepatica

El resultado del cuestionario
general de salud fue mejor para
los expuestos que para los
controles.

Los expuestos tuvieron mayor
puntuacion global de sintomas
somaticos, ansiedad e insomnio,
pero no de disfuncién personal y
depresidn severa

MV Braer — Crum
(1993)

Transversal.

Afectacién del tracto
respiratorio en nifios
que viven cerca del
naufragio del Braer (N=
44 alos 3 diasy56a
los 9-12 dias después
del vertido de fuel)

Tasa de capacidad de
flujo respiratorio

La tasa de capacidad de flujo
respiratorio estuvo dentro del
rango normal en ambas partes del
estudio, y no se vio deterioro
durante el periodo del estudio

Sea Empress —
Lyons et al. (1999)

Transversal.

Efectos agudos y
psicologicos en
expuestos (N=539) y
controles (N=550)

Cuestionarios de
sintomas agudos.
Escalas HAD y SF-36

Los expuestos mostraron
puntuaciones significativamente
mas altas de ansiedad y depresion,
peor salud mental y comunicaron
dolores de cabeza e irritacion de
0jos y garganta

Sea Empress —
Gallacher et al.
(2007)

Transversal.
Sintomatologia aguda
atribuible a la
exposicion psicoldgica
en expuestos (N=794) y
controles (N=791)

Cuestionarios de
sintomas agudos toxicos
y no téxicos y escala de
ansiedad y depresién

El riesgo percibido estuvo asociado
con un aumento de la ansiedad y
sintomas no toxicos.

Los sintomas téxicos encontrados
se asociaron con la exposicién al
fuel y aumento de riesgo percibido

Nakhodka — Morita
et al. (1999)

Transversal.
Problemas agudos de
salud en expuestos
(N=282)

Cuestionarios de
sintomas agudos y
toxicos.

Dosimetros personales
de aire para medir los
carcindgenos benceno,
tolueno y xileno.
Niveles de toxicidad en
orina

Los niveles de hidrocarburos en el
aire fueron muy inferiores a los
limites ocupacionales aceptables.
Los principales quejas de sintomas
fueron dolor en la parte baja de la
espalda, dolor de cabeza, y
sintomas en ojos y garganta
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TABLA 3: (Continuacion)

Accidente — Caracteristicas del .

. . Métodos Resultados
Referencia estudio
Erika — Schvoerer et Transversal. Cuestionarios y Los principales sintomas agudos

Baars (2002) toxicoldgico potencial
para la poblaciéon
involucrada en las
areas de limpieza y

para los turistas

en base a suposiciones
de la exposicién
potencial durante
actividades de limpieza y
turisticas

al. (2000) Efectos agudos en la entrevistas telefénicas descritos fueron dolor lumbar,
salud de los expuestos  sobre sintomas agudos migrafia, dermatitis, irritacion
(N=3.669) ocular, problemas respiratorios y
nauseas.
La duracion de los trabajos de
limpieza fue identificado como un
factor de riesgo
Erika — Valoracién del riesgo Caracterizacion de riesgo  Para la gente que habia tenido las

manos en contacto con el fuel se
describioé incremento del riesgo de
desarrollar irritaciones de piel y
dermatitis, y riesgo muy limitado
de desarrollar tumores de piel.

Erika —
Dor et al. (2003)

Valoracidn del riesgo
toxicologico potencial
después de la
descontaminacién de
36 playas
contaminadas por el
vertido del Erikay 7
playas control.

Determinacion de los 16
HAP seleccionados por la
USEPA en arena, aguay
superficie de rocas.

Se contemplaron 7
escenarios de exposicidn
para la gente en las
playas, y se seleccionaron
los valores toxicoldgicos
disponibles mas
conservadores para
computar los riesgos

La arena y el agua estuvieron
ligeramente contaminados, con
valores similares a los encontrados
en las playas control. Las areas
rocosas estaban todavia altamente
contaminadas.

No se encontro riesgo letal para un
nifio que accidentalmente ingirié
una pequefia bola de fuel.

El riesgo durante toda la vida de
tener un cancer de piel y otros
tipos de canceres fue de 10° en
escenarios que implicasen
contacto con las rocas
contaminadas.

El cociente de dafio de efectos
teratogénicos fue muy pequeiio,
excepto en escenarios donde
mujeres embarazadas caminasen
entre las rocas con altos niveles de
contaminacion

Transversal.
Problemas agudos de
salud entre sujetos
involucrados en las
operaciones de
limpieza después del
vertido (N=800)

Prestige — Suarez et
al. (2005)

Cuestionario de
condiciones de
exposicion, problemas
agudos de salud y uso de
material protector

Alta prevalencia de heridas en el
personal de limpieza de las aves.
Trabajar mas de 20 dias en areas
altamente contaminadas se asocié
con un incremento del riesgo de
heridas en todos los trabajadores.
Los efectos toxicos fueron altos
entre los marineros.

No observaron patologias severas

Transversal.
Asociacién entre la
informacién sobre
salud, el uso de
medidas protectoras y
la incidencia de
problemas agudos de
salud en expuestos
(N=799)

Prestige — Carrasco
et al. (2006)

Cuestionario de
condiciones de
exposicion, problemas
agudos de salud, uso de
material protector e
informacién recibida
sobre la proteccién de la
salud

Recibir informacién sobre la
proteccion de la salud se asocié al
uso de dispositivos protectores.
Los sujetos no informados
registraron un exceso de riesgo
significativo de picor de ojos,
nduseas/vomitos/mareos, dolores
de cabeza y garganta, y problemas
respiratorios.

Los marineros, el grupo mas
expuesto, fueron los peor
informados y registraron la
frecuencia mas alta de problemas
toxicologicos
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TABLA 3: (Continuacion)

Accidente — Caracteristicas del .

. . Métodos Resultados
Referencia estudio
Prestige — Longitudinal, 12-24 Cuestionarios con El riesgo de LRTS se incrementd

Zock et al. (2007)

meses después del
vertido.

Asociacion entre la
participacion en
trabajos de limpieza y
sintomas respiratorios
en expuestos (N=
6.780)

informacidn cualitativa y
cuantitativa de las
actividades de limpieza y
problemas respiratorios

con el nimero de dias de
exposicion, horas de exposicion al
dia y nimero de actividades.

El incremento de riesgo de LRTS
descendio con el tiempo
transcurrido desde la ultima
exposicion

Prestige — Carrasco
et al. (2007)

Transversal.

Calidad de vida
relacionada con la
salud y salud mental en
residentes después de
16 meses (N=1.350) y
controles (N=1.350)

Cuestionarios de
percepcion de soporte
social y salud mental SF-
36, GHQ-28, HADS y
GADS

El SF-36 mostré que los residentes
en la costa tenian una baja
probabilidad de registrar valores
subdptimos en funciones fisicas y
dolor corporal, y una mayor
frecuencia de niveles subdptimos
en salud mental

Prestige —
Sabucedo et al.
(2009)

Transversal.

Impacto psicoldégico en
sujetos de 23
localizaciones costeras
de tres zonas segun su
proximidad a la
localizacion del vertido
(N=938)

Cuestionarios sobre
percepcion de soporte
social e implicacion,
satisfaccion con la ayuda
econdmica recibida y
relaciones sociales.
Versién modificada del
CRI-ADULT.

Versién simplificada del
SCL-36

Los sujetos afectados recibieron
un buen apoyo social y estuvieron
satisfechos con la ayuda
econdmica recibida.

Los afectados que tuvieron alto
grado de apoyo y tasa de
satisfaccion estaban en una mejor
situacion que otros con bajas
tasas, e incluso mejor que los no
afectados

Prestige- Sabucedo
et al.(2010)

Transversal, un afio
después

Impacto en la salud
mental y la percepcion
de salud fisica y
capacidad funcional en
residentes (N=926)

Escalas de sintomas
clinicos (SCL-36) y de
calidad de vida y salud
(SF-36)

Los individuos muy expuestos o
que vivian muy cerca de los
lugares contaminados presentaron
menor nivel de salud mental. Las
mujeres y los pescadores sufrieron
mas que otros grupos las
consecuencias del desastre

Prestige —Zock et al.

(2012)

Transversal.
Persistencia de
sintomas respiratorios
5 afios después del
vertido en marineros
expuestos (N=466) y
no expuestos (N=156)

Cuestionarios con
informacidn cualitativa y
cuantitativa sobre las
actividades de limpieza y
problemas respiratorios

La participacién en tareas de
limpieza del vertido puede
provocar sintomatologia
respiratoria que se mantiene 5
afios después de la exposicion

Tasman Spirit —
Janjua et al.(2006)

Transversal.

Efectos agudos sobre
la salud en residentes
expuestos (N=216) y
controles que vivian a
2km (N=83) y 20km
(N=101) de distancia
de la costa

Cuestionarios sobre
sintomas agudos de salud
y percepcion del papel
del vertido en la
produccién de
enfermedades y ansiedad
por el efecto del vertido
en la salud

Los datos mostraron asociacién de
moderada a fuerte entre el grupo
de expuestos y los sintomas.

Hubo una tendencia al descenso
de prevalencia de sintomas
especificos con el incremento de la
distancia al lugar del vertido

Tasman Spirit —
Khurshid et al.
(2008)

Transversal.
Pardmetros de salud
de gente que trabajaba
y vivia en las cercanias
de una playa
contaminada por fuel
(N=100)

Contenido de
hidrocarburos en
muestras de agua del
mary arena.
Parametros
hematologicos y
bioguimicos. Tests de
funcién renal y hepatica

El agua del mar no contenia trazas
de hidrocarburos.

Se incrementaron ligeramente los
niveles de linfocitos y eosinofilos.
11 personas mostraron
elevaciones de transaminasas no
significativas
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TABLA 3: (Continuacion)

Meo et al. (2008)

Funcion pulmonar en
expuestos (N=20) y
controles (N=31)

Accidente — Caracteristicas del .

. . Métodos Resultados
Referencia estudio
Tasman Spirit — Transversal. Espirometria Reduccidn significativa en FVC,

FEVy, FEF 505755 Y MVV en
expuestos. Los parametros de
funcién pulmonar mejoraron
cuando los individuos fueron
retirados del ambiente
contaminado

Hebei Spirit — Lee et
al. (2009)

Transversal.

Efectos de las medidas
de proteccién en
residentes (N=288) y
voluntarios (N=724) en
tareas de limpieza

Cuestionarios. Analisis de

orina para COV, HAPy 6
metales pesados

Los niveles de fatiga y fiebre
fueron mayores en los que no
usaron mascarilla. Los niveles de
mercurio en orina fueron
significativamente mas elevados
en los que no usaron ropa y botas
adecuadas

Hebei Spirit —
Cheong et al.
(2011)

Transversal.
Sintomas fisicos en
residentes
participantes en las
tareas de limpieza del
vertido (N=288) y
controles (N=39)

Cuestionarios de
sintomas fisicos,
caracteristicas
sociodemograficas y
actividad limpieza.
Analisis de orina para
COV, HAP y metales
pesados

La sintomatologia fisica se asocid
con el nivel de exposicion.

Se propone seguimiento a largo
plazo de los participantes

Hebei Spirit — Ha et
al. (2012)

Transversal.
Exposicion y efectos
agudos en los
voluntarios en tareas
de limpieza (N=565)

Cuestionarios sobre
sintomas fisicos. Analisis
de orina para COV y HAP
antes y después de la
exposicion

Incremento de sintomas fisicos
(visuales, nasales, irritacion
bronquial, dolor de cabeza,
palpitaciones, fatiga, dolor
abdominal). Los niveles de acido
t,t-mucdnico, acido mandélico y 1-
hidroxipireno fueron mas elevados
después de la limpieza. Proponen
seguimiento a largo plazo

Hebei Spirit — Na et
al.(2012)

Transversal, un afio
después.

Duracién de los
problemas de salud en
los implicados en las
operaciones de
limpieza (N=442)

Cuestionario sobre
factores demograficos,
factores de riesgo y
continuacion y duracién
de sintomas

Los sintomas que mas se
prolongaron fueron los oculares,
dolor de cabeza, dermatoldgicos y
neurovestibulares

Deepwater Horizon-
Abramson (2010)

Transversal.

Impacto del vertido a
nivel psicolégico en
nifos y familias de la
zona (N=1.203)

Cuestionarios sobre salud

fisica y mental

El vertido provocé incertidumbre y
miedos en la poblacién, cambios
de habitos por las zonas de juego y
modificé planes familiares.

Deepwater Horizon
— Grattan et al.
(2011)

Transversal.

Sintomas agudos de
depresion y ansiedad,
mecanismos de
adaptacién, y
percepcion del riesgo
en residentes de
comunidades
pesqueras impactadas
indirectamente (N=71)
o directamente (N=23)
por el vertido

Cuestionarios de
valoracion de sintomas
psicologicos, de
adaptacion,
neurocognitivos y
percepcion del riesgo

No hubo diferencias significativas
entre las dos comunidades.

Los residentes de ambas
comunidades mostraron depresion
y ansiedad clinicamente
significativas.

Los participantes con pérdida de
ingresos relacionada con el vertido
presentaron puntuaciones
significativamente peores de todos
los sintomas
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TABLA 3: (Continuacion)
Acudentt:-: - Caracterlstl.cas del Métodos Resultados
Referencia estudio
Deepwater Horizon ~ Transversal. Entrevistas telefonicas y Los mayores efectos sobre la salud
— Osofsky et al. Efectos sobre la salud personales mental se relacionaron con el
(2011) mental de residentes grado de alcance y afectacion de la
en el sureste de vida, el trabajo, la familia y la vida
Louisiana (N=452) social, con incremento de
ansiedad, depresidn y estrés
postraumatico
Deepwater Horizon  Transversal, un afio Cuestionarios de Los sintomas de salud mental
— Buttke et al. después. evaluacion de salud fueron mayores en las areas
(2012) Evaluacion de la salud mental; se compararon estudiadas que los generales
mental en residentes los resultados con los nacionales, pero menores que en
(N=210) iniciales de 2010 2010

CES-D, Center for epidemiologic studies depression; COV, compuestos organicos volatiles; CRI-ADULT, coping
response inventory; DIS, diagnostic interview schedule; FEF25%-75%, forced expiratory flow; FEV1, forced
expiratory volume in first second; FVC, forced vital capacity; GADS, Goldberg anxiety and depression scale; GHQ,
general health questionnaire; HADS, hospital anxiety depression scale; HAP, hidrocarburos aromaticos
policiclicos; LRTS, low respiratory tract symptomathology; MVV, maximum voluntary ventilation; PTSD, post-
traumatic stress disorder, SCL-36, symptom checklist-36; SF-36, short form-36.

La mayor parte de los trabajos recopilados son estudios transversales que muestran el
desarrollo de efectos agudos (irritaciones oculares, mucosas, de la piel, de garganta,
problemas respiratorios), de alteraciones en funciones fisioldgicas (hepatica o renal), o de
efectos psicoldgicos (ansiedad, depresidn, estrés postraumatico) a causa de la exposicién al
fuel durante las tareas de limpieza. Algunos de estos trabajos concluyen que las consecuencias
de la exposicién disminuyen con el tiempo y que son en su mayor parte reversibles. No
obstante, algunos de estos trabajos no incluyen una poblacién control de referencia, lo que
hace que los datos que proporcionan sean dificiles de interpretar. Por otra parte, los dos
trabajos que evaluaron el riesgo toxicoldgico potencial — basados en estimaciones tedricas, no

en datos experimentales — concluyeron que, en general, la exposicién no entrafia riesgos

significativos para la salud.

A continuacidn se describirdn en mayor detalle los estudios realizados en poblaciones
expuestas al fuel del Prestige, por ser el objeto principal del presente trabajo. Sudrez et al.
(2005) analizaron las condiciones de exposicién y los efectos agudos para la salud en los
individuos que participaron en las labores de limpieza en las regiones de Asturias y Cantabria, y
la relacidn entre éstos y el tipo de trabajo desempefiado. Entrevistaron a 400 individuos de
cada region y recogieron datos acerca del tipo de trabajo realizado, los equipos de proteccion
personal utilizados y los sintomas agudos que tenian. Los trabajadores que estuvieron a cargo
de la limpieza de las aves registraron la mds alta prevalencia de lesiones (19%), incluyendo

alteraciones neurovegetativas (11.2%) y dolor lumbar (3.1%). Los periodos de trabajo
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superiores a 20 dias en dareas altamente contaminadas se asociaron a un incremento en el
riesgo de heridas. Sin embargo, no se observaron efectos severos entre los individuos

analizados.

Estos mismos autores realizaron otro estudio en el que examinaron la relacién entre el
uso de equipos de proteccion, la frecuencia de problemas agudos de salud y la informacion
recibida sobre la proteccidon de la salud en 799 individuos expuestos, clasificados segun las
tareas realizadas (Carrasco et al., 2006). Con él confirmaron los resultados obtenidos en el
anterior trabajo y encontraron una asociacion significativa de la formacién adecuada en
proteccién de la salud con el uso de equipamiento protector y una menor frecuencia de

problemas de salud.

En 2007 Carrasco et al. realizaron un nuevo estudio acerca de los efectos del vertido
sobre la calidad de vida relacionada con la salud y sobre la salud mental de la poblacidon
afectada 18 meses después del desastre. Por medio de cuestionarios concluyeron que no se
encuentra descenso en la calidad de vida ni empeoramiento de la salud mental en los
individuos expuestos, aunque en alguna de las escalas aplicadas se observé un ligero impacto

en la salud mental de los residentes de las areas afectadas.

Sabucedo et al. (2009) también evaluaron el impacto psicolégico del vertido en 938
individuos de 23 localidades de la costa gallega. La mitad de ellos eran pescadores o personal
implicado en la extraccién de recursos pesqueros y la otra mitad no estaban relacionados con
estas actividades. Utilizando cuestionarios sobre factores psicosociales y psicolégicos los
resultados mostraron que los individuos habian recibido buena asistencia social y estaban
satisfechos con la ayuda econdédmica proporcionada. Aquellos que se correspondian con
elevadas puntuaciones de ayuda y satisfacciéon estaban en una mejor situacidon que los de bajas

puntuaciones, e incluso mejor que los no afectados.

Zock et al. (2007) evaluaron la prevalencia de sintomatologia del tracto respiratorio
inferior alrededor de un afo después del accidente del Prestige en 6.780 pescadores que
participaron en las labores de limpieza, a través de cuestionarios que incluyeron aspectos
cualitativos y cuantitativos. Los resultados indicaron que el riesgo de padecer esta
sintomatologia se incrementd con la cantidad de dias de exposicion, horas de exposicién por
dia y nimero de actividades realizadas. El riesgo fue descendiendo con el tiempo desde la
ultima exposicién, aunque continuaba siendo significativo 20 meses después de haber

finalizado las labores de limpieza. Estos mismos autores determinaron de nuevo la prevalencia
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de sintomas respiratorios tras 5 afios del vertido utilizando la misma metodologia (Zock et al.,

2012). Llegaron a la conclusién de que la sintomatologia respiratoria provocada como

consecuencia de la participacion en las tareas de limpieza del vertido se mantiene de 5 afios

después de la exposicion.

1.2.3. Genotoxicidad y toxicidad endocrina

Hasta la fecha, estudios centrados en la evaluacién de la genotoxicidad o la toxicidad

endocrina relacionada con la exposicidon a vertidos de petrdleo sélo se han realizado tras los

accidentes del Braer y del Prestige, y se encuentran recogidos en la Tabla 4.

TABLA 4: Estudios epidemioldgicos de genotoxicidad y toxicidad endocrina en poblaciones humanas
expuestas a vertidos de petrdleo (ordenados cronolégicamente segun el vertido)

(1997)

Genotoxicidad en
residentes (N=26) y
controles (N=9). Tres
muestreos: después de
10 dias, 10 semanasy 1
afo del accidente

Accidente— Caracteristicas del .

. . Método Resultados
Referencia estudio
Braer — Cole et al. Longitudinal. Aductos en el ADN en No hubo evidencia de

células mononucleadas y
frecuencia de mutaciones
hprt en linfocitos T

genotoxicidad en ninguno de
los parametros evaluados

Prestige — Laffon et
al. (2006)

Transversal.
Genotoxicidad en
individuos que realizaron
autopsias y limpieza de
aves petroleadas (N=34)
y controles (N=35)

COV ambientales.

Ensayo del cometa y test
de MN.

Polimorfismos en genes de
reparacién del ADN
(XRCC1, XRCC3, APE1)

Incremento significativo en el
ensayo del cometa, pero no
en test MN, relacionado con
el tiempo de exposicion.
Individuos expuestos con
alelos XRCC1-399GIn o APE1-
148Glu mostraron
incremento en el dafio ADN

Prestige — Pérez-
Cadabhia et al. (2006)

Transversal.
Genotoxicidad en
voluntarios y
trabajadores que
participaron en la
limpieza (N=68) y
controles (N=42)

COV ambientales.
Ensayo cometa, SCE, test
de MN

Altos niveles de COV en los
voluntarios.

Incremento significativo en el
ensayo del cometa en
individuos expuestos.
Influencia de sexo, edad y
tabaco en la genotoxicidad.
No hubo efecto protector de
usar mascarilla.

Prestige — Pérez-
Cadahia et al. (2007)

Transversal.
Genotoxicidad y
alteraciones endocrinas
en voluntarios y
trabajadores que
participaron en la
limpieza (N=68) y
controles (N=42).

COV ambientales.

Metales pesados en sangre
(Al, Cd, Ni, Pb, Zn).

SCE.

Prolactina y cortisol.
Polimorfismos en genes
metabdlicos (GSTM1,
GSTT1, GSTP1)

Altos niveles de COV en el
ambiente de los voluntarios.
Incremento significativo en
los niveles de Al, Niy Pb, y
descenso de Zn, en
individuos expuestos.
Incremento significativo en la
tasa de SCE en expuestos,
influenciada por edad, sexo,
consumo de tabacoy
genotipo GSTM1.

Descenso significativo en los
niveles de prolactina y
cortisol en expuestos
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TABLA 4: (Continuacion)

Cadahia et al. (2008a)

Genotoxicidad y
alteraciones endocrinas
en voluntarios y
trabajadores que
participaron en la
limpieza (N=180) y
controles (N= 60)

(Al, Cd, Ni, Pb, Zn).
Ensayo del cometa.
Prolactina y cortisol.
Polimorfismos en genes
metabdlicos (CYP1AI,
EPHX1, GSTM1, GSTT1,
GSTP1)

Accidente — Caracteristicas del .

. . Métodos Resultados
Referencia estudio
Prestige — Pérez- Transversal. Metales pesados en sangre  Incremento significativo en

los niveles de Al, Niy Pb, y
descenso de Zn, en
individuos expuestos.
Incremento significativo en el
ensayo del cometay
descenso en niveles de
cortisol en individuos
expuestos.

Se relacionaron niveles mas
elevados de dafo en el ADN
con los alelos variantes de
CYP1A1y EPHX1, y menor
dafio en el ADN con los
genotipos nulos GSTM1y
GSTT1

Prestige — Pérez-
Cadabhia et al. (2008b)

Transversal.
Genotoxicidad en
voluntarios y
trabajadores que
participaron en la
limpieza (N=159) y
controles (N=60)

Test de MN.

Polimorfismos en genes
metabdlicos (CYP1A1,
CYP1B1, EPHX1, GSTM1,
GSTT1, GSTP1).
Polimorfismos de genes de
reparacién de ADN (XRCC1,
XRCC3, XPD)

Incrementos generales en la
frecuencia de MN y
descensos en el indice de
proliferacién en individuos
con largo tiempo de
exposicion.

Todos los polimorfismos
analizados, exceptuando
CYP1B1 y XRCC1, influyeron
en los niveles de dafio
citogenético

Prestige — Pérez-
Cadahia et al. (2008c)

Transversal.

Relaciones entre
concentraciones en
sangre de metales
pesados y parametros
citogenéticos y
endocrinos en expuestos
(N=179)

Metales pesados en sangre
(Al, Cd, Ni, Pb, Zn).

Ensayo del cometa, SCE,
test de MN.

Prolactina y cortisol

El Pb se relacion6 con el
ensayo del cometa.

El cortisol estuvo
influenciado por Al y Ni de
forma inversa y por Cd de
forma directa.

En mujeres hubo una fuerte
asociacion entre el Cdy la
prolactina

Prestige — Rodriguez-
Trigo et al. (2010)

Transversal, dos afios
después.

Efectos respiratorios y
dafio cromosémico en
expuestos (N=501) y no
expuestos (N=177)

Sintomas respiratorios,
espirometria, marcadores
de estrés oxidativo e
inflamacién de vias aéreas.
Lesiones cromosdmicas y
estructurales en linfocitos

La participacién en las tareas
de limpieza estuvo asociada
a la persistencia de sintomas
respiratorios, elevacion de
marcadores de dafo en vias
aéreas y dafio cromosomico.

Prestige — Valdiglesias
etal. (2012)

Transversal.

Dafo genotoxico y
alteraciones en la
reparacién del ADN en
ratas expuestas por
inhalacion a un fuel
similar al del Prestige

Ensayo del cometa, test de
MN.

Ensayo de sensibilidad a
mutagenos

La exposicion por inhalacion
indujo dafos en el ADN,
especialmente en las ratas
muestreadas 15 dias después
de la exposicion, y
alteraciones en la reparacion
del ADN

COV, compuestos organicos volatiles; MN, micronucleos; SCE, intercambios entre cromatidas hermanas.

Cole et al. (1997) evaluaron la posible genotoxicidad como consecuencia del vertido

del Braer en una poblacién poco numerosa (26 expuestos vs. 9 controles), realizando tres

muestreos a lo largo de un afio. Usando muestras de sangre para detectar los aductos en el

ADN y las mutaciones en el gen hprt no obtuvieron ninguna evidencia de genotoxicidad. Sin

16




Introduccion

embargo, no se especificaba que la poblacidon expuesta hubiera participado en las tareas de
limpieza, sino solamente que eran residentes en el drea de la catastrofe. Parece probable que
la participacién en las tareas de limpieza implicase una mayor exposiciéon a los compuestos
téxicos del fuel que la experimentada por los habitantes de la zona que no participaron en la

limpieza.

La mayoria de estudios centrados en el vertido del Prestige fueron realizados en
nuestro laboratorio, algunos de ellos en colaboracién con grupos de las otras dos
Universidades gallegas (Santiago de Compostela y Vigo). En un primer trabajo en un pequefio
grupo de individuos que participaron en la limpieza y autopsias de aves petroleadas (34
expuestos vs. 35 controles) se observé un incremento significativo y proporcional al tiempo de
exposicion del daino en el ADN, evaluado mediante el ensayo del cometa, pero no del dafio

citogenético (test de micronucleos) (Laffon et al., 2006).

Estos resultados pusieron de manifiesto la necesidad de realizar un estudio mayor,
para lo cual se analizaron sujetos, tanto voluntarios como trabajadores contratados, que
participaron en la limpieza de playas y rocas (180 expuestos vs. 60 controles). Inicialmente se
aplicé el ensayo del cometa y los resultados obtenidos indicaron que la exposicidon ocasiond un
incremento significativo de este tipo de dafio en todos los grupos de individuos expuestos:
voluntarios, trabajadores de recogida manual y trabajadores que utilizaron maquinas
hidrolimpiadoras. Se utilizd este ensayo para realizar una primera evaluacién por su gran
sensibilidad y porque permite obtener resultados en un tiempo razonablemente breve. Con
todo, esta técnica pone de manifiesto lesiones primarias en el ADN, a menudo facilmente
reparables. Por ello se considerd que era necesario completar el estudio de la genotoxicidad
mediante la aplicacién de tests citogenéticos, como el test de micronicleos y el de
intercambios entre cromdtidas hermanas, ya que detectan lesiones fijadas en el material
genético. Los resultados de estos analisis mostraron que los trabajadores expuestos al fuel
durante periodos mas prolongados (tres-cuatro meses), pero no los voluntarios expuestos
durante Unicamente cinco dias, presentaban incrementos significativos en las tasas de dafio
citogenético y en los indicadores de citotoxicidad (Pérez-Cadahia et al. 2006, 2007, 2008a y
2008b).

Estos datos fueron apoyados posteriormente por un estudio de genotoxicidad

realizado en ratas a las que se expuso por inhalacién a un fuel similar al del Prestige, en el que
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se comprobd que dicha exposicion indujo dafos en el ADN y citogenéticos, asi como

alteraciones en la capacidad de reparacién del material hereditario (Valdiglesias et al., 2012).

Ademas Rodriguez-Trigo et al. (2010), en un estudio que se realizé tomando muestras
dos afos después de la exposicién al fuel, mostraron la persistencia de las alteraciones
citogenéticas ya que describieron una mayor prevalencia de alteraciones cromosémicas en los

marineros expuestos al fuel que en los controles.

Por otra parte, en los individuos expuestos al fuel del Prestige se observaron
alteraciones en los niveles plasmaticos de prolactina y cortisol (Pérez-Cadahia et al.,, 2007 y
2008a), hormonas relacionadas con procesos de estrés psicofisiolégico (Sobrinho, 2003;
Dahlgren et al., 2005). También se describieron modificaciones significativas en parametros
inmunolégicos, como los porcentajes de ciertas subpoblaciones linfocitarias y concentraciones
de citoquinas circulantes, en personas que estuvieron en contacto con el fuel durante varios
meses (Gestal et al., 2004). En este ultimo estudio se encontraron ademas cambios
psicofisioldgicos asociados a la exposicion, de entre los cuales los mas destacables fueron

alteraciones del suefio, dolores de cabeza, mareos, sentimiento de tristeza y ansiedad.

2. BIOMARCADORES

La biomonitorizacién humana tiene como objetivo evaluar la exposicién a agentes
ambientales que son capaces de inducir efectos adversos en la salud de los individuos
expuestos. Se basa en la utilizacion de indicadores medibles de cambios en los sistemas
bioldgicos asociados con la exposicién a un téxico, y su importancia radica en la identificacidon
de las exposiciones potencialmente peligrosas antes de que sus efectos adversos se hagan
patentes. Tras la captacidén de un agente externo (xenobiético) y antes del desarrollo de una
patologia clinica ocurren una serie de eventos biolégicos y moleculares. La medida de alguno
de estos eventos intermedios puede proporcionar indicadores utiles y especificos. Dichos
indicadores se denominan marcadores bioldgicos o biomarcadores , e indican cambios ya sean
bioquimicos, fisiolégicos o morfoldgicos en los sistemas bioldgicos, producidos por el propio
agente, sus metabolitos o sus productos de reaccion, que se miden en los tejidos o fluidos
humanos como sangre, orina, pelo, uiias, tejido adiposo o dientes (IPCS, 1993; Knudsen vy
Merlo, 2012). De este modo se posibilita el establecimiento de los valores maximos tolerables
de un determinado agente y su regulacion ambiental y ocupacional. En este trabajo se han

determinado biomarcadores de efecto genotdxico, inmunotdxico y de toxicidad endocrina.
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2.1. Biomarcadores de genotoxicidad

La genotoxicidad es la capacidad de un agente fisico, quimico o bioldgico para dafiar el
material genético de un organismo, que puede derivar en el desarrollo de efectos biolégicos
adversos. Normalmente el dafio no afectara sélo al ADN sino también a aquellos componentes
celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad y el comportamiento del

material hereditario.

En este trabajo se incluyen varios marcadores de dafio genotdxico, como son la
electroforesis en microgel de células aisladas o ensayo del cometa, el test de micronucleos y el

ensayo de mutacién en el receptor de las células T.

2.1.1. Electroforesis en microgel de células aisladas (ensayo del cometa)

El ensayo de electroforesis en microgel de células aisladas, llamado comidnmente
ensayo del cometa, es una técnica sencilla, rapida y sensible para el andlisis y cuantificacion del
dafio en el ADN de células individuales. Esta técnica mide roturas de cadena en el ADN
permitiendo, de este modo, detectar los efectos genotdxicos inducidos por diferentes agentes
fisicos o quimicos. Su nombre deriva de la apariencia que cobran las células tras la realizacién
del ensayo: una cabeza intensamente brillante, y una cola cuya longitud e intensidad estan

relacionadas con la cantidad de roturas de cadena de ADN presentes (Figura 3).

FIGURA 3. Imagenes de leucocitos tras la realizacidon del ensayo del cometa: A) célula no
dafiada, B) célula con dafio moderado, C) célula muy dafiada.

La realizacion de este ensayo consiste en lisar las células, que se encuentran
embebidas en un microgel de agarosa preparado sobre un portaobjetos, utilizando una
solucién con detergente, para permeabilizar las membranas, y una alta concentracién de sales,
para eliminar las proteinas nucleares. Asi se consigue eliminar las membranas, el citoplasma y
el nucleoplasma y se obtienen nucleoides. A continuacién se incuba en medio neutro o alcalino
para permitir la relajacién de la estructura superenrollada del ADN. Como consecuencia de la

carga negativa del ADN, los fragmentos rotos y las zonas relajadas de la cromatina migraran
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fuera del ndcleo hacia el anodo durante la electroforesis a través de los poros del gel.
Légicamente, debido a su tamafio los fragmentos mds pequefios migraran mas que los grandes

y por ello se genera una estructura con forma de cometa.

En esta técnica el pH utilizado durante los procesos de desenrollamiento vy
electroforesis es determinante, ya que permite analizar diferentes lesiones. A pH préximo a la
neutralidad se facilita predominantemente la deteccidn de roturas de cadena doble y la
presencia de entrecruzamientos; a pH 12.1-12.4 se evaluan principalmente roturas de cadena
doble, procesos incompletos de reparacién por escision y entrecruzamientos, y a pH superior a
12.6, ademas de todas las lesiones anteriores, los lugares sensibles al alcali (Kumaravel y Jha,
2006). Esto es debido a que a pH neutro el ADN permanecera en forma de duplex (Olive et al.,
1991). Con pH alcalino se facilita el desenrollamiento y la desnaturalizacidon, por rotura de los
puentes de hidréogeno que unen las dos hebras nucleotidicas, permitiendo la deteccién de
roturas de cadena sencilla (Singh et al., 1988) y haciendo la técnica mas sensible al dafio
producido sobre el ADN por agentes genotoxicos, ya que este tipo de roturas se generan en

mayor cantidad que las de cadena doble (Tice, 1995).

Esta metodologia presenta las ventajas de posibilitar la obtencién de datos a nivel de
célula individual, lo que confiere al ensayo una mayor robustez estadistica, que sdlo se precisa
un nimero reducido de células por muestra (<10000), y que se puede utilizar en cualquier tipo

celular (Kumaravel y Jha, 2006).

2.1.2. Test de micronucleos

Los micronucleos (MN) son pequefias particulas presentes en el citoplasma que
contienen fragmentos cromosémicos acéntricos o cromosomas enteros que no se unen
correctamente al huso mitdtico durante el proceso de segregacion cromosdémica en la anafase
mitdtica. Durante la telofase, cuando se reconstituye la membrana nuclear alrededor de los
dos nucleos hijos, estos cromosomas o fragmentos de ellos no son incorporados al nucleo
principal, sino que se encapsulan en una particula nuclear separada y mucho mas pequefia,
que se ha llamado MN (Decordier et al., 2011; Fenech et al., 2011) (Figura 4). El origen de los
MN estd relacionado con mutaciones en proteinas cinetocdricas o del huso mitdtico y con
roturas en las cadenas de ADN generadas por la exposicion a mutagenos ambientales y que no
han podido ser reparadas (Fenech, 1993). Es por esto que la presencia de MN en el interior de
las células constituye un biomarcador adecuado y sensible para evaluar el dafio genético

producido por la exposicidn a agentes genotoxicos.
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FIGURA 4. Proceso de formacidn de microntcleos (adaptada de Fenech et al., 1999).

La formacién de un MN puede ser indicio de dafio causado por una exposicidn ocurrida
mucho tiempo antes de la toma de la muestra (Maluf y Erdtman, 2000) y hoy se consideran
biomarcadores no sélo de exposicién ambiental a mutagenos y/o carcindgenos, sino también
como marcadores de inestabilidad gendmica (larmarcovai et al., 2006). Recientemente se han
propuesto también como marcadores de riesgo para el desarrollo de cancer (Tucker y Preston
1996; Bonassi et al., 2007). Ademas posee la ventaja de ser una técnica con un gran poder
estadistico debido al elevado numero de células que son evaluadas (1000-2000

células/individuo).

Para que se generen los MN es necesario que las células experimenten un proceso de
divisién. El desarrollo del ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis (Fenech y Morley, 1985)
permite la identificacién microscdpica, por su aspecto binucleado, de aquellas células que se
han dividido una sola vez después de la exposicidn (Figura 5), lo que supuso un incremento en
la precisién de esta técnica con respecto al test de MN tradicional. El bloqueo se consigue
mediante la utilizacién de citocalasina-B, sustancia que interfiere en la polimerizacién de la
actina, proceso necesario para la correcta divisidn del citoplasma pero que no interfiere en la

divisidon nuclear.

FIGURA 5. Imagenes de células binucleadas con un micronucleo (A) y
con un puente nucleoplasmico (B).

Al mismo tiempo que se realiza el ensayo para determinar los MN en células

binucleadas se pueden evaluar otros parametros indicativos de otro tipo de lesiones, como los
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puentes nucleoplasmicos (NPB, de nucleoplasmic bridges) o las yemas nucleares (NBUD, de
nuclear buds), y el indice de proliferacién de células bloqueadas en citocinesis (CBPI, de
cytokinesis block proliferation index), que nos ayuda a estimar si existen procesos de

citotoxicidad por causa de la exposicion.

En los ultimos anos se estd extendiendo la utilizacion de una variante de este ensayo
que cuantifica la frecuencia de MN mediante técnicas de citometria de flujo, que permiten el
analisis de una gran cantidad de células en un tiempo muy pequeno. Para su realizacién se
trata a las células con detergente, sales y el colorante fluorescente ioduro de propidio, con lo
gue se provoca la ruptura de la membrana plasmatica liberando los nucleos y MN, cuyo
material genético quedara teiiido con fluorescencia. Los MN son entonces discriminados de los
nucleos en la distribucién de flujo en base a su tamafio y a la intensidad de su sefial

fluorescente.

2.1.3. Ensayo de mutacién en el receptor de las células T

El receptor de las células T (TCR, de T-cell receptor) es un heterodimero formado por
dos cadenas proteicas, a y B, que se expresa en la superficie celular de la gran mayoria de los
linfocitos T CD4" y CD8". Los genes de las cadenas a y B del TCR se localizan en los cromosomas
14 y 7 respectivamente, y son fenotipicamente hemicigotos, por lo que sélo uno de los dos
alelos de cada gen se expresa activamente como resultado de un mecanismo de exclusidon
alélica similar al que se observa en los genes de las inmunoglobulinas de los linfocitos B. Por
€so se espera que una unica mutacién en uno de los dos genes funcionales del TCR ocasione la
no expresion fenotipica del TCR en la superficie celular (Kronenberg et al., 1986). Ademas el
TCR sélo puede expresarse en la superficie celular cuando forma un complejo con la proteina
de superficie CD3. TCR y CD3 juegan un papel importante en el reconocimiento de antigenos y
en la transduccién de seiiales, por lo que la unién de los dos componentes es esencial para
estas funciones (Clevers et al., 1988). Si se inactiva la expresion de alguna de las cadenas a o B
del TCR, el complejo TCRaB/CD3 no puede ser transportado a la superficie de la membrana

celular y los complejos alterados se acumulan en el citoplasma (Akiyama et al., 1995).

Las mutaciones en alguno de los alelos del TCR pueden detectarse por citometria de
flujo utilizando anticuerpos especificos que reconozcan la molécula CD3. Esta técnica permite
identificar y cuantificar los mutantes TCRap en la poblacién de linfocitos T colaboradores que
.

expresan CD4 (Akiyama et al., 1995). Se mide la frecuencia de células mutantes CD3 CD4

entre las células T CD4" normales. Este método considera el total de las mutaciones en los
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genes de las cadenas TCR, no diferenciando entre las de las cadenas a o B. Ademas el analisis
requiere poco tiempo y sélo una pequeia cantidad de sangre fresca, ya que las frecuencias de
mutacion son del orden de 10™. Complementariamente, los clones de células T mutantes

pueden ser aislados y cultivados in vitro para analizar las mutaciones.
2.2. Biomarcadores de toxicidad endocrina: prolactina y cortisol

La complejidad del sistema endocrino es elevada debido a la gran cantidad de
hormonas y glandulas que lo componen y estan implicadas en su funcionamiento, y por todos
los procesos fisioldgicos que regula. Los fendmenos de toxicidad endocrina se encuentran
intimamente relacionados con los de inmunotoxicidad, debido fundamentalmente a que el
sistema endocrino actia regulando el sistema inmune. Un ejemplo seria la relacidén
bidireccional que existe entre la hormona prolactina y el sistema inmune, estando éste
también regulado por el eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal. En concreto, este eje resulta
fundamental en la habilidad de los organismos vertebrados para responder ante el estrés y es
una diana para los metales pesados (Lacroix y Hontela, 2004). Entre todos los tipos
hormonales existentes, el cortisol y la prolactina tienen gran importancia en relacién con
procesos de estrés fisioldgico asociados a exposiciones ambientales (Sobrinho, 2003; Dahlgren

etal., 2005).

La prolactina es una hormona proteica secretada inicialmente en forma de
proproteina de 56.000Da por la adenohipdfisis, que luego se transforma en hormona activa de
23.000Da. Su diana de accidn son las células mamarias, siendo responsable de la iniciacién y el
mantenimiento de la lactancia. Durante la infancia los niveles plasmaticos de prolactina son
muy bajos y aumentan en la pubertad, principalmente en mujeres. La secrecion de esta
hormona sigue ritmos circadianos y su nivel maximo coincide con las horas de suefio. También
es secretada por la placenta, encontrdndose en gran concentracién en el liquido amnidtico. Su
secrecion se ve influenciada por una gran cantidad de factores fisiolégicos, ya que el suefio, el

estrés, la hipoglucemia y el ejercicio fisico incrementan su secrecion.

La secrecién de prolactina estd regulada mediante dos procesos diferentes: en uno de
ellos estd implicado el hipotdlamo, que la inhibe mediante el factor inhibidor de prolactina y
dopamina y estimula su liberaciéon a través del factor liberador de prolactina, serotonina,
noradrenalina, etc.; y el otro mecanismo es a través de la autorregulacion, ya que la prolactina
liberada activa las neuronas dopaminérgicas que liberan dopamina, que a su vez inhibe la

accion de las células secretoras de prolactina (Florez, 1992). Ademads se ha detectado que su
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tasa de secrecidn se relaciona inversamente con los metales pesados cadmio, plomo y niquel

(Gerhard et al., 1998).

El cortisol es la una hormona esteroidea producida en la corteza suprarrenal a partir
del colesterol. Su secrecién también sigue ciclos y es menor a las Ultimas horas de la tarde y
primeras de la noche y maxima sobre las 8 de la mafana; la secrecidn media diaria de un
adulto es de 14 a 20 mg/dia. Su secrecién se autorregula por retroalimentacién, ya que el
mismo cortisol inhibe su produccién en las células corticotrofas de la hipdfisis. Ademads su
secrecidon estd ligada a distintos factores como el estrés psicoldgico, el esfuerzo fisico, la

hipertermia, la hipoglucemia, la hipotensidn, etc., que incrementarian su secrecidn.

La actividad del cortisol es principalmente glucocorticoide (almacenamiento de
glucégeno hepatico y actividad antiinflamatoria), y ademas es el producto final del eje
hipotaldmico-hipofisario-adrenal en respuesta a diferentes tipos de estrés (Teles et al., 2005).
Tanto los HAP como los metales pesados tienen la capacidad de alterar los niveles hormonales
de cortisol. La secrecion de esta hormona se ve influenciada por la exposicién agudas y cronica
in vivo a cadmio, que produce acumulacién en los dérganos renales y efectos tdxicos en las

células adrenocorticales (Lacroix y Hontela, 2004).

2.3. Biomarcadores de inmunotoxicidad

Se define inmunotoxicidad como el cambio adverso o inapropiado de la estructura y
funcidn del sistema inmunoldgico causado por la exposicion a un agente toxico. Los efectos
adversos pueden manifestarse como inmunodepresién (descenso de la respuesta inmune),
inmunoestimulacién (aumento de la respuesta inmune), hipersensibilidad (respuesta
exagerada o inapropiada del sistema inmunoldgico al agente extrafio) o autoinmunidad (los
componentes del sistema inmunolégico reaccionan contra los antigenos propios produciendo
lesiones tisulares y patologias). Los mecanismos por los que se producen estos efectos son
bastante desconocidos y se ha visto que los factores predisponentes del individuo tienen gran

importancia (Descotes, 2004; Klaassen y Walkins Ill, 2005).

Como biomarcadores de inmunotoxicidad se utilizan de forma habitual las alteraciones
en los porcentajes de diferentes subpoblaciones linfocitarias, los niveles de citoquinas
circulantes en sangre, y las concentraciones de neopterina y parametros relacionados con la

degradacién del triptéfano. Los dos primeros tipos de biomarcadores reflejan el tipo de
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respuesta inmune que se desencadena como consecuencia de la exposicion, mientras que los

ultimos proporcionan informacidn acerca del grado de activacién general del sistema inmune.

2.3.1. Subpoblaciones linfocitarias

Los linfocitos son las células mas importantes implicadas en la inmunidad adquirida y
constituyen entre el 20 y el 40% de las células de la sangre en el ser humano. Son células muy
especializadas que interactian con otras células para iniciar una respuesta inmune. Los dos
tipos principales de linfocitos son los B y los T, los cuales a su vez pueden dividirse en distintas
subpoblaciones, en base a los receptores de superficie que expresan y las funciones que
realizan. La especificidad de receptor y la heterogeneidad funcional permite a las
subpoblaciones linfocitarias responder ante practicamente cualquier antigeno (Descotes,

2004; Tryphonas et al., 2005).

Los linfocitos B son precursores de las células plasmaticas que producen los
anticuerpos. Derivan de células madre hematopoyéticas que se encuentran en el higado en el
feto y en la médula dsea en los otros estadios del desarrollo, y constituyen entre el 10 y el 20%
de los linfocitos de la sangre periférica en humanos. Pueden identificarse por la presencia de
inmunoglobulinas de superficie IgM, IgD, IgG, IgA o IgE y varios marcadores de diferenciacion
celular incluyendo CD19, CD22, CD23 y CD37. Los linfocitos B se activan directamente como
consecuencia de la unién de las inmunoglobulinas, expresadas en la superficie celular, a un
antigeno, o indirectamente por interaccién de los linfocitos T (Descotes, 2004; Tryphonas et

al., 2005).

Los linfocitos T constituyen entre el 50 y el 70% de los linfocitos de la sangre periférica
en el ser humano y expresan el receptor de superficie TCR, ademas de los marcadores de
diferenciacidn celular CD2 y CD3. Este tipo de linfocitos suele dividirse en dos subpoblaciones,
CD4" y CD8', diferenciadas por su funcién y marcador de superficie. Los linfocitos T
colaboradores (Th, de helper) expresan en su superficie el marcador CD4 y su funcion principal
es proporcionar asistencia a los linfocitos B, mediante la liberacion de citoquinas,
fundamentalmente ayudandoles a producir anticuerpos en respuesta a un ataque antigénico.
Este tipo de linfocitos, a su vez, se divide en dos subtipos Th; y Th,, que difieren en el perfil de
citoquinas que secretan. El subtipo Th; secreta principalmente interleuquina 2 (IL2) e
interferén y (IFNy), e induce respuestas celulares que aumentan la actividad microbicida. El
subtipo Th2 secreta IL4, IL5 e IL10, que estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos

(Descotes, 2004; Tryphonas et al., 2005). Los linfocitos T citotdxicos (Tc) expresan en sus
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superficie el marcador CD8, y su funcidon consiste en capturar a la célula diana mediante
mecanismos de adhesién y liberar el contenido de sus granulos hacia esta célula. Esto induce
apoptosis o desestructuracién de la membrana y la muerte de la célula diana (Abbas y

Lichtman, 2004).

Las principales células implicadas en las respuestas inmunes de tipo inespecifico son
las células natural killer (NK) y varias células fagociticas. Las células NK estan directamente
relacionadas con los linfocitos T pero carecen de los receptores de superficie que tienen éstos.
Expresan CD16 y CD56 como marcadores de superficie (Tryphonas et al,, 2005). El papel
principal es estas células es el de eliminar directamente a las células diana mediante la
liberacién de mediadores citotdxicos. Las células NK son capaces de reconocer y destruir tanto
a células que estdn cubiertas con IgG — citotoxicidad dependiente de anticuerpo — como a
células que expresan niveles de antigenos del sistema principal de histocompatibilidad (HLA)

mas bajos de lo normal (Descotes, 2004).

La importancia de evaluar las alteraciones en los porcentajes de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias radica en la existencia de diferentes estudios que relacionan la
exposicién a determinados agentes con capacidad inmunotdxica con estas alteraciones y sus
consecuencias sobre la respuesta inmune (Boscolo et al., 1999; Biré et al., 2002; Tulinska et al.,
2004; Oh et al., 2005). La técnica mas utilizada para determinar las subpoblaciones
linfocitarias, por ser rapida y sencilla, consiste en la utilizacién de anticuerpos monoclonales
gue reconocen especificamente los receptores de superficie expresados por cada subtipo

celular, y su analisis mediante citometria de flujo.

2.3.2. Citoquinas

Para mantener las funciones y la homeostasis éptima del organismo, es fundamental
que todas las células del sistema inmunoldgico se comuniquen y respondan de una manera
coordinada. La integracidon de las funciones del sistema inmunolégico se lleva a cabo mediante
la comunicacidn célula a célula a través de pequefias moléculas proteicas llamadas citoquinas.
Cada célula del sistema inmune tiene la capacidad de sintetizar y liberar una variedad de
citoquinas que viajan hasta otras células, a las que estimulan para que se vuelvan mas o menos
activas. Las citoquinas constituyen un gran grupo de moléculas que incluyen las interleuquinas
(IL), interferones (IFN), factores de necrosis tumoral (TNF, de tumour necrosis factors), factores
transformantes de crecimiento (TGF, de transforming growth factors) y varios factores

estimuladores de colonias (CSF, de colony stimulating factors). Las citoquinas no son
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producidas exclusivamente por las células del sistema inmunoldgico, sino que otros tipos de
células de otros sistemas del organismo también pueden sintetizarlas bajo determinadas
circunstancias (fibroblastos, células endoteliales, plaquetas, condrocitos, hepatocitos, etc.).
Cualquier alteracién en la funcién o el nimero de células productoras de citoquinas resultaria
en una producciéon andmala de estas moléculas y una pérdida del control regulador. Por lo
tanto, cualquier alteracion puede estar directamente asociada con el sistema inmune o

indirectamente a través de otros sistemas (Tryphonas et al., 2005).

Las IL son liberadas fundamentalmente por los linfocitos T, y hay unos 30 tipos, de las

cuales las mas destacadas son (Descotes, 2004):

e |L2: se produce casi exclusivamente por los linfocitos T cuando son activados por antigenos
o sefales co-estimuladoras. La IL2 aumenta la expresion de sus propios receptores de alta
afinidad (IL2R) en otros linfocitos T, los cuales liberan sucesivamente varias citoquinas que
activan células inmunocompetentes. El efecto proliferativo de la IL2 es crucial porque
produce grandes cantidades de células activadas a partir de linfocitos T especificos de
antigenos poco frecuentes. La IL2 es un factor esencial en la magnitud de las respuestas de
células T y NK, la induccion de la produccién de IFNy y la activacién de linfocitos B y

macroéfagos.

e |L4: es producida principalmente por los linfocitos CD4'Th2, pero también por los basofilos

y eosindfilos. La IL4 promueve las respuestas alérgicas e inhibe la inmunidad celular.

e |L6: la producen principalmente los monocitos y macréfagos, pero también los linfocitos B
y T, los queratinocitos, las células endoteliales y otros muchos tipos de células. La
produccion de IL6 se desencadena por una variedad de estimulos como TNFa, IL1 e IL2. La
IL6 esta implicada en la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas secretoras de
anticuerpos, y en la activacion y diferenciacion de los linfocitos T. La IL6 tiene unas
propiedades antiinflamatorias muy marcadas y se cree que es el inductor mds importante
en la produccidn de proteinas de fase aguda por los hepatocitos. Ademas, la IL6 ejerce

efectos antiinflamatorios inhibiendo la produccién de IL1 y de TNFa.

e |L-10: es un potente antiinflamatorio e inmunosupresor producido por muchos tipos
celulares incluyendo monocitos, linfocitos B, linfocitos T, mastocitos y queratinocitos
(Moore et al., 2001). Inhibe la sintesis de muchas quimioquinas y citoquinas. Ademas, la

IL10 estimula los linfocitos B y la secrecidén de anticuerpos. Niveles elevados de IL10 se
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asocian con un descenso en la resistencia a infecciones debido a la inhibicion de

respuestas inflamatorias inducidas por patégenos microbianos.

IFNy: los IFN incluyen tres familias identificadas inicialmente por su actividad antiviral. El
IFNa y el IFNB poseen actividad antiviral significativa, mientras que el IFNy ejerce
principalmente actividades inmunomoduladoras. El IFNy es la citoquina mas importante en
la inmunidad celular. Es producido por los linfocitos T y las células NK y aumenta la
presentacién de antigenos y la produccion de citoquinas por los monocitos, promoviendo
la muerte de los patégenos microbianos. Estimula las células NK y los neutrodfilos,
incrementa la expresion de las moléculas constitutivas HLA de clase |, e induce la expresion
de las moléculas HLA de clase Il en células que normalmente no las producen. Promueve
las respuestas Th2 y también es inhibidor de las respuestas alérgicas (Th1l) mediadas por

IL4.

TNFa: es producido por monocitos, macréfagos, linfocitos activados, células NK, células
endoteliales y mastocitos. EIl TNFa induce actividad antitumoral mediante un efecto
citotéxico directo y por estimulacién de respuestas inmunes antitumorales. Interactia con
células endoteliales para producir moléculas de adhesién que facilitan la migracion de los
fagocitos a los focos de inflamacidn. También es un potente activador de las funciones de

los neutrdfilos.

Debido a su papel ubicuo en la regulacién de la inmunidad, inflamacién y defensa

natural del organismo, la evaluacién de los niveles de citoquinas circulantes proporciona una

de las medidas mds importantes de la respuesta inmune humana y de los estados patolégicos.

Las citoquinas sirven principalmente como mediadores locales de la inmunidad y Ia

inflamacién; de esta manera, la deteccion de niveles alterados de determinadas citoquinas en

la circulacion evidenciaria una inmunopatologia (Massaro, 1997). La concentracién de

citoquinas circulantes puede evaluarse de forma sencilla y simultdnea mediante citometria de

flujo utilizando anticuerpos monoclonales especificos.

2.3.3. Neopterina

La neopterina es un compuesto pirimidinico derivado del trifosfato de guanosina (GTP,

de guanosine triphosphate). Su biosintesis comienza con la conversién de GTP en trifosfato de

7,8-dihidroneopterina mediante la enzima GTP ciclohidrolasa | (GTPCH). Debido a una

deficiencia relativa de la piruvoil-tetrahidropterina sintetasa (PTPS), la enzima necesaria para la
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conversion del trifosfato de 7,8-dihidroneopterina en 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina, los
monocitos/macréfagos humanos estimulados por IFNy producen y liberan cantidades
incrementadas de neopterina a expensas de los derivados de la biopterina (Huber et al., 1983,

1984; Nathan, 1986) (Figura 6).
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FIGURA 6. Ruta de sintesis de la neopterina.

Se han observado incrementos en los niveles de neopterina en los fluidos corporales
humanos en varias condiciones patoldgicas que provocan una activacion del sistema inmune
celular, tales como infecciones virales o bacterianas, enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, rechazo de trasplantes, enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares, e incluso
varios procesos malignos (Asci et al., 2010). Por ello, la medida de la concentracion de
neopterina permite monitorizar de forma sensible el grado de activacion del sistema inmune.
La funcién especifica de la neopterina no se conoce, pero se sabe que es capaz de amplificar la
actividad de las especies reactivas de oxigeno, por lo que podria ser muy importante en la
reaccion de defensa de los monocitos/macréfagos activados mediante la amplificacion de su
potencial prooxidante (Widner et al.,, 2002). Ademas se ha visto que la neopterina puede
interferir con las rutas de sefializacidn intracelulares sensibles al estrés oxidativo (Murr et al.,

2002).

La concentracion de neopterina se evalia normalmente en el suero o plasma
sanguineo, y las técnicas utilizadas para su determinacién incluyen cromatografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC, de high-performance liquid chromatography), radioinmunoanlisis

(RIA), o ELISA (enzyme-linked inmunosorbent assay) (Hamerlinck, 1999).
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2.3.4. Metabolismo del triptéfano

El triptéfano es uno de los amindacidos esenciales para la sintesis de proteinas y es el
precursor de importantes compuestos bioldgicos como la serotonina, el acido nicotinico y la
vitamina niacina (Winder et al.,, 2002). El sistema inmune puede activar la degradacién del
triptéfano como mecanismo de defensa. Bajo determinadas circunstancias, se produce la
secrecion de IFNy por las células T, que es un potente estimulo para la enzima indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), la cual cataliza la transformacién del triptéfano en N-formilkinurenina, que

posteriormente sera desformilada a kinurenina (Taylor y Feng, 1991) (Figura 7).
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FIGURA 7. Rutas de produccidn de serotonina y acido nicotinico a partir del triptofano.

Este proceso actla como un mecanismo antimicrobiano o antitumoral y limita el
crecimiento de patégenos intracelulares o células malignas, gracias a que disminuye la
cantidad de triptéfano disponible para la sintesis proteica (Schrécksnadel et al., 2006).
También se ha visto que la activacién de la enzima IDO suprime la proliferacion de las células T,
de forma que seria un bucle de retroalimentacion negativa del IFNy y una manera de regular la
activacion del sistema inmune (Schrocksnadel et al., 2010). Por lo tanto, cuando se producen
respuestas inmunes de tipo celular (Thl) se puede detectar un descenso en la concentracién
de triptofano y, consecuentemente, un aumento en la concentracion de kinurenina en suero o
plasma, que puede ser utilizado como biomarcador de efecto de la exposicion a sustancias
toxicas sobre el sistema inmune. También se utiliza como biomarcador de inmunotoxicidad el
grado de activacién de la enzima IDO, medido mediante la relacidn entre las concentraciones
de kinurenina y triptéfano (Kin/Trp). Las concentraciones de triptéfano y kinurenina se evaltdan
habitualmente en suero o plasma sanguineo mediante determinacion directa y simultdnea por

HPLC.
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En conclusidn, a la vista de que las personas expuestas al fuel del Prestige presentaron
alteraciones genotdxicas, endocrinas e inmunotdxicas en el momento de la exposicion vy, al
menos en cuanto a la genotoxicidad, dos afios después de ésta, consideramos de crucial
importancia realizar un nuevo estudio en esa poblacién a fin de determinar la posible

persistencia de dichas alteraciones siete afios después de la exposicidn inicial.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal planteado en el presente estudio fue la determinacion de la
persistencia tras siete afios de las alteraciones genotdxicas, hormonales e inmunotdxicas en las
personas que estuvieron en contacto con el fuel del Prestige durante varios meses como
consecuencia de su participacién en las labores de limpieza. Este objetivo general se desglosa

en los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar los niveles de genotoxicidad en los individuos expuestos al fuel del Prestige
siete afios después de la exposicién, mediante la determinacién de los niveles de

dafo primario en el ADN, mutagenicidad y dafio citogenético.

2. Analizar las posibles alteraciones endocrinas en esta poblacidn, mediante la

evaluacion de los niveles de las hormonas prolactina y cortisol.

3. Estudiar las posibles modificaciones en parametros inmunoldgicos en estos
individuos, incluyendo subpoblaciones linfocitarias, citoquinas circulantes,

neopterina y sustancias del metabolismo del triptéfano.

4. Determinar la influencia de factores fisioldgicos, habitos de consumo vy utilizacidn
de medidas de proteccién durante las tareas de limpieza sobre los biomarcadores

analizados.
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MATERIAL Y METODOS

1. INDIVIDUOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

En este trabajo se analizé a un grupo de 54 individuos que estuvieron expuestos al fuel
vertido por el buque Prestige durante un minimo de 2 meses, como consecuencia de su
participacion en las labores de limpieza del litoral afectado entre noviembre de 2002 y octubre
de 2003. Se incluyé a pescadores y mariscadores procedentes de cuatro localidades
intensamente afectadas por el vertido, con los que se contactd a través de las respectivas

cofradias: Fisterra (N=17), Muxia (N=17), Lira (N=8) y O Pindo (N=12) (Figura 8).
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FIGURA 8: Mapa de la costa gallega mostrando la situacién de las localidades de muestreo y
los lugares del accidente inicial del Prestige y su hundimiento.
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Asimismo se analizé un grupo control compuesto de 50 personas no expuestas a
ninguna sustancia téxica conocida en sus lugares de trabajo. Eran trabajadores de la
Universidad, procedentes de centros donde no se realiza trabajo de laboratorio, y profesores
de centros educativos. De todos los individuos se recogieron datos acerca de sus
caracteristicas demograficas, factores de estilo de vida, estado de salud general, habitos de
consumo e historia ocupacional por medio de un cuestionario, que se recoge en el Anexo. Los
sujetos expuestos proporcionaron ademads informacidon sobre las caracteristicas de la
exposicidn (tareas realizadas, utilizacion de medidas de proteccion, tiempo de exposicidn, etc.)
y sobre ciertos sintomas generales de salud que pudiesen estar relacionados con la exposicién,
incluyendo sintomas respiratorios, dermatoldgicos y psico-neuroldgicos experimentados desde
la exposicion. Este estudio se realizé de acuerdo con los estandares éticos establecidos en la
declaracién de Helsinki de 1964. Todas las personas participantes fueron debidamente

informadas de los objetivos y motivacién del estudio y firmaron un consentimiento.
2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

La toma de muestras se realizd entre noviembre de 2009 y febrero de 2010. De cada
individuo se obtuvieron muestras de sangre periférica por venipuncion, siempre por la mafiana
temprano (entre las 8 y las 10am), antes del inicio de su jornada laboral, para evitar las
variaciones circadianas. Las muestras se recogieron en dos tipos diferentes de tubos: los tubos
de extraccién Vacutainer® con heparina de litio, con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o
sin anticoagulante, y los tubos BD Vacutainer® CPT™ (Cell Preparation Tube) con heparina de
sodio. La sangre con heparina de litio se utilizé en fresco para el ensayo de MN con bloqueo de
la citocinesis, y la de los tubos con EDTA para el andlisis en fresco de las subpoblaciones
linfocitarias y el plasma sobrenadante, alicuotado y conservado a -802C, para la determinacién
de citoquinas circulantes. El suero obtenido de los tubos sin anticoagulante se alicuotd y
almacené a -802C hasta el momento de su utilizacién para la evaluacién de las hormonas, la
neopterina, y las sustancias relacionadas con el metabolismo del triptéfano. Las muestras
recogidas en los tubos CPT™ se utilizaron para el aislamiento de los leucocitos mononucleares,
como se describe a continuacidn, que a su vez se usaron en fresco para el ensayo de mutacion
en TCR y la evaluacion de MN mediante citometria de flujo, y tras criopreservacion para el

ensayo del cometa.

Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta la llegada al laboratorio, tiempo
en todo caso inferior a 4h. Todas las muestras fueron codificadas en el momento de su

obtencidn para asegurar la realizaciéon de un estudio ciego.
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3. GENOTOXICIDAD
3.1 Ensayo del cometa
3.1.1. Aislamiento y conservacién de leucocitos

El aislamiento de la fraccion sanguinea correspondiente a los leucocitos
mononucleares (linfocitos mas monocitos) se llevé a cabo mediante los tubos BD Vacutainer®
CPT™. Estos contienen en su interior una disolucidn que crea un gradiente de densidad, junto
con una barrera de gel que permite la separacion de las distintas fracciones sanguineas tras
realizar una centrifugacién a 3100rpm durante 30min en una centrifuga de rotor basculante

(Figura 9).

plasma

linfocitos y monocitos

barrera de gel

eritrocitos y neutréfilos

FIGURA 9: Separacion de los componentes sanguineos en un tubo BD Vacutainer’ CPT™.

Tras la centrifugacién, la fraccidon de leucocitos mononucleares, junto con el plasma
sanguineo, queda aislada del resto de componentes celulares en la parte superior de la barrera
de gel, con lo que sélo es necesario decantarla a unos tubos nuevos. En estos tubos se afiadié
PBS (Phosphate Buffered Saline, Sigma) pH 7.4 hasta alcanzar un volumen final de 10ml y se
centrifugaron a 1500rpm durante 10min. A continuacién se retird el sobrenadante y se
resuspendio de nuevo el botdn celular en 10ml de PBS. La suspension celular se dividid en tres
fracciones, una de 4ml para llevar a cabo el ensayo del cometa, otra de 3.5ml para el ensayo

de mutacién en TCR, y una tercera de 2.5 ml para la evaluacion de MN por citometria de flujo.

El botén celular de la primera fraccién se resuspendié en medio de congelacién
constituido por 40% de RPMI 1640, 50% de suero bovino fetal (FBS) y 10% de DMSO. Asi los
leucocitos se almacenaron a -80°C en fracciones de 500ul a una concentracién de
aproximadamente 10’células/ml hasta el momento del andlisis, tiempo en todo caso inferior a

2 meses. Para minimizar todo lo posible el dafio celular durante el proceso de congelacion,
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éste fue realizado en un contenedor que garantiza el descenso gradual de la temperatura de

1°C por minuto (NALGENE~ Cryo 1°C Freezing Container, Nalgene Nunc International).
3.1.2. Estandar interno

Para evitar la variabilidad en los resultados por causa de las diferencias entre ensayos
se utilizdé un control interno en cada uno de los experimentos, siguiendo el protocolo descrito
por Cebulska-Wasilewska (2003). Las muestras de dicho control se obtuvieron en una Unica
toma a partir de un individuo vardn joven. La sangre se recogi6 en tubos BD Vacutainer’ CPT™
y el aislamiento, alicuotado y congelacién de los leucocitos se realizé segun lo descrito en el

apartado anterior.
3.1.3. Preparacién de los microgeles vy lisis

A la hora de realizar el ensayo se descongelaron rapidamente las alicuotas de
leucocitos en un bafio a 37°C. Una vez a temperatura ambiente se afiadié medio de
descongelacion a cada una de las alicuotas, compuesto por 4ml de RPMI 1640, 5ml de FBS y 1g
de dextrosa. Se centrifugaron a 1500rpm durante 10min y se resuspendieron en RPMI 1640
para evaluar la viabilidad celular mediante la técnica de exclusién del colorante azul de tripdn,
resultando en todos los casos superior al 85%. Las células fueron centrifugadas 3min a
9000rpm, resuspendidas en 100ul de agarosa de bajo punto de fusién al 0.7% en PBS y
depositadas en dos gotas sobre portaobjetos previamente cubiertos con una primera capa de
agarosa de punto de fusidén normal al 1% en agua destilada y deshidratados por calentamiento
a 65°C durante 15min. Sobre cada gota se depositd un cubreobjetos y se colocaron sobre hielo
10min. Una vez solidificada la agarosa con las células, se retiraron los cubreobjetos y se
procedio a la lisis de las células. Para ello, los portaobjetos se sumergieron en una disolucién
de lisis de pH 10 compuesta por NaCl 2.5M, Na,EDTA 100mM, Tris-HCl 10mM, NaOH 250mM y
Triton X-100 1%, afiadido este ultimo en el momento de su utilizacion. La lisis se realizd
durante 1h en oscuridad a 4°C. Todos los pasos posteriores se realizaron en oscuridad para

evitar danos adicionales sobre el ADN.
3.1.4. Electroforesis, neutralizacién y tincion

Tras la lisis, los portaobjetos se sumergieron en una disolucién alcalina (pH>13) en un
tanque de electroforesis colocado sobre hielo, a fin de permitir el desenrollamiento de la
hélice de ADN y la expresién de los sitios sensibles al dlcali. La disolucién alcalina estuvo

compuesta por Na,EDTA 1mM y NaOH 300mM. Tras 40min de incubacidn se inicid el proceso
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de electroforesis de 30min de duracién a 300mA y 25V (0.83V/cm). A continuacidn se procedio
a la neutralizacién de las muestras mediante 3 lavados de 5min cada uno con una disolucion
de pH 7.5 elaborada con Tris-HCI 0.4M. Por ultimo, se tifieron los portaobjetos con 60ul del

colorante fluorescente 4.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 5ug/ml.

3.1.5 Captura y analisis de las imagenes

La captura y el andlisis de las imdagenes fue realizada mediante el programa Comet IV
(Perceptive Instruments). Se tomd como parametro para determinar el dafio en el ADN el
porcentaje de ADN en la cola del cometa (%TDNA), medido éste desde el centro estimado de la
célula. Se analizaron un total de 100 células por individuo, procediendo 50 de cada una de las

réplicas.

3.2. Test de microntcleos con bloqueo de la citocinesis

Los cultivos se establecieron por duplicado anadiendo 0.5ml de sangre a 4.5ml de
medio de cultivo estéril. La composicion del medio fue la siguiente: RPMI 1640 suplementado
con 15% suero bovino fetal inactivado por calor, 1% fitohemaglutinina, 1% L-glutamina
(200mM) y 1% solucion de penicilina (5000U/ml)/estreptomicina (5000ug/ml). Estos cultivos
se mantuvieron a 37°C durante 44h. A continuacién se les afiadieron 10pl de citocalasina-B a
una concentracion final de 6ug/ml, para conseguir inhibir la citocinesis. Se realizé la incubacion

durante un total de 64 horas a fin de obtener un mayor porcentaje de células binucleadas.

Para obtener las células, se centrifugaron los cultivos 10min a 800rpm. Se eliminé el
sobrenadante y se sometieron a un choque hipoténico suave con KCl 0.075M a 4°C, con el fin
de lisar los eritrocitos dejando intactas las membranas celulares de los linfocitos, y se volvieron
a centrifugar. Se elimind el sobrenadante nuevamente y se procedié a fijar las células
afiadiendo 4ml de Carnoy (metanol-acido acético 3:1), y 3 gotas de formaldehido, para mejorar
la fijacion. A continuacidn se volvieron a centrifugar y se retiré el sobrenadante. Se realizaron
sucesivos lavados con Carnoy hasta el que botdn celular quedd limpio. Para asegurar la fijacion
completa de los cultivos se dejaron durante al menos 18h a 4°C. Tras una nueva
centrifugacion, el botén celular se resuspendié en un pequefio volumen de Carnoy y se
procedio a la extensién en un portaobjetos de 30ul de suspensién celular con cuidado y a muy

poca altura, para evitar dafiar las membranas celulares.

Los portaobjetos se tifieron con el colorante fluorescente DAPI 5ug/ml. El andlisis

microscépico se realizd con un microscopio Leica DM-RXA, equipado con una lampara de
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mercurio de 100W. Se contaron un total de 2000 células binucleadas por individuo (1000 de

cada réplica), evaluando el numero total de células binucleadas con MN (BNMN), de células

mononucleadas con MN (MNMN), de puentes nucleopldsmicos (NPB, de nucleoplasmic

bridges) y de yemas nucleares (NBUD, de nuclear buds) presentes (Figura 10).

FIGURA 10: Representacién de una célula binucleada con dos micronucleos (a), un
puente nucleoplasmico (b) y una yema nuclear (c) (adaptada de Fenech, 2007).

Para la identificacidn de células binucleadas bloqueadas en citocinesis, de MN, de NPB

y de NBUD se siguieron los criterios de Fenech et al. (2003), segun los cuales las primeras

deben de cumplir las premisas siguientes:
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Las células deben tener dos nucleos de aproximadamente el mismo tamafio, patron de
tincién e intensidad.

Los dos nucleos deben tener intactas las membranas y estar situadas en un mismo
citoplasma.

Los dos nucleos pueden estar unidos por un fino puente nucleopldsmico que no sea mas
ancho que una cuarta parte del didametro nuclear.

Los dos nucleos principales pueden tocarse pero no deben solaparse. Las células con dos
nucleos solapantes pueden ser contadas Unicamente si los limites nucleares permanecen
distinguibles.

La membrana de la célula binucleada debe estar intacta y ser claramente distinguible del

limite citoplasmatico de las células adyacentes.

Los MN cumpliran las siguientes caracteristicas:

El didametro de los MN en linfocitos humanos generalmente varia entre 1/16 y 1/3 del
didametro medio del nucleo principal, que corresponde a 1/256 y 1/9 del drea de uno de los
nucleos principales en una célula binucleada.

Los MN han de ser redondos u ovalados.

No deben estar unidos o conectados al nucleo principal.
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e Los MN pueden tocar pero no solaparse con el nucleo principal y sus limites deben ser
distinguibles de los de éste.
e Deben presentar siempre la misma intensidad de tincién que el nucleo principal aunque

ocasionalmente puede ser mads intensa.

Para la determinacion de los NPB se tendra en cuenta que:

e Los NPB son uniones continuas entre los nucleos de una célula binucleada.

e La anchura de los puentes puede variar, pero no suele exceder de una cuarta parte del
didmetro del nucleo.

e Latincidon de los NPB debe presentar las mismas caracteristicas que la del ntcleo principal.

e Raravez se observard mas de un puente en una célula binucleada.

e Es posible que una célula binucleada con un NPB contenga uno o mas MN.

Y los criterios de identificacion de los NBUD son los siguientes:

e Los NBUD son similares a los MN en apariencia, pero estan conectados con uno de los dos
nucleos principales a través de un puente un poco mas estrecho que el didmetro del
NBUD.

e Los NBUD tienen por lo general la misma intensidad de tincidon que los MN.

e Ocasionalmente, puede parecer que el NBUD esté localizado en el interior de una vacuola

adyacente al nucleo.

Ademas, se analizé el nUmero de células con uno, dos, tres o cuatro nucleos en un
total de 500 (250 de cada réplica), y con estos datos se calculd el indice de proliferacion de
células bloqueadas (CBPI, de cytokinesis blocked proliferation index), segun la férmula
propuesta por Surrallés et al. (1995): CBPI = [MI + 2MIl + 3(MIIl + MIV)] / N, en la que Ml a MIV
representan el numero de células con uno a cuatro nucleos, y N es el niUmero total de células

contadas:

3.3. Evaluacién de micronticleos por citometria de flujo

La evaluacion de la frecuencia de MN por citometria de flujo se llevd a cabo a partir los
leucocitos mononucleares aislados de la sangre completa segun se describié en el apartado
3.1.1. Se siguieron los protocolos descritos por Nisse et al. (1994) y Roman et al. (1998), con
pequenas modificaciones. Las células se sometieron a una centrifugacion a 1200rpm durante 6

min. El botdn celular se resuspendié en 1ml de disolucion fria, a 42C, compuesta por NaCl
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10mM, citrato sédico 1g/l, Nonidet P40 0.3ml/l, ioduro de propidio (PI) 50mg/ml y ARNsa A
0.1mg/ml, y se incubd a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 min. A continuacion
se afiadié el mismo volumen de una segunda disolucién compuesta por acido citrico 1.5mg/l y
sacarosa 0.25M, y se incubd durante 30min mads en las mismas condiciones. Con esto se
obtiene una suspension de nucleos y MN que, al estar tefiidos con Pl que permite analizar el
contenido de ADN, pudieron ser diferenciados en relacion a su tamano (canal FSC) e intensidad
de seial fluorescente (canal FL2, en el que se detecta el PI) en un citémetro de flujo modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson), y cuantificados mediante el programa Cell Quest Pro (Becton

Dickinson). Cada muestra se analizé por duplicado, adquiriendo un minimo de 50.000 eventos.

3.4. Ensayo de mutacidn en el receptor de células T

El aislamiento de los leucocitos mononucleares se realizé de la manera que se detalla
en el apartado 3.1.1. Posteriormente se realizé la tincién de cada muestra por duplicado
utilizando 7-amino-actinomicina D (7AAD, colorante vital utilizado para la exclusién de las
células no viables), anticuerpos de ratén antiCD4 conjugados con ficoeritrina (PE, de
phycoerytrin) y antiCD3 conjugados con fluoresceina (FITC, de fluorescein isothiocyanate), y se
midié la frecuencia de mutantes CD3'CD4" entre la poblacién normal de células T CD4". El
control de isotipo se tifid con los anticuerpos especificos de ratén conjugados con

fluorocromos IgG2a-CD3-FITC e IgG1-CD4-PE.

El procedimiento experimental se realizdé en oscuridad para evitar el descenso de
fluorescencia de los colorantes conjugados con los anticuerpos. Se afiadieron 20ul de cada
anticuerpo y 7AAD a los leucocitos y se incubaron durante 15min en oscuridad. Después se
afadié 1ml de PBS a los tubos y se centrifugaron a 2000rpm durante 5min. Se elimind el
sobrenadante, se resuspendid el botdn celular en PBS y se repitié el paso anterior. Por ultimo,

se resuspendié el tubo del control de isotipo en 250ul de PBS y los otros dos en 500ul de PBS.

Las suspensiones celulares fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACSCalibur
(Becton Dickinson) siguiendo el protocolo propuesto por Kyoizumi et al. (1992) y Akiyama et al.
(1995). El manejo del citdmetro y el analisis de los datos obtenidos se realizaron con el
programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson). Después de situar la ventana para los linfocitos
segln tamano y complejidad y excluir las células muertas (positivas para 7AAD), se obtuvieron
los datos de fluorescencia de FITC (FL1) y PE (FL2). Se adquirieron un minimo de 250.000
eventos de la ventana de linfocitos, y se establecié una ventana de mutantes CD3'CD4" seglin

los siguientes criterios (Figura 11). El limite superior de FL1 para la ventana de mutantes se
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situd en el 4% (1/25) del valor de la intensidad del pico méximo de CD3 para células CD3'CD4"
normales. Este limite superior es aproximadamente 7 veces mas alto que el pico maximo del
canal para FL1 en el control del isotipo. Los limites izquierdo y derecho para FL2 se
establecieron respectivamente en valores la mitad y el doble de la intensidad del pico maximo
de FL2 para las células CD3'CD4" normales. Los valores de las frecuencias de mutacién (TCR-
Mf) se calcularon como el nimero de eventos en la ventana de mutantes dividido por el total

de células T CD4" en la distribucién de flujo.

FIGURA 11. Diagrama de puntos de CD3-FITC frente a CD4-PE mostrando la
situacién de la ventana de linfocitos mutantes para el TCR CD3CD4" (regién R4).

4. TOXICIDAD ENDOCRINA
4.1. Andlisis de prolactina

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de prolactina se llevd a cabo
mediante una técnica de ELISA (enzyme-linked inmunosorbent assay) sandwich, utilizando el
kit comercial DRG Prolactin ELISA EIA-1291. Los pocillos de la microplaca que se utiliza para el
ensayo estan recubiertos con un anticuerpo monoclonal que reconoce un sitio antigénico
Unico en la molécula de prolactina. Los sueros a analizar, los estandares (con los que se
construird la curva de calibrado) y el control se incuban en dichos pocillos junto con un
anticuerpo antiprolactina conjugado con la enzima peroxidasa de rdbano. Tras la incubacion se
realiza el lavado para eliminar el anticuerpo conjugado que no se ha unido. La cantidad de
peroxidasa en el pocillo es proporcional a la concentracién de prolactina en la muestra asi que,

una vez que se anade la disolucién de sustrato de la enzima, la intensidad de color que se
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genera, medida a 450nm, es directamente proporcional a la concentracion de prolactina en la

muestra. El método tiene una sensibilidad de 0.35ng/ml.
4.2. Analisis de cortisol

Para la medida de la concentracién plasmatica de cortisol se utilizé el kit DRG Cortisol
ELISA EIA-1887 siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método se basa en un ELISA
competitivo. Los pocillos de la microplaca estan recubiertos con un anticuerpo monoclonal que
reconoce la molécula de cortisol. Las muestras de suero, los estandares de calibracion y el
control se incuban en los pocillos junto con cortisol conjugado con la enzima peroxidasa de
rabano, con lo que el cortisol endégeno presente en ellos compite con el cortisol conjugado
por su union al anticuerpo fijado a los pocillos. Tras la incubacion se eliminan por lavado todos
los compuestos no unidos. La cantidad de conjugado enzimatico unido es inversamente
proporcional a la concentracion de cortisol en las muestras. Tras la adicién de la disolucion de
sustrato de la enzima, se mide la intensidad de color desarrollado a 450nm, que sera
inversamente proporcional a la concentracién de cortisol en los sueros a evaluar. La

sensibilidad analitica de este test es de 2.5ng/ml.
5. INMUNOTOXICIDAD
5.1. Subpoblaciones linfocitarias

Los tubos Venoject® con EDTA se homogeneizaron por inversion y se repartieron 100ul
de sangre completa (conteniendo aproximadamente 10° células) de cada muestra por
duplicado en tubos de citometria. Los pasos siguientes se llevaron a cabo en oscuridad para
evitar la pérdida de fluorescencia de los anticuerpos. Se anadieron a los tubos 20ul de los
siguientes anticuerpos de ratén conjugados con colorantes fluorescentes: CD3-FITC (para la
determinacion de linfocitos T), CD4-PE (para la determinacion de linfocitos T colaboradores),
CD8-PECyY5 (phycoerytrincyanin 5) (para la determinacién de linfocitos T citotéxicos), CD19-
PECy5 (para la determinacién de linfocitos B), CD16-PE y CD56-PE (para la determinacion de
células NK). Los controles de isotipo se tifieron con anticuerpos especificos de ratén
conjugados con fluorocromos 1gG2a-FITC, 1gG1-PE e IgG1-PECy5. Las mezclas se incubaron
durante 15min en oscuridad, a continuacion se afadié 1ml de disolucién de lisis (FACSLysing
solution, Becton Dickinson) a todos los tubos para lisar los eritrocitos y se incubaron durante
8min. A continuacidn, se centrifugaron los tubos a 1600rpm durante 5min, se eliminé el

sobrenadante y se resuspendié el botén celular en 1ml de PBS. Se realizd una nueva
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centrifugacion y finalmente se fijaron con 250ul de fijador (CellFix, Becton Dickinson), lo que

permite conservar las muestras para realizar la determinacion al dia siguiente.

Se analizaron las muestras en un citémetro de flujo FACSCalibur utilizando el programa
Cell Quest Pro (Becton Dickinson). Tras situar la ventana para los linfocitos segun tamafio y
complejidad, se obtuvieron los datos de fluorescencia de FITC (FL1), PE (FL2) Y PECy5 (FL3). Se
adquirieron un minimo de 10.000 eventos de la ventana de linfocitos en todos los casos. Los
porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos CD3", CD19" y CD16"/56" fueron obtenidos a
partir de la representacién grafica de la correspondiente fluorescencia frente a la complejidad
(Figura 12). Los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos CD4" y CD8" se calcularon a
partir de la representacién de la fluorescencia de cada una de estas subpoblaciones frente a

las células CD3".

FIGURA 12. Diagrama de puntos de complejidad (SSC) frente a CD3-FITC para el
célculo del porcentaje de linfocitos T CD3" (regién R2).

5.2. Citoquinas circulantes en plasma sanguineo

Después del andlisis de las subpoblaciones linfocitarias, el volumen de sangre
remanente en los tubos de EDTA se centrifugd a 2500rpm durante 10min. Del plasma
sobrenadante se recogieron alicuotas de 100ul de cada muestra y se congelaron a -80°C hasta

su utilizacion.

Para la evaluacién de las citoquinas circulantes en el plasma sanguineo se utilizo el kit
comercial BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il, siguiendo las
instrucciones facilitadas por el fabricante. Este kit emplea unas microesferas que permiten

detectar y cuantificar simultaneamente 6 tipos de citoquinas diferentes: interleuquina-2 (IL-2),
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interleuqgina-4 (IL-4), interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-10 (IL-10), interferon-y (IFN- y) y
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). El kit contiene seis poblaciones diferentes de
microesferas con diferente intensidad de fluorescencia (que se detecta en el canal FL3), que
portan en su superficie anticuerpos de captura especificos para cada tipo de citoquina que se
desea analizar. Una vez las microesferas se han incubado con el plasma y han capturado las
citoquinas correspondientes, se incuban con anticuerpos de deteccién especificos para cada
citoquina conjugados con PE, de manera que forman complejos tipo “sandwich”. (Figura 13).
Es necesario construir una recta de calibrado con patrones de las citoquinas a analizar,
proporcionados en el kit, a partir de la cual se interpolan las concentraciones de las muestras

de interés.
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FIGURA 13. Fundamento de la técnica utilizada para el analisis de citoquinas
circulantes: las microesferas con distinta intensidad de fluorescencia estan
recubiertas de anticuerpos de captura que se unen especificamente a una
citoquina, y ésta a su vez se une a su anticuerpo de deteccion conjugado con un
fluorocromo.

Se utilizé un citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson) para el analisis de las
concentraciones de citoquinas. Después de situar la ventana para las microesferas segun el
tamafio y la complejidad, se obtuvieron los datos de fluorescencia de las seis poblaciones de
citoquinas en los canales FL2 (detecta la fluorescencia de los anticuerpos especificos) y FL3

(detecta la fluorescencia de las microesferas) (Figura 14).

Se adquirieron un minimo de 2.000 eventos en la ventana de citoquinas. La
cuantificacion de las diferentes citoquinas se realizé con el programa BD CDA Analysis
Software, que halla las concentraciones de las citoquinas presentes en cada muestra mediante

una interpolacién de los datos a partir de la curva patrén construida previamente.
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FIGURA 14. Diagrama de puntos de la fluorescencia de las distintas microesferas (FL3)
frente a la fluorescencia de los anticuerpos especificos para cada citoquina (FL2).

5.3. Determinacion de neopterina

Las concentraciones de neopterina en el plasma de los individuos se analizaron
utilizando el kit comercial de BRAHMS, siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit se
basa en una cuantificacién por ELISA competitivo. Los pocillos que se utilizan estan recubiertos
de anticuerpos anti-neopterina. Una vez agregado el conjugado enzimatico — constituido por
neopterina/fosfatasa alcalina — a los sueros a analizar, controles externos o estandares (que se
utilizaran para hacer la recta de calibrado), la neopterina contenida en ellos compite con el
conjugado enzimatico por los lugares de unidon de los anticuerpos de los pocillos, formando de
esta manera un complejo enlazado a la fase sélida. Tras el lavado, que garantiza la eliminacidn
de todos los compuestos no enlazados, se anade la disolucion de sustrato de la enzima
fosfatasa alcalina (4-nitrofenilfosfato). La enzima cataliza la disociacién en 4-nitrofenol, de
color amarillo. La reaccion enzimatica finaliza con la adicién de sosa caustica. La intensidad del
color, medido a 405nm, es inversamente proporcional a la concentracién de neopterina en el

suero. El método tiene una sensibilidad de 2nM.

5.4. Determinacion de triptéfano y kinurenina

Las concentraciones de triptéfano y kinurenina en plasma fueron determinadas
mediante una metodologia de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC, de high
performance liquid chromatography) en fase reversa utilizando 3-nitro-L-tirosina (Sigma) como
estandar interno, desarrollada por Widner et al. (1997) y mejorada por Laich et al. (2002). El

sistema cromatografico utilizado constd6 de una bomba Varian 9010, un procesador
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automatico de muestras Jasco AS-950 con una unidad de refrigeracién a 4°C y un bucle de

inyeccion de 10pl.

La mezcla de calibracidn se prepard a partir de disoluciones stock de triptéfano (Serva)
y kinurenina (Merk) 1mM almacenadas a -20°C y descongeladas, y de albimina 70g/I, que
corresponde al promedio de concentraciodn fisioldgica en el suero humano. Antes de cada serie
de determinaciones se prepard 1ml de disolucion de calibraciéon con 50ul de disolucién de
triptéfano, 10ul de disolucidon de kinurenina y 940ul de disolucién de albuimina. Se utilizé una
mezcla de sueros congelada como estandar externo. La preparacion de las muestras de suero,
la disolucion de calibracién y el estandar externo fue realizada de la misma manera, tal y como
se describe. Se diluyeron 100ul de la muestra elegida con 100ul de 3-nitro-L-tirosina 50uM, se
le afladieron 25ul de 4acido tricloroacético (Merk) 2M y se mezclé por agitacion. Las muestras
se centrifugaron a 12000g durante 6min a temperatura ambiente para separar las proteinas
precipitadas, y se transfirieron 180ul del sobrenadante a nuevos viales, para poder utilizarlos

en el procesador automatico de muestras (Chromacol).

Para la separacion se utilizaron cartuchos de fase reversa LiChroCART 55-4 (Merck) de
55mm de longitud, rellenos con Purosphere STAR RP;g con tamafio de particula de 3um
(Merck), junto con una precolumna Ci;s en fase reversa (Merck). La fase mdévil estuvo
compuesta de acido acético-acetato de sodio (Merck) 15mM a pH 4.0, conteniendo 27ml/| de
acetonitrilo (Merck). La velocidad de flujo fue de 0.9ml/min a temperatura ambiente. La
kinurenina y la 3-nitro-L-tirosina se midieron en un detector UV Jasco 975 a una longitud de
onda de 360nm. El triptéfano se cuantificé en un detector de fluorescencia Varian ProStar 360
a una longitud de onda de excitacién de 286nm y de emisién de 366nm. Estos detectores
fueron conectados en serie para permitir la determinacién simultanea de los tres analitos. El
control del sistema y la cuantificacién de los picos se realizaron mediante el programa Borwin
1.5. Los tiempos de retencion fueron de 2.3min para la kinurenina, 3.3min para la 3-nitro-L-
tirosina y 4.3min para el triptéfano. Las concentraciones de los analitos se calcularon segun la
altura de los picos, comparandolas con el estandar interno. La relacion kinurenina/triptéfano
(Kin/Trp) se calculd para estimar la actividad de la enzima indolamina 2,3-desoxigenasa (IDO),

expresandola en uM kinurenina/mM triptéfano.

Se realizaron entre 30 y 40 determinaciones diarias y al finalizarlas se lavo el sistema
con un gradiente creciente/decreciente de metanol puro durante 40min y se reemplazd la

precolumna.
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Las rectas de calibrado fueron lineales en el rango de concentraciones de 1-100uM
para el triptéfano (r=0.996, P<0.01) y de 0.006-6uM (r=0.999, P<0.01) para la kinurenina. Los
coeficientes de variacion de triptéfano y kinurenina indicativos de la precisidn inter-dia del
método cromatografico fueron de 1.7% y 4.2%, respectivamente; los correspondientes a la
variacién intra-dia fueron 1.0 y 1.4%, respectivamente; y los porcentajes de recuperacién

fueron de 99.3%+0.4% y 102.3%+1.0%, respectivamente.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Los tests Chi cuadrado de Pearson y t de Student se aplicaron para evaluar la relacién
entre las variables categdricas y las diferencias entre medias, respectivamente, en las

caracteristicas de la poblacion a estudio.

Se realizd una evaluacién preliminar del efecto de la exposicion mediante el test t de
Student en las variables que mostraron distribucién normal segun el test de bondad de ajuste
de Kolmogorov-Smirnov. Se aplicé transformacion logaritmica a las variables BNMN, MNMN,
prolactina, cortisol, kinurenina y Kin/Trp para obtener una aproximacién mejor a la
distribucion normal. No fue necesario realizar transformacion de las variables %TDNA, TCR-Mf,
MNcit, CBPI, triptéfano, las subpoblaciones linfocitarias y las citoquinas. El test no paramétrico
U de Mann-Whitney se aplicé a neopterina, NPB y NBUD, dado que no se obtuvo ninguna

mejora en su distribucién mediante transformacion.

Para evaluar en mayor detalle el efecto de la exposicidn y otros factores que pudiesen
influir en los resultados (factores de confusion) se utilizaron los modelos de regresion multiple
gue mejor se ajustaron a los datos. Todos los modelos incluyeron ajuste por edad, sexo y
consumo de tabaco (pack-years). Se aplicd regresidon lineal a los datos transformados
logaritmicamente de las variables continuas. La regresion de Poisson se llevd a cabo con los
datos no transformados de TCR-Mf y MNcit, y con los datos transformados logaritmicamente
de BNMN y MNMN. Por ultimo, la regresién binomial negativa se aplicé a los datos no

transformados de NPB y NBUD.

Posteriormente se llevd a cabo un andlisis de regresién complementario solamente en
la poblacién expuesta para determinar el efecto del tiempo de exposicién al fuel y de la
utilizacion de equipos de proteccidn individual durante las labores de limpieza, aplicando

ajuste por edad, sexo y consumo de tabaco.
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Ademas, se realizd un analisis de regresion logistica adicional en la poblacion expuesta
incluyendo asimismo correccién por edad, sexo y consumo de tabaco para identificar la
relacidn entre la presencia de sintomatologia de origen diverso y el tiempo de exposicion o el
uso de equipamiento protector, incluyendo ademds la neopterina y los parametros

relacionados con la degradacién del triptéfano.

Las asociaciones entre variables fueron calculadas mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson. El nivel de significacidon estadistica se establecié en 0.05. Los analisis se
realizaron utilizando los paquetes estadisticos SPSS, version 20 (SPSS, Inc.) y STATA version 9.1

(StataCorp LP).
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RESULTADOS

La poblacién estudiada estuvo compuesta por un total de 104 individuos, de los
cuales 54 estuvieron expuestos al fuel y 50 fueron controles. Las caracteristicas generales de
los grupos analizados se recogen en la Tabla 5. Ambos grupos no difirieron significativamente
en cuanto a su distribucién de género, edad o consumo de tabaco. Debido a que el nUmero
de exfumadores en la poblacién fue bajo (11 controles y 6 expuestos), y ademas habian
dejado de fumar hacia un minimo de 4 afios (media 12.747.0 afios), decidimos incluirlos en el
grupo de no fumadores. Para cuantificar el consumo de tabaco en los fumadores se calculé la
variable pack-years segun la férmula: [(n2 cigarrillos/dia) x (n? afios fumando)] / 20. La
mayoria de individuos expuestos (82%) estuvieron en contacto con el fuel durante 8-10
meses, por lo que no se considerd pertinente establecer categorias en cuanto al tiempo de
exposicion. Esta variable expresada en horas se calculé en base al numero total de dias que
las personas habian participado en las tareas de limpieza y al numero de horas trabajadas

por dia.

TABLA 5: Descripcion de la poblacidn estudiada.

Controles Expuestos P-valor
Total 50 (48.1%) 54 (51.9%)
Género
Varones 30 (60.0%) 33 (61.1%) 0.908°
Mujeres 20 (40.0%) 21 (38.9%)
Edad® 47.0+10.2 47.9+11.2 0.672°
(28-65) (29-68)
Consumo de tabaco
No fumadores 40 (80.0%) 37 (68.5%) 0.182°
Fumadores 10 (20.0%) 17 (31.5%)
Cigarrillos/dia® 17.0+11.7 15.849.4 0.779¢
(2-35) (2-30)
Afios fumando® 27.5+10.4 21.9+13.1 0.233¢
(5-40) (6-49)
Pack-years” 23.2+14.2 16.7+15.9 0.280°
(0.5-45.0) (1.6-67.5)
Tiempo de exposicion® 9.0+1.9
(meses) (2-10)
Tiempo de exposicion® 18874616
(h) (450-3000)
Equipamiento protector
Con guantes 49 (90.7%)
Sin guantes 5(9.3%)
Con mono 44 (81.5%)
Sin mono 10 (18.5%)
Con mascarilla 12 (22.2%)
Mascarilla ocasional 28 (51.9%)
Sin mascarilla 14 (25.9%)

*Mediatdesviacién estandar (rango); ®test Chi’; “test t de Student.

57



Julia Rios Vdzquez

En la Figura 15 se muestra la distribucién de las labores de limpieza realizadas por los
expuestos. La mayoria de ellos (76%) participd en la limpieza manual de las areas de costa, el
2% utilizaron Unicamente maquinas hidrolimpiadoras para eliminar el fuel de las rocas, el 7%
combind el trabajo manual con el uso de hidrolimpiadoras, el 6% realizd limpieza del mar

desde embarcaciones y el 9% combind la limpieza del mar con la manual.

@ Costa - manual

M Rocas - con hidrolimpiadora
B Manual + con hidrolimpiadora
O Mar - desde barco

O Manual + mar

FIGURA 15: Distribucion de los individuos expuestos segun el tipo de tarea de limpieza
realizado.

1. GENOTOXICIDAD

Para evaluar la persistencia del dafio genotdxico siete afios después de la exposicidn
al vertido de petréleo se determind el dafio primario en el ADN mediante el ensayo del
cometa, la mutagenicidad mediante el ensayo de mutacidn en el TCR y el dafio citogenético
evaluando la frecuencia de MN mediante el test de MN realizado segin dos metodologias
diferentes: con bloqueo de la citocinesis y posterior evaluacién microscépica, y mediante
citometria de flujo. En la Tabla 6 se recogen los resultados medios de estos biomarcadores

en los dos grupos estudiados y su comparacidn univariante.

Se obtuvieron diferencias significativas Unicamente en la frecuencia de MN evaluada
por citometria de flujo, para la que se encontré un valor mds bajo en el grupo de expuestos,
y en el indice de citotoxicidad CBPI, que mostrd los resultados contrarios, ya que se observd
incremento en los expuestos. El resto de los valores obtenidos en los parametros de

genotoxicidad fueron similares en ambas poblaciones, controles y expuestos.
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TaBLA 6: Resultados de los biomarcadores de genotoxicidad en las poblaciones

analizadas.
Controles Expuestos
P-valor®
N Media + DE N Media + DE

%TDNA 50 2.56£0.15 54 2.24+0.10 0.071
TCR-Mf (x10™) 49 3.13+0.22 54 3.28+0.22 0.618
MNCcit (%) 50 5.06 +0.28 54 3.68+0.26 <0.001
BNMN (%o) 50 3.82+0.36 54 4.59 +0.48 0.498
MNMN (%) 50 3.11+0.36 54 3.00£0.34 0.692
NB (%o) 50 0.80+0.21 54 0.66 £ 0.15 0.486
NBUD (%) 50 1.51+0.38 54 1.24+0.18 0.495
CBPI 50 1.39+0.01 54 1.45+0.01 <0.001

Test t de Student; DE: desviacion estandar.

El efecto de la exposicion, el género, la edad y el consumo de tabaco sobre los

parametros de genotoxicidad fue evaluado mediante modelos multivariantes en los que se

introdujo ajuste simultaneo por estas variables. Los resultados obtenidos para el ensayo del

cometa, el ensayo de mutacién en el TCR y el test de MN por citometria de flujo se recogen

en la Tabla 7. En la Tabla 8 se muestran los resultados para el test de MN con bloqueo de la

citocinesis.

TaBLA 7: Efecto de la exposicidn, el género, la edad y el consumo de tabaco en el ensayo del
cometa, el ensayo de mutacién en el TCR y test de MN por citometria de flujo.

%TDNA TCR-Mf MNcit

S e M o TS o
Exposicién
Controles 1.00 1.00 1.00
Expuestos 0.90 (0.78-1.04) 1.01 (0.82-1.26) 0.73**  (0.60-0.88)
Género
Varones 1.00 1.00 1.00
Mujeres 0.97 (0.84-1.13) 0.90 (0.71-1.12) 1.22*  (1.02-1.48)
Edad (afios) 1.00 (0.99-1.00) 1.01 (1.00-1.02) 1.00 (0.99-1.01)
Consumo de tabaco
(pack-years) 1.07 (0.90-1.26) 1.28*  (1.01-1.62) 1.04 (0.84-1.29)

IC: intervalo de confianza; *P<0.05; **P<0.01.
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Resultados

Las diferencias significativas alcanzadas en el grupo de expuestos cuando se comparan con
los controles confirman el resultado del analisis univariante: descenso de la frecuencia de
MNcit e incremento del CBPI. Se obtuvieron incrementos significativos en la razén de medias
en mujeres respecto a los varones para la frecuencia de MN evaluados por citometria de
flujo, y en fumadores respecto a los no fumadores para la frecuencia de mutacion en el TCR.
Ademas se observé un ligero incremento no significativo de la razén de medias con la edad
para este Ultimo pardmetro (P=0.065), asi como una correlacidn significativa entre estas dos

variables (edad y TCR-Mf, r=0.209; P= 0.034).

Para evaluar el posible efecto del tiempo de exposicién al fuel y el uso de medidas
protectoras (mono impermeable y mascarilla) mientras se desarrollaban las tareas de
limpieza, se llevd a cabo un andlisis multivariante adicional sélo en el grupo de expuestos, y

los resultados se muestran en las Tablas 9 y 10.

TAaBLA 9: Efecto del uso de equipamiento protector y del tiempo de exposicion en el ensayo del
cometa, el ensayo de mutacién en el TCR y el test de MN por citometria de flujo. Modelos
ajustados por edad, género y consumo de tabaco.

%TDNA TCR-Mf MNcit
T s T cow WO o
Mascarilla
Con mascarilla 1.00 1.00 1.00
Mascarilla
ocasional 0.95 (0.77-1.19) 1.19 (0.78-1.83) 1.08 (0.74-1.57)
Sin mascarilla 1.01 (0.76-1.34) 1.42 (0.85-2.38) 1.09 (0.66-1.80)
Mono
Con mono 1.00 1.00 1.00
Sin mono 0.74* (0.57-0.96) 0.94 (0.61-1.44) 0.87 (0.55-1.37)
Tiempo
exposicion (h) 1.00 (0.99-1.00) 1.00 (0.99-1.00) 1.00 (0.99-1.00)

Cl: intervalo de confianza; *P<0.05.
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Resultados

No se evalué el efecto de usar guantes ya que el 91% de los expuestos los utilizaron
para proteger sus manos del fuel (Tabla 5). Sorprendentemente, los Unicos resultados
significativos obtenidos se corresponden con descensos del %TDNA en individuos que no se
pusieron ropas protectoras y de la frecuencia de NPB en sujetos que no usaron mascarilla o

la usaron sdlo de forma ocasional. Estos resultados se aprecian con mayor claridad en la

Figura 16.
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FIGURA 16: Efecto del uso de equipamiento protector sobre el ensayo del cometa y la
frecuencia de puentes nucleoplasmicos. Las barras indican el intervalo de confianza 95%
de la media. *P<0.05, diferencia significativa respecto al uso de mono o mascarilla.

2. TOXICIDAD ENDOCRINA

En este estudio se determinaron las concentraciones séricas de las hormonas
prolactina y cortisol como biomarcadores de toxicidad endocrina. En la Tabla 11 se resumen
los resultados obtenidos para estos biomarcadores en las poblaciones control y expuesta. En
la concentracién de cortisol se observd un incremento significativo en los expuestos,
mientras que no hubo diferencias entre ambos grupos respecto a la concentracién de
prolactina. No obstante, los valores medios obtenidos en las dos poblaciones se situaron
dentro del rango de referencia tanto para la prolactina como para el cortisol (Melmed et al.,

2011).
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TaBLA 11: Resultados de los biomarcadores de toxicidad endocrina en los

grupos de estudio.

Controles Expuestos
P-valor®
N Media £ DE N Media + DE
Prolactina (ng/ml) 50 7.42 +0.38 54 9.30+1.00 0.081
Cortisol (ng/ml) 50 149.56 +2.27 54 160.91+3.11 0.004

Test t de Student; DE: desviacion estandar.

En el analisis multivariante aplicado posteriormente, introduciendo las variables
exposicion, edad, género y consumo de tabaco de forma simultanea, se obtuvieron los
resultados recogidos en la Tabla 12. El efecto significativo de la exposicidn sobre los niveles

de cortisol, previamente obtenido mediante analisis univariante, quedé confirmado. No se

observé efecto del género o del consumo de tabaco sobre ninguna

evaluadas, pero si se obtuvo un ligero aunque significativo descenso en la prolactina

asociado con la edad.

de las dos hormonas

TaBLA 12: Efecto de la exposicidn, el género, la edad y el consumo de tabaco en las

concentraciones séricas de prolactina y cortisol.

Prolactina Cortisol
e o MRS cos
Expuestos
Controles 1.00 1.00
Expuestos 1.16 (0.99-1.36) 1.07** (1.02-1.12)
Género
Varones 1.00 1.00
Mujeres 1.03 (0.87-1.21) 1.02 (0.98-1.07)
Edad (afios) 0.99* (0.98-1.00) 0.99 (0.99-1.00)
Consumo de tabaco (pack-years) 0.99 (0.98-1.01) 1.00 (0.99-1.00)

IC: intervalo confianza; *P<0.05; **P<0.01.

En la evaluacion del efecto del tiempo de exposicién y el uso de medidas protectoras
mientras se realizaron los trabajos de limpieza en contacto con el fuel, realizada mediante un
analisis multivariante en la poblacién expuesta, no se observaron diferencias en los niveles

de biomarcadores endocrinos asociadas al uso de ninguno de los equipos protectores

tenidos en cuenta (mono y mascarilla), ni tampoco al tiempo de exposicion (Tabla 13).
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Resultados

TaBLA 13: Efecto del uso de equipamiento protector y del tiempo de exposicion
en los biomarcadores de toxicidad endocrina. Modelos ajustados por edad,
género y consumo de tabaco.

Prolactina Cortisol
e €% s Icow

Mascarilla

Con mascarilla 1.00 1.00

Mascarilla ocasional 0.89 (0.63-1.24) 0.91 (0.82-1.01)

Sin mascarilla 0.67 (0.44-1.02) 0.90 (0.79-1.03)
Mono

Con mono 1.00 1.00

Sin mono 1.90 (0.64-1.24) 1.08 (0.96-1.22)
Tiempo exposicion (h) 0.99 (0.99-1.00) 1.00 (0.99-1.00)

IC: intervalo de confianza.
3. INMUNOTOXICIDAD

La evaluacidn de los posibles efectos inmunotdxicos asociados a la exposicion previa
al fuel del Prestige se realizé mediante la determinacién de las concentraciones séricas de
neopterina y los productos relacionados con el metabolismo del triptéfano, los porcentajes

de subpoblaciones linfocitarias y los niveles de citoquinas circulantes.

En la Tabla 14 se recogen los valores medios obtenidos para cada uno de estos
biomarcadores en los dos grupos estudiados, asi como el P-valor para su comparacion
univariante. Las Unicas diferencias significativas observadas entre controles y expuestos
consisten en descensos significativos en los niveles de kinurenina y el porcentaje de células

CD16°56" en la poblacién de expuestos.

Los valores medios obtenidos en ambos grupos se situaron dentro del rango de
referencia para la neopterina (Murr et al., 2002), y todas las subpoblaciones linfocitarias
(Garcia-Dabrio et al., 2012). Los resultados para el triptéfano, kinurenina y la relacion Kin/Trp
fueron similares a los descritos previamente (Frick et al., 2004; Capuron et al., 2011). Por el
contrario, no existen niveles de referencia descritos para las concentraciones de citoquinas
plasmaticas, siendo los valores referidos para poblaciones control muy diferentes entre

distintos estudios (COPE, 2011).
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TaBLA 14: Resultados de los biomarcadores de inmunotoxicidad en las poblaciones

analizadas.
Controles Expuestos
P-valor®
N  Media £ DE N Media + DE

Neopterina (nmol/1) 50 5.83+0.29 54 5.53+0.20 0.469
Triptofano (umol/l) 50 73.70+2.17 53 69.96 + 1.78 0.186
Kinurenina (umol/1) 49 3.08£0.23 53 2.53+0.18 0.039
Kin/Trp (umol/mmol) 49  38.19+2.49 53 34.86%2.19 0.327
%CD3" 45 65.96+1.74 44  69.87 +1.35 0.080
%CD4" 45 35.61+1.64 44  38.76 £1.72 0.189
%CD8 45  25.63+1.32 44  2290+1.29 0.142
CD4*/cD8* 45 1.62 £0.15 44 2.05+0.18 0.070
%CD19" 45 9.23 +0.67 44  10.47 £0.76 0.223
%CD16'56" 45  23.46t1.64 44  16.75+1.33 0.002
IL2 (pg/ml) 35 5.65+0.32 40 5.64 £0.09 0.572
IL4 (pg/ml) 30 1.72£0.95 37 0.83 £0.09 0.555
IL6 (pg/ml) 35 8.73+0.73 40 8.77 £0.29 0.439
IL10 (pg/ml) 35 2.43+0.50 40 2.34+0.08 0.110
TNFa (pg/ml) 35 10.80+0.13 40 10.87+0.04 0.481
IFNy (pg/ml) 35 6.32+0.23 40 6.650.19 0.221

*Test t de Student; DE: desviacion estandar.

Al igual que para el resto de los biomarcadores se realizé un andlisis de regresién
multivariante posterior para evaluar el efecto de la exposicidn, género, edad y consumo de
tabaco. Los resultados obtenidos en dicho anadlisis se recogen en la Tabla 15 para la
neopterina y los productos del metabolismo del triptéfano, en la Tabla 16 para las
subpoblaciones linfocitarias y en la Tabla 17 para las citoquinas circulantes. Los datos de
nuevo confirman el descenso de kinurenina y %CD16'56" en individuos expuestos observado
en el andlisis univariante. El grupo de mujeres mostré descensos significativos con respecto a
los varones para el triptéfano y el porcentaje de células CD16'56" e incrementos
significativos para las subpoblaciones linfocitarias %CD4" y %CD19", para la tasa CD4*/CD8" y
para el IFNy. La edad influyd positivamente sobre los niveles de neopterina, y el tabaco
Unicamente afecté de forma significativa a la fraccidon celular CD16'56%, con un ligero

descenso asociado a su consumo.
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Tras llevar a cabo un nuevo analisis multivariante en el grupo de los expuestos para
evaluar el efecto del uso de medidas de proteccién (ropas y mascarilla) y del tiempo de
exposicién al fuel se obtuvieron los resultados que se recogen en las Tablas 18 a 20. Los
individuos que no utilizaron siempre mascarilla mostraron una tendencia al descenso en las
concentraciones de neopterina, que fue significativa en aquellos que nunca la usaron.
También se observé un incremento en la subpoblacién linfocitaria %CD8", y por consiguiente
un descenso en la tasa CD4'/CD8*, asociado con la ausencia de uso de mascarilla,
significativo en el grupo que la utilizaba de manera ocasional. Ademas, todos los individuos
qgue no utilizaron mascarilla experimentaron un incremento significativo en la concentracion
de la citoquina IL4. No se obtuvo ningun efecto relacionado con el uso de ropas protectoras
o con el tiempo de exposicidn. La Figura 17 resume estos resultados, mostrando Unicamente

aquellos para los que se obtuvieron diferencias significativas.
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FIGURA 17: Efecto del uso de mascarilla sobre los pardmetros neopterina, %CD8’,
CD4°/CD8" e IL4. Las barras indican el intervalo de confianza 95% de la media. *P<0.05,
diferencia significativa respecto al uso de mono o mascarilla.
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Por otra parte, al analizar las posibles asociaciones entre variables se obtuvieron
correlaciones significativas para la neopterina con los tres parametros del metabolismo del
triptéfano, positivas para kinurenina (r=0.312, P=0.001) y la relacién Kin/Trp (r=0.395,
P<0.001), e inversa para el triptéfano (r=—0.217, P=0.028).

4. SINTOMATOLOGIA

En los cuestionarios cubiertos por los individuos expuestos se incluyeron preguntas
para obtener informacidn sobre ciertos sintomas generales de salud que pudiesen estar
relacionados con la exposicion a los componentes del fuel, incluyendo algunos de tipo
respiratorio (problemas respiratorios, sofocos, asma), de tipo dermatoldgico (picor, eritema,
irritacidn en piel, mucosas u ojos) y sintomas psico-neuroldgicos (dolor de cabeza, ansiedad,
depresién, insomnio) experimentados desde la exposicion. El 26% de los individuos
expuestos experimentaron sintomas respiratorios, el 22% sintomas dermatoldgicos y el 39%
sintomas psico-neuroldgicos. Los resultados de los modelos logisticos de regresion, ajustados
por edad, género y consumo de tabaco, mostraron que ninguno de los sintomas estaba
influenciado por el uso de los equipos de proteccidn. Sin embargo, se obtuvo un incremento
significativo en la frecuencia de sintomas psico-neuroldgicos asociado con los niveles de
neopterina (razén de medias 3.27, intervalo de confianza 95% 1.11-9.57, P=0.031), asi como
una tasa mas elevada de este tipo de sintomas en mujeres frente a varones (razén de medias

28.45, intervalo de confianza 95% 2.75-294.24, P=0.005).
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DISCUSION

Como consecuencia del accidente del buque Prestige, ocurrido en noviembre de 2002,
se derramaron 67.000 toneladas de fuel pesado frente a las costas gallegas, contaminando una
amplia zona del litoral que incluyd todo el norte de Espaiia, costas portuguesas e incluso del
sur de Francia. Una enorme movilizacion humana tuvo lugar durante los meses siguientes para
colaborar en las labores de limpieza y recuperacion del territorio afectado, generando la
aparicidon de un sector poblacional expuesto de manera mds o menos intensa y prolongada al

fuel que contenia el buque.

En las ultimas décadas, se han sucedido numerosas catastrofes de grandes petroleros
frente a las costas de diversos paises. Para estudiar las posibles consecuencias de la exposicidon
a los vertidos de petrdleo sobre la salud humana se han llevado a cabo diversos estudios
epidemioldgicos en los que se evaluaron diferentes indicadores de toxicidad asociados a este
tipo de exposiciones, correspondiendo la mayoria de ellos a marcadores de toxicidad aguda o
efectos psicolégicos (revisado en Aguilera et al., 2010). Tras el vertido del Prestige se realizaron
los primeros estudios enfocados a la evaluacion de los posibles efectos genotoxicos,
endocrinos e inmunoldgicos en los individuos implicados. Los resultados obtenidos, que se
comentardn en detalle mas adelante, pusieron de manifiesto la existencia de una serie de
alteraciones y, como consecuencia, la necesidad de llevar a cabo un seguimiento de esas
poblaciones. Es por ello que el principal objetivo del presente estudio consistido en determinar
la posible persistencia de las alteraciones detectadas inicialmente tras siete afos de la
exposicidon. Aungue somos conscientes de que el tamafio de la poblacidén analizada es limitado,
debido a las dificultades para reclutar individuos expuestos tanto tiempo después del vertido,
en este trabajo se lleva a cabo por primera vez una nueva evaluacién de este tipo de
alteraciones en una poblacidon expuesta a un vertido de fuel varios afios después de la

exposicion.

1. GENOTOXICIDAD

Los agentes genotoxicos son capaces de interaccionar con el ADN, pudiendo inducir
con ello la aparicién de diversos cambios en el genoma (Arafa et al., 2008). Estos cambios
pueden a su vez provocar la generacidon de mutaciones en el material genético e interferir con
la transferencia de la informacion genética (Barile, 2008). El ser humano estd continuamente
expuesto a diversos agentes quimicos, fisicos y bioldgicos presentes en su medio ambiente que

pueden alterar su material genético. Es por tanto necesario evaluar las posibles alteraciones
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bioldgicas surgidas de estas exposiciones, y para ello los ensayos de genotoxicidad vy
mutagénesis constituyen las herramientas idéneas (Maurici et al., 2005). No obstante, debido
a que se trata de fendmenos complejos que pueden ocurrir a diferentes niveles, no existe un
Unico ensayo capaz de detectar todas estas alteraciones, por lo que generalmente se utilizan
varios en combinaciodn, a fin de determinar el tipo de lesiones provocadas y el alcance del dafio
genético relacionado con una exposicion particular. En concreto, en este trabajo se han

utilizado el ensayo del cometa, el test de MN y el ensayo de mutacion en el TCR.

La versidn alcalina del ensayo del cometa posibilita la deteccion de dafio primario en el
ADN, esto es, roturas de cadena sencilla, sitios sensibles al alcali (como los aductos en el ADN,
que generan sitios abdsicos que daran lugar a roturas en contacto con el medio alcalino) y
procesos incompletos de reparacion por escision (Singh et al., 1988; Olive et al., 1992; Collins,
2004). El desarrollo de esta metodologia es sencillo y posee gran sensibilidad, presentando
ademds la ventaja adicional de que detecta el dafio a nivel de células individuales, en
comparacion con otros métodos que evaltan dafio en el ADN tales como la elucién alcalina o
la sedimentacion alcalina en sacarosa. El parametro cuantitativo que se ha empleado en este
ensayo para la estimacion del dafio ocasionado sobre el ADN ha sido el porcentaje de ADN en
la cola del cometa (%TDNA), relacionado de forma directa con la tasa de roturas de cadena
sencilla que se producen por efecto de un agente genotdxico (Singh et al., 1988). El %TDNA ha
sido reconocido como el parametro mas util — frente a la longitud de la cola o el momento de
la cola del cometa —, ya que se relaciona de forma lineal con la frecuencia de roturas, no se ve
afectado en gran medida por los ajustes del umbral de fluorescencia, y permite la
determinacion del dafio en el rango mas amplio posible (en teoria de 0 a 100%), aportando
ademas una indicacidon muy clara por la apariencia real de los cometas (Collins, 2004). Algunos
autores han sugerido también que la utilizacion del %TDNA representa una variacion mas clara
del dano en determinados casos en los que la longitud de la cola del cometa no distingue
claramente entre las distintas dosis de agente genotdxico (Olive et al., 1992; Mckelvey-Martin,

1993; Anderson et al., 1994).

El test de MN evalua alteraciones cromosémicas estables, que derivan o bien de
roturas de doble cadena del ADN que no se han reparado (efectos clastogénicos) o bien de
alteraciones a nivel del centromero de los cromosomas (efectos aneugénicos), y son un buen
indicador de estadios tempranos de carcinogénesis (Decordier et al., 2011). Es por ello que se
usa con mucha frecuencia para determinar los efectos de la exposicion a agentes genotdxicos

en poblaciones humanas. En el presente trabajo se han utilizado dos variantes del test de MN:
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la evaluacion por citometria de flujo y el ensayo con bloqueo de la citocinesis y evaluacién
microscépica. Ambas técnicas presentan ventajas e inconvenientes con respecto a la otra. La
evaluacion por citometria de flujo es una técnica muy rdpida que permite obtener y analizar
los datos procedentes de un gran numero de células en poco tiempo, no precisa del cultivo
previo de las células, el protocolo es sencillo y altamente automatizado y la determinacién de
los MN se realiza de una forma totalmente objetiva, ya que no interviene el ojo humano
(NUsse y Marx, 1997). La evaluacién por microscopia, por su parte, es una técnica ampliamente
validada que no posee la rapidez en la obtencién de resultados que tiene su homdloga, pero
ademas del anadlisis de la frecuencia de MN permite estudiar otros pardmetros genotoxicos,
como la presencia de NPB, NBUD, o MNMN, y citotdxicos, como la determinacién del indice
CBPI. Los NPB se originan a partir de cromosomas dicéntricos, y los NBUD representan el
proceso de eliminacién del ADN amplificado, los complejos de reparacion del ADN vy
posiblemente cromosomas excedentes de células aneuploides (Fenech et al, 2011). El
recuento de MNMN ofrece informacién de la frecuencia de MN que estdn ya presentes en los
linfocitos in vivo, puesto que supone un reflejo de la expresién de MN en las células
precursoras de los linfocitos (en el timo, médula dsea, bazo y nédulos linfaticos) (Fenech,

2007).

El ensayo de mutacion en el TCR, por su parte, permite identificar y cuantificar los
linfocitos que han experimentado alguna mutacién en las cadenas a o B de dicho receptor y
que, en consecuencia, no expresan el complejo CD3/TCR en su superficie. Este ensayo
presenta una serie de ventajas frente a otros ensayos de mutagenicidad que se usan
habitualmente, ya que utiliza linfocitos frescos, necesita muy poco volumen de sangre (1ml es
suficiente), no presenta restricciones respecto al genotipo del donante y los clones de células T
mutantes pueden ser aislados tras la evaluacién y cultivados in vitro para llevar a cabo el
analisis molecular de la mutacién. Ademas, utiliza anticuerpos disponibles comercialmente de
uso rutinario en clinica y basta con un citdmetro de flujo de un unico laser (de 480nm) para su
cuantificacidn, lo que facilita que este ensayo pueda realizarse en gran nimero de laboratorios
(Nakamura et al., 1991; Kyoizumi et al., 1992). Aparte de estas ventajas, la validez de esta
técnica para detectar los efectos genotdxicos producidos por distintas exposiciones ha sido ya
demostrada en individuos expuestos a radiaciones (Kyoizumi et al., 1992) y en pacientes de
cancer tratados con radioterapia (Kyoizumi et al., 1992; Iwamoto et al., 1994; Ishioka et al.,

1997; Vershenya et al., 2004) o quimioterapia (Sawada et al., 1998; Lanza et al., 1999).
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Diversos trabajos previos demostraron efectos genotdxicos en los individuos expuestos
al fuel del Prestige como consecuencia de su participacién en las tareas de limpieza. Nuestro
grupo de investigacion realizé un primer estudio en un pequefio grupo de voluntarios
implicados en la limpieza y necropsias de aves petroleadas, observando en ellos incremento
significativo de dafio primario en el ADN (evaluado mediante el ensayo del cometa) y también
un ligero aunque no significativo aumento en la frecuencia de MN (Laffon et al., 2006). En un
estudio de mayor envergadura en el que se analizaron personas que participaron en la
limpieza de zonas costeras se comprobd que todos los expuestos, tanto voluntarios que
Unicamente estuvieron expuestos durante 5 dias como trabajadores contratados que llevaban
varios meses en contacto con el fuel, presentaban aumento de dafio primario en el ADN. Este
tipo de dafio fue marcadamente superior en el grupo de voluntarios, por lo que se sugirio la
posibilidad de una respuesta adaptativa en los trabajadores, como consecuencia de la
exposicién continuada a los compuestos nocivos del fuel durante un periodo prolongado
(Pérez-Cadahia et al, 2008a). Sin embargo, Unicamente el conjunto de trabajadores
contratados mostraron incremento significativo de dafio citogenético (frecuencias de MN y
SCE) y descenso del indice de citotoxicidad CBPI (Pérez-Cadahia et al. 2006, 2007, 2008b),
sugiriendo que era necesario un tiempo relativamente largo de exposicién para que esos

danos llegaran a ponerse de manifiesto.

Por otra parte, el grupo de Rodriguez-Trigo et al. (2010) llevaron a cabo un trabajo en
marineros expuestos al fuel del Prestige tomando las muestras dos afios después de la
exposicion. En la determinacion de las aberraciones cromosdmicas (otro tipo de dafio
citogenético), obtuvieron incrementos significativos en ciertos tipos de alteraciones
cromosdémicas estructurales en los expuestos respecto a la poblacidon control. Ademas, Ji et al.
(2011) observaron capacidad genotdxica en sedimentos recolectados del vertido de fuel del
Hebei Spirit (Corea del Sur, 2007) dos afios después del vertido, por lo que recomendaban que
se realizasen estudios de seguimiento a largo plazo para evaluar el impacto genotdxico tanto

en poblaciones humanas como en la naturaleza.

Los resultados obtenidos en este trabajo respecto a la evaluacidn de la genotoxicidad
mostraron que no hay diferencias significativas en cuanto a dafios primarios en el ADN, dafios
citogenéticos (evaluados mediante el test de MN con bloqueo de la citocinesis) o
mutagenicidad en los individuos que estuvieron expuestos al fuel del Prestige hace 7 afios. El
ensayo del cometa detecta lesiones en el ADN que suelen ser reparadas de manera

generalmente rapida, siendo por lo tanto un reflejo de exposiciones recientes (Dusinska y
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Collins, 2008). En consecuencia, era de esperar que tras siete afios los individuos expuestos
hubiesen retornado a niveles basales de este tipo de dafio primario. Por su parte, los MN
expresan un tipo de dafio cromosdmico ya fijado en las células, puesto que en el momento de
la evaluacidn éstas ya han debido pasar por, al menos, una division celular; por tanto los MN
suponen una manifestacion de exposiciones experimentadas a medio plazo. Por lo tanto, los
niveles de dafio citogenético que se encontraban elevados en los sujetos expuestos al fuel
durante varios meses en el momento de la exposicion y, al menos, dos afos después (en forma
de aberraciones cromosdmicas segun los resultados de Rodriguez-Trigo et al., 2010), ya no se

diferencian de los niveles control tras siete afos.

La razén de incluir el ensayo de mutacion TCR en esta nueva evaluacién, no realizado
inicialmente, se basa en que la mayoria de los linfocitos circulantes en sangre periférica se
encuentran en la fase Gy del ciclo celular, quiescentes. Esto supone que, una vez que se
produce una mutacién en alguna de las dos cadenas del TCR, a las células mutantes les llevaba
algun tiempo perder por completo la expresion en superficie del complejo TCR/CD3; por lo
tanto, este test proporciona informacion acerca de exposiciones ocurridas entre varios meses
y varios afos atras (Ishioka et al.,, 1997). De nuevo, no se observaron diferencias en este
ensayo entre el grupo expuesto y el control. Existen antecedentes de resultados similares en
otras poblaciones, ya que en un estudio con pacientes de cancer tratados con radioterapia se
vio que la frecuencia de mutacion en este receptor descendia gradualmente a niveles basales a
lo largo del periodo de 10 anos después del tratamiento (lwamoto et al., 1994; Umeki et al.,
1998), y los supervivientes de la bomba atémica de Hiroshima no mostraron elevacién
significativa en la TCR-Mf varios afios después del bombardeo (Kyoizumi et al., 1992). En esta
linea, Kyoizumi et al. (1992) demostraron que el 90% de las células variantes detectadas en el
ensayo no podian ser clonadas y expandidas in vitro con lo que, si esto se puede aplicar
asimismo in vivo, la mayoria de los linfocitos mutantes para el TCR permanecerian en la

circulacidn sanguinea solamente hasta el final de su periodo de vida.

Con respecto a los resultados de la evaluacion de los MN, cuando se realizan
determinaciones in vitro la frecuencia de MN obtenidos a partir del andlisis por citometria de
flujo concuerda habitualmente con los resultados derivados del recuento microscdpico en
lineas celulares en proliferacién (Kirsch-Volders et al., 2011), y también en linfocitos de sangre
periférica estimulados con fitohemaglutinina (PHA) (Viaggi et al., 1995; Lukamowicz et al.,
2011). No obstante, cuando se utiliza para biomonitorizacion de poblaciones humanas, la

informacién obtenida en la evaluacion de los MN por citometria de flujo es comparable a la
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proporcionada por la frecuencia de MNMN que se evallia mediante la técnica de bloqueo de la
citocinesis. Esto es asi porque la citometria de flujo en estas condiciones se lleva a cabo sin un
periodo previo de cultivo en presencia de estimulacién con PHA, con lo que se analizan los
linfocitos quiescentes directamente extraidos de la muestra de sangre. A pesar de que no se
observaron diferencias entre la poblacidon expuesta y la control en las frecuencias de BNMN,
NPB o NBUD, se obtuvo una tasa significativamente inferior de MNcit en los sujetos expuestos,
junto con una disminuciéon no significativa en el pardmetro MNMN, lo que refleja el
paralelismo entre esas dos variables. La razén para este descenso aparentemente
contradictorio en la genotoxicidad relacionado con la exposicién en el pasado no esta clara,
pero quizas la frecuencia de MNcit esté influenciada por factores modificadores adicionales
diferentes a los tenidos en cuenta en este estudio (sexo, edad y consumo de tabaco). En este
sentido, diversos factores tales como factores dietéticos (niveles enddgenos de
micronutrientes como folatos, vitamina B12, homocisteina o vitamina C), ejercicio fisico,
consumo de alcohol y polimorfismos en genes involucrados en el metabolismo o en procesos
de reparacion del ADN han demostrado asociacién con la frecuencia de MN (revisado en
Battershill et al., 2008; Fenech y Bonassi, 2011; Kirsch-Volders et al., 2011). Esta causa puede
hacerse probablemente extensible también al inesperado incremento del indice CBPI, que
indica una mayor velocidad en el desarrollo del ciclo celular en los linfocitos estimulados in

vitro con PHA.

En lo que concierne a los factores modificadores que han sido evaluados, los
resultados de este estudio muestran una frecuencia de MNcit significativamente mas alta en
mujeres que en varones. Este efecto del sexo concuerda con lo encontrado en estudios previos
(Fenech et al., 1994; Kirsch-Volders et al., 2010), y fue cuantificado como una tasa de MN un
19% mas alta en mujeres en un analisis en el que se tuvieron en cuenta datos procedentes de
25 laboratorios diferentes de todo el mundo (Bonassi et al., 2001); este dato resulta muy
similar al incremento del 22% observado en el presente trabajo. El aumento de la frecuencia
de MN en mujeres puede ser explicado por la mayor tendencia del cromosoma X — del cual las
mujeres portan dos copias — en relacién a otros cromosomas, a ser perdido e incorporado en
MN (Catalan et al., 1995; Surrallés et al., 1996; Norppa y Falck, 2003). Aunque no se ha
alcanzado significacién estadistica, también se han observado frecuencias ligeramente mas

altas en mujeres para los parametros BNMN y MNMN.

Asimismo, se encontrd un incremento de la TCR-Mf asociado con la edad y el consumo

de tabaco. El efecto de la edad es esperable, dado que la eficiencia de los procesos de
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reparacion del ADN va disminuyendo con la edad, y la frecuencia de mutacidn se incrementa
proporcionalmente al nimero de divisiones celulares debido a errores asociados al proceso de
replicaciéon del ADN. Este efecto de la edad sobre la TCR-Mf se observé también en otras
poblaciones con exposicidn ocupacional a metotrexato (Deng et al., 2005) o plomo (Garcia-
Leston et al., 2011), e incluso se cuantificé como un incremento de 2x10~ en la frecuencia de
mutacién por cada década de vida (Akiyama et al., 1995). La influencia del tabaco en el TCR-Mf
solamente fue evaluada con anterioridad en dos estudios de biomonitorizaciéon de personas
expuestas ocupacionalmente a medicamentos antineoplasicos (Lanza et al., 1999) y plomo

(Garcia-Lestén et al., 2011 y 2012), pero no observaron efecto significativo de ese factor.

Las principales vias de exposicidon al fuel para los sujetos que participaron en su
limpieza fueron la respiratoria y la transdérmica. Aunque en un primer momento tras el
accidente no habia equipamiento protector disponible, posteriormente se doté a los
individuos con mascarillas para prevenir la exposicion inhalatoria, y con guantes, mono y botas
para evitar el contacto dérmico con el fuel. En general, todos las personas implicadas en la
limpieza usaron botas y guantes, pero solamente algunas de ellas utilizaron mono y mascarilla,
y el uso de esta ultima en algunos casos fue discontinuo (ocasional), debido a la gran
incomodidad que suponia. Cuando en nuestro estudio previo se evalud el posible efecto de la
utilizacion de medidas protectoras sobre los biomarcadores de genotoxicidad analizados, sdlo
se observaron ligeros incrementos en el dafio en el ADN (Pérez-Cadahia et al., 2008b) y en la
frecuencia de SCE (Pérez-Cadahia et al., 2007) en algunos grupos de individuos que no usaron
ropas protectoras, no obteniendo ningun efecto del uso de mascarilla. Las razones propuestas
para explicar este efecto tan somero fueron que las caracteristicas del equipamiento protector
utilizado no fueron apropiadas para esa exposicidn en particular, o que los sujetos no lo usaron
correctamente probablemente por no haber recibido informacion suficiente al respecto. De
hecho, un estudio realizado por Carrasco et al. (2006) en individuos también expuestos al fuel
del Prestige concluye que recibir informacién sobre la proteccién de la salud se asocid al uso
de dispositivos protectores, y que los sujetos no informados registraron un exceso de riesgo
significativo de presentar sintomatologia aguda diversa como picor de ojos, nduseas, vomitos,
mareos, dolores de cabeza y garganta, y problemas respiratorios. En otro estudio posterior
realizado por Lee et al. (2009) tras el vertido del Hebei Spirit (Corea, 2007) se mostré que los
residentes y voluntarios que no utilizaron mascarilla presentaron mayores niveles de fatiga y
fiebre, y las concentraciones de mercurio en orina fueron significativamente superiores en los

gue no usaron ropa y botas adecuadas.

83



Julia Rios Vdzquez

En el presente estudio evaluamos de nuevo el efecto de la utilizacion de esas medidas
de proteccidn individual, asi como del tiempo de exposicidn, pues para muchos individuos la
exposicién al fuel se prolongd hasta 10 meses. No se observd influencia del tiempo de
exposicién ni incremento de ninguno de los pardmetros de genotoxicidad relacionado con la
ausencia de uso de equipamiento protector. Sin embargo, se obtuvieron descensos en el
ensayo del cometa y la frecuencia de NPB asociados con la ausencia de su uso, probablemente

relacionados también con la existencia de diferentes factores modificadores.

En resumen, los resultados de genotoxicidad no muestran evidencia alguna de la
persistencia de dano genotdxico en poblacidn expuesta al fuel del Prestige siete afios mas
tarde. Sin embargo, el hecho de que el riesgo genotdxico se incrementase en el momento de la
exposicion y al menos durante dos afios mds, debe ser cuidadosamente considerado para
establecer la necesidad de programar estudios de biomonitorizacién en las poblaciones que

participen en las actividades de limpieza en caso de que ocurra un nuevo vertido.

2. TOXICIDAD ENDOCRINA

El fuel pesado, como el que transportaba el buque Prestige, esta formado por una
compleja mezcla de sustancias, entre las cuales se encuentran diversos metales pesados e
hidrocarburos aromaticos policiclicos con reconocidas capacidades de disrupcidon endocrina
(revisado en De coster y Van Larebeke, 2012). Sin embargo, hasta el accidente del Prestige no
se habia realizado ninglin estudio centrado en la determinacién de biomarcadores de toxicidad

endocrina en poblaciones expuestas al fuel.

Se considera que las alteraciones en los niveles de las hormonas prolactina y cortisol
reflejan procesos de estrés psicofisioldgico (Sobrinho, 2003; Dahlgren et al., 2005). Ademas, la
prolactina ha sido propuesta también como un biomarcador de efecto neuroendocrino en
poblaciones expuestas a contaminantes, ya que refleja funcién central dopaminérgica (Catalani
et al., 2012). En nuestro anterior estudio, estos dos parametros endocrinos fueron evaluados
en muestras de sangre de individuos expuestos al fuel del Prestige en el momento de la
exposicidon, encontrandose descensos en el cortisol en todos los grupos expuestos en
comparacién con los controles, lo que incluia tanto a los voluntarios expuestos por un corto
periodo de tiempo (5 dias) como a los trabajadores expuestos varios meses. También se
observé descenso significativo en los niveles de prolactina Unicamente en el grupo de
trabajadores que usaron maquinas hidrolimpiadoras para limpiar las rocas (Pérez- Cadahia et

al., 2007). En el mismo estudio, al incrementar el tamafio de la muestra de 60 a 180 individuos
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expuestos, los resultados mostraron descenso significativo en el cortisol sélo en individuos que
manejaban hidrolimpiadoras, pero no se vio alteracién en la prolactina relacionada con la
exposicién (Pérez-Cadahia et al., 2008a). La conveniencia de realizar estudios de seguimiento a
largo plazo tras derrames de petréleo para evaluar los procesos de disrupcidon endocrina en
humanos y ecosistemas fue apuntada por Ji et al. (2011), ya que observaron esa capacidad en
sedimentos recolectados del vertido del Hebei Spirit (Corea del Sur, 2007) dos afios después

del accidente de este petrolero.

En esta nueva evaluaciéon de los mismos biomarcadores endocrinos llevada a cabo
siete afios después de la exposicion al fuel del Prestige, las diferencias significativas en los
individuos expuestos frente a los controles sélo se observaron en el cortisol, ya que sus niveles
se mostraron superiores en expuestos. El incremento del cortisol en los individuos expuestos,
que contrasta con el descenso detectado inicialmente, sugiere la existencia de alteracion en el

sistema endocrino relacionado con la exposicidén pasada al fuel.

De igual manera, se han detectado con anterioridad niveles significativamente
elevados de cortisol en plasma en trabajadores al aire libre (policias municipales) expuestos
crénicamente a la polucién urbana, que comparte en su composicion varias sustancias con el
fuel (Tomei et al., 2003; Rosati et al., 2011), y se ha establecido que un incremento crénico en
la actividad del eje hipotalamico-pituitario-adrenal — y el consiguiente incremento en la
concentracién de cortisol — se encuentra asociado con un prondstico negativo general para la
salud (Rosati et al.,, 2011). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que, aparte de por la
exposicion, los niveles de cortisol pueden estar influenciados por una gran variedad de
factores, incluyendo principalmente los ritmos circadianos pero también factores genéticos y
ambientales (Franz et al., 2010). Por otra parte, también debe ser tomado en consideracién el
hecho de que la diferencia entre controles y expuestos pueda derivar de alguna exposicidén
ocupacional inherente al trabajo de pescador/mariscador, ya que todos los expuestos se
dedicaban a esta ocupacion, mientras que todos los controles trabajaban en escuelas o en la
universidad. No obstante, los valores obtenidos en el presente estudio se encuentran dentro
del rango de referencia para sujetos sanos tanto en los controles como en los expuestos (60-

250ng/ml).

Cuando analizamos la influencia de factores fisiolégicos y de estilo de vida (sexo, edad
y consumo de tabaco) sobre los biomarcadores endocrinos determinados, Unicamente se

encontré un suave descenso de la prolactina con la edad. Generalmente los niveles de
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prolactina suelen ser ligeramente superiores en mujeres que en varones (rangos de referencia
2-18 ng/ml para varones y 2-29 ng/ml para mujeres no embarazadas). Los valores similares
obtenidos en ambos sexos probablemente se relacionan con la existencia de un pico
caracteristico en el nivel de esta hormona en los varones a primera hora de la mafiana,
momento en el que se tomaron las muestras, tal como se ha descrito previamente en ratas

(Lafuente et al., 2004).

En cuanto al consumo de tabaco varios estudios han demostrado, a diferencia de
nuestros resultados, que ejerce influencia sobre la regulacién hormonal de la prolactina (Xue
et al., 2010), pero el mecanismo de esta relacion parece ser complejo. Existen trabajos que
sugieren que fumar incrementa los niveles de prolactina (Kirschbaum et al., 1994; Mendelson
et al., 2003), mientras que otros observaron menor respuesta de esta hormona en fumadores
que en no fumadores (Corona et al., 2005; Trummer et al., 2002). Por otra parte, el consumo
de tabaco activa el eje hipotaldmico-pituitario-adrenal, estimula la secrecién de hormona
adrenocorticotropa e incrementa el efecto de ésta sobre la corteza adrenal, lo que resulta en
la estimulacidn de la secrecidn de cortisol (Hruskovic¢ova et al., 2013), por lo que en fumadores
se suelen observar niveles basales de cortisol mas elevados que en no fumadores (Rohleder y
Kirschbaum, 2006; Steptoe y Ussher, 2006). No obstante, no fue éste el caso de nuestro

estudio pues el consumo de tabaco no afecté a la concentracién sérica de cortisol.

En resumen, estos resultados muestran que los valores de la hormona prolactina en la
poblacidn expuesta no son diferentes de los valores control. Sin embargo, se observaron
alteraciones en el nivel de cortisol que sugieren la necesidad de realizar un seguimiento de
estos individuos para la deteccién temprana de problemas de salud que pudieran estar

relacionados con el sistema endocrino.

3. INMUNOTOXICIDAD

Los cambios en las células inmunitarias son indicadores importantes de la respuesta
sistémica del organismo ante la poluciéon ambiental (Dutta et al., 2012). Existen evidencias que
relacionan esos cambios con la exposicidn a componentes inmunotdxicos y, a su vez, con
alteraciones de la respuesta inmune (Tulinska et al., 2004; Oh et al., 2005). Es por ello que en
este trabajo se han utilizado los andlisis de las principales subpoblaciones linfocitarias
(linfocitos T CD37, linfocitos T colaboradores CD4", linfocitos T citotoxicos CD8”, linfocitos B

CD19"y células NK CD16'56") como biomarcadores de toxicidad inmunoldgica.
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Ademas, se han evaluado las concentraciones de ciertas citoquinas circulantes en
plasma, ya que son moléculas directamente implicadas no sélo en el desarrollo de las
respuestas inmunes, sino también en la comunicacidn y coordinacidn del sistema
inmunolégico con el sistema endocrino y nervioso. Se han determinado seis citoquinas: la IL2,
el TNFa y el IFNy, que participan en las respuestas inmunes de tipo Thy, y la IL4, la IL6 y la IL10,
gue participan en las respuestas inmunes de tipo Th,. Para realizar los anadlisis se utilizé una
metodologia simultanea de citometria de flujo porque presenta una serie de ventajas frente al
ensayo ELISA convencional. Mediante la citometria de flujo se obtiene una menor variabilidad
intra- e inter-ensayo que con el ELISA al cuantificar todas las citoquinas en la misma muestra,
se necesita un volumen de plasma mucho menor y, por consiguiente, una cantidad inferior de
muestra de sangre que se debe extraer de los individuos, supone un importante ahorro de
tiempo y, ademas, se obtiene una gran cantidad de datos en cada ensayo, aportando elevada

potencia estadistica a los resultados generados.

El triptéfano es un aminodacido proteinogénico esencial y un precursor de ciertos
neurotransmisores, que se degrada por las enzimas triptéfano 2,3-dioxigenasa e indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO) para formar kinurenina. Esta Ultima enzima es estimulada por el IFNy
(Taylor y Feng, 1991). La estimulacién del IFNy estd también involucrada en la produccién de
neopterina por la enzima GTP-ciclohidrolasa | a partir del GTP por los monocitos y macréfagos
(Schroecksnadel et al., 2010). Asi, la concentracidon de neopterina en los fluidos corporales
constituye un importante marcador de la activacion del sistema inmune, especificamente de la
respuesta inmune celular o mediada por Th;. Las concentraciones de neopterina se
incrementan en procesos infecciosos, autoinmunes, cardiovasculares y neurodegenerativos,
tumores malignos y durante episodios de rechazo en transplantes (revisado en Murr et al.,
2002). El espectro de patologias en las cuales se ha descrito incremento de la degradacién del
triptéfano es muy similar al de las que cursan con incremento de la produccion de neopterina
(revisado en Murr et al., 2002 y Schroecksnadel et al., 2006). De hecho, se ha encontrado una
fuerte asociacion entre la concentracién de neopterina y la tasa de degradacién del triptéfano
(Kin/Trp) (Schroecksnadel et al., 2006). Tanto las concentraciones séricas de la neopterina
como la extensién de la degradacion del triptéfano se han utilizado como biomarcadores de
inmunotoxicidad en exposiciones ocupacionales a diferentes agentes quimicos como la silice
(Altindag et al., 2003), el aluminio (Baydar et al., 2005), las radiaciones ionizantes (Engin et al.,

2005), el plomo (Engin et al., 2006; Garcia-Lestén et al., 2012) y el zinc (Sarac et al., 2013).
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El potencial inmunotéxico de muchos de los compuestos quimicos presentes en el fuel
es bien conocido. A modo de ejemplo, Veraldi et al. (2006) revisaron los efectos inmunotdxicos
de diferentes sustancias utilizadas habitualmente en ambientes ocupacionales, teniendo en
cuenta el tipo de inmunotoxicidad y el valor de las evidencias disponibles, y encontraron claras
evidencias de actividad inmunosupresora para el benceno y los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, clasificando su potencial como “fuerte”. Sin embargo, y al igual que en el caso de
los marcadores endocrinos, hasta el momento del accidente del Prestige tampoco habian sido
evaluados nunca los biomarcadores de toxicidad inmunoldgica en las poblaciones expuestas a

vertidos de petréleo.

Gestal et al. (2004) observaron inicialmente en individuos involucrados en la limpieza
del fuel del Prestige descensos significativos en los porcentajes de las subpoblaciones
linfocitarias CD3" y CD4", e incrementos en las células CD8" y las concentraciones plasmaticas
de las citoquinas IL2, IL4, IL10 e IFNy, sin alteraciones en los linfocitos CD19" ni en los niveles
de IL6 y TNFa, aunque todos los valores obtenidos se encontraron dentro de los
correspondientes rangos de referencia. Tras el vertido provocado por el accidente de la
plataforma Deepwater Horizon (Golfo de México, 2010), un estudio in vivo en modelos de
roedores mostrd la capacidad sensibilizadora del COREXIT 9500A, el principal dispersante
utilizado para hacer frente a dicho vertido (Anderson et al., 2011). No obstante, los
dispersantes no se usaron en la mayoria de los grandes vertidos previos, ni tampoco en el caso

del Prestige.

En esta nueva evaluacion de biomarcadores inmunoldgicos llevada a cabo siete afios
después de la exposicidon al fuel del Prestige, se observaron descensos significativos en los
niveles de kinurenina y los linfocitos CD16'56" en los individuos expuestos frente a los
controles, tal y como se ha expuesto anteriormente, pero no se obtuvieron diferencias
significativas en ninguno de los parametros inmunoldgicos que inicialmente se habian
mostrado alterados en los individuos expuestos al fuel del Prestige (subpoblaciones
linfocitarias y citoquinas circulantes) (Gestal et al., 2004). La Unica subpoblacidon que resulté
modificada de forma significativa fue el porcentaje de las células CD16'56", no evaluado en
trabajos previos. Las células NK (CD16°56") son linfocitos efectores del sistema inmune innato
que controlan varios tipos de tumores e infecciones microbianas limitando su diseminacién, y
con ello los consiguientes danos en los tejidos, y estan también involucrados en las
interacciones reciprocas con células dendriticas, macréfagos, linfocitos T y células endoteliales

(revisado en Vivier et al., 2008). Dado que la hormona cortisol suprime la respuesta inmune,
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puede ser que la disminucién en el %CD16'56" observada en el grupo expuesto sea una
consecuencia indirecta del aumento en el cortisol en estos individuos. El descenso del
porcentaje de estas células CD16'56" en los expuestos, aunque situado dentro del rango de
referencia (4-28%), puede tener serias consecuencias, ya que esas células constituyen una
importante defensa contra las infecciones virales y son el principal tipo celular involucrado en
la vigilancia inmune frente a células neoplasicas. En humanos, la incidencia de canceres de tipo
viral, como el nasofaringeo y posiblemente algunos linfomas causados por el virus Epstein-
Barr, se ve incrementada en individuos inmunosuprimidos, hipotéticamente debido a que en
esos individuos disminuye la capacidad para protegerse frente a infecciones por el descenso de
linfocitos, como las células T y las NK (Boshoff y Weiss, 2002; Pattle y Farrel, 2006). Estudios
previos también han descrito descensos en la cantidad o funcién de las células NK relacionados
con exposiciones similares a la de este trabajo. Moszczynski et al. (1996) mostraron que el
numero de células NK se redujo en varones expuestos a solventes organicos, incluyendo
benceno, tolueno y xileno; Bulog et al. (2011) describieron descenso en la citotoxicidad
mediada por células NK en individuos de una zona industrial expuestos a contaminacién
ambiental, y De Celis et al. (2008) observaron disminucién significativa en la expresion de
receptores de activacion de células NK en mujeres trabajadoras de una fabrica de reactivos
quimicos expuestas a compuestos organicos volatiles, entre los cuales se encontraban

benceno, etilbenceno, tolueno y xileno entre ellos.

Por otra parte, a pesar de que nuestros resultados confirman la fuerte asociacién que
existe entre la neopterina y el proceso de degradacién del triptéfano descrita previamente
(Schroecksnadel et al., 2006), puesto que se obtuvieron correlaciones significativas de la
neopterina con el triptéfano (inversa), la kinurenina y la ratio Kin/Trp (ambas positivas), la
ligera disminucion en la concentracidén de kinurenina en el grupo de expuestos (P=0.039) no
estuvo acompafiada por un incremento en el nivel de triptéfano, o por descensos similares en
la tasa Kin/Trp y las concentraciones de neopterina e IFNy. Es por ello que consideramos que la

relevancia de este hallazgo es limitada.

Los factores de confusiéon analizados (sexo, edad y consumo de tabaco) ejercieron
influencia sobre algunos de los biomarcadores de inmunotoxicidad evaluados. El sexo influyd
significativamente sobre el triptdfano, los porcentajes de las células CD4", CD19" y CD16'56, la
tasa CD4"/CD8" y el IFNy; todos estos parametros excepto el triptéfano y las células CD16'56"

fueron mas elevados en mujeres que en varones. Los resultados observados en las

subpoblaciones linfocitarias apoyan otros estudios previos en individuos espafioles e italianos,
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en los que se obtuvieron de forma consistente valores de %CD4" mayores y de %CD16'56"
menores en mujeres (Santagostino et al., 1999; Andreu-Ballester et al., 2012; Garcia Dabrio et

al., 2012).

Respecto a la edad, uno de los cambios mas importantes asociados al envejecimiento
es el descenso en la inmunocompetencia. Esto puede acarrear el desarrollo de infecciones o
enfermedades autoinmunes y estar involucrado en la patogénesis de varios desdrdenes
relacionados con la edad, como las enfermedades cardiovasculares o las neurodegenerativas
(Wick et al., 1997). Aunque se han descrito con anterioridad cambios en las subpoblaciones de
linfocitos con la edad, en concreto aumento de %CD4" y CD4"/CD8" y descenso de %CD19"
(Garcia-Dabrio et al., 2012), y alteraciones en la produccién de citoquinas en ancianos
(revisado en Rink et al., 1998), en este estudio no se encontrd ninguno de estos cambios. Una
posible explicacién para la ausencia de influencia de la edad sobre estos pardmetros es el
hecho de que la mayoria de los sujetos analizados eran bastante jovenes, ya que muy pocos
superaban los 60 afios. De igual forma, Santagostino et al. (1999) tampoco observaron ningun
efecto de la edad sobre las subpoblaciones linfocitarias analizando un grupo de 968 individuos

con edades comprendidas entre los 18 y los 70 afios.

Por otra parte, el incremento observado en la produccién de neopterina a medida que
se incrementa la edad se encuentra ampliamente documentado (Murr et al., 2002; Frick et al.,
2004; Spencer et al., 2010; Garcia-Lestén et al., 2012), sugiriendo que el envejecimiento en
personas sanas se relaciona con un proceso de activacion inmune que puede no ser detectable
clinicamente, pero que también puede conducir al desarrollo de patologias asociadas al

envejecimiento como la aterosclerosis o la demencia.

En cuanto al hdbito de fumar, se ha demostrado que éste altera los niveles de
diferentes subpoblaciones linfocitarias, frecuentemente incrementandolas (Santagostino et al.,
1999; Garcia-Dabrio et al., 2012; Jubri et al., 2013) y de neopterina (Diamondstone et al., 1994;
Schennach et al., 2002; Walter et al., 2003). Sin embargo, la influencia del tabaco sobre esos
parametros tampoco fue detectada en este estudio, probablemente debido al bajo nimero de

individuos fumadores incluidos (10 controles y 17 expuestos).

El tiempo de exposicion al fuel o el uso de ropas protectoras no influenciaron los
resultados de los parametros inmunolégicos. No obstante, si se observéd una clara influencia
del uso de mascarilla en la neopterina, %CD8*, CD4"/CD8" e IL4. Estas asociaciones estan

apoyadas por el hecho de que estos biomarcadores actian en el marco del mismo mecanismo:
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la activacién inmune de tipo Th,. In vitro se ha observado que no sélo el IFNy, citoquina de tipo
Th,, estimula la produccidn de neopterina en las células mononucleares de sangre periférica,
sino que también la citoquina IL4, de tipo Th,, es capaz de contrarrestar dicho proceso (Weiss
et al., 1999). Asi, el incremento en la concentracidén de IL4 junto con el descenso en la de
neopterina apuntan a una influencia que estimula la respuesta Th, (humoral) e inhibe la Th;
(celular) en los individuos que no usaron mascarilla y estuvieron, por tanto, expuestos mas
intensamente al los contaminantes del fuel. Este hecho también se apoya en la observacién in
vitro de que los compuestos antioxidantes suprimen la respuesta inmune de tipo Th, (Jenny et
al., 2011); los hidrocarburos ricos en electrones del aceite mineral puede considerarse que
pertenecen al grupo de antioxidantes mas que al de prooxidantes. Por otra parte, un
incremento en la exposicibn a compuestos antioxidantes no solamente deprime los
mecanismos de inmunovigilancia sino que ademads parece estar asociado con un incremento
de riesgo de desarrollo de alergia (Zaknun et al., 2012). Pero, de nuevo, la validez de esos
resultados se encuentra limitada por el relativamente pequefio nimero de individuos incluidos
en cada grupo de analisis. Ademas, también se debe tener en cuenta la posible existencia de
sesgos de informacidn, debido al largo tiempo transcurrido entre la participacién en la limpieza

del vertido y la recogida de los datos mediante las encuestas.

En resumen, nuestros resultados muestran que la mayoria de pardmetros
inmunoldgicos analizados en la poblacidn expuesta no fueron diferentes de los valores control.
Sin embargo, se observaron alteraciones en la kinurenina y las células NK que hacen

recomendable realizar un seguimiento temporal del estado inmunolégico de estos individuos.

4. SINTOMATOLOGIA

Con respecto a la sintomatologia relacionada con la exposicién, el efecto mas comun
en la salud humana asociado con la exposiciéon crénica o repetida al fuel es la dermatitis
(Laffon, 2013), en el caso de que exista contacto con la piel. Los pescadores espafnoles que
participaron en la limpieza del vertido del Prestige, cuya via de exposicién principal fue la
inhalatoria, presentaron una elevada prevalencia de sintomas respiratorios (Rodriguez-Trigo et
al., 2010), y Zock et al. (2012) demostraron la persistencia de esos sintomas cinco afios
después de la exposicion, relacionados con el grado de exposicidon experimentado durante la
limpieza. Ademas de esto Sabucedo et al. (2010), evaluando la salud mental y la capacidad
funcional de los individuos expuestos al fuel del Prestige, encontraron niveles mas bajos de

salud mental en la poblacién afectada un afo después de la exposicién. Nuestros resultados,
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aunque estadn sélo basados en un cuestionario sencillo y un tamafo poblacional limitado,
muestran elevada prevalencia de sintomas respiratorios, dermatolédgicos y especialmente
psico-neuroldgicos. Parecen por tanto refrendar la persistencia de esos sintomas siete afios

después de la exposicidn, pero son necesarios mas estudios que corroboren esta apreciacion.

Sin embargo, resulta interesante la observacién de altos niveles de neopterina
asociados con la presencia de sintomas psico-neuroldgicos, pues se ha demostrado
previamente el incremento de la produccidon de neopterina en pacientes con depresion y la
relacion existente entre los niveles de esta sustancia y la presencia de sintomas depresivos
(Maes et al., 1993; Widner et al., 2002). La asociacion entre las concentraciones de neopterina
alteradas y el estado psico-neurolégico ya fue observada anteriormente en varias condiciones
clinicas, incluyendo infecciones y cancer. No obstante, habitualmente se trata de una
consecuencia de las alteraciones bioquimicas derivadas del estado inmune patoldgico crénico
de dichos pacientes, que puede alterar el metabolismo de los neurotransmisores interfiriendo
intensamente con la bioquimica del triptéfano y la tirosina (Widner et al., 2002; Capuron et al.,
2011). Pero por el momento no existen pruebas de la existencia de un papel directo de la
neopterina sobre los procesos depresivos. Por otra parte, la mayor prevalencia de sintomas
psico-neurolégicos en mujeres ha sido ampliamente descrita con anterioridad (Kessler, 2003;

Fernandez-Guasti et al., 2012; Valentino et al., 2012).
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CONCLUSIONES

A partir del analisis de los resultados obtenidos en la realizacién de este estudio se han

extraido las siguientes conclusiones:

1.

Los individuos expuestos al fuel vertido por el buque Prestige durante las labores de
limpieza no mostraron incrementos significativos en el nivel del daifo primario en el ADN,
el dafo citogenético o la mutagenicidad, respecto a una poblacién control de
caracteristicas similares, tras siete afios de la exposicién. Por tanto, por los datos
obtenidos, los dafios genotdxicos detectados en el momento de la exposicién y, al menos,

dos afios después, han retornado a los niveles basales.

Los niveles séricos de prolactina fueron similares en el grupo expuesto y el control, pero la
concentracién de cortisol fue significativamente superior en los individuos expuestos,

aunque se mantuvo dentro del rango de referencia.

No se observaron alteraciones en los porcentajes de la mayoria de subpoblaciones
linfocitarias ni en las concentraciones circulantes de citoquinas, neopterina o triptéfano en
la poblacidn expuesta. Sin embargo, los niveles de kinurenina y del porcentaje de células
NK fueron significativamente inferiores en los sujetos de esta poblacién respecto a los

controles, manteniéndose dentro del rango de referencia.

Las influencias mas notables de factores fisioldgicos y de estilo de vida encontradas
incluyen dafio citogenético, porcentajes de linfocitos CD4" y CD19" y tasa CD4'/CDS8*
superiores en mujeres que en varones, porcentaje de células CD16'56" superior en
varones, asociacién de la edad con la mutagenicidad y la neopterina, y del consumo de

tabaco con la mutagenicidad.

El tiempo de exposicién al fuel no influyd sobre los parametros evaluados. La ausencia de
uso de mascarilla se relacioné con descenso de NPB, de neopterina y de la tasa CD4"/CD8",
asi como con un aumento de %CD8" y de IL4, y la ausencia de uso de mono protector se

asocio con descenso del %TDNA y de NPB.

La poblacién expuesta mostro elevada prevalencia de sintomas respiratorios,
dermatoldgicos y especialmente psico-neuroldgicos, aunque los datos se basan en un

cuestionario sencillo y un tamafio poblacional limitado.
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7. Las alteraciones hormonales e inmunoldgicas observadas sugieren la necesidad de realizar
un seguimiento de estos individuos para la detecciéon temprana de problemas de salud que

pudieran estar relacionados con el sistema endocrino o inmunolégico.
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ANEXO

Cédigo individuo:

pata: SS= UNIVERSIDADE DA CORURA

Lugar de mostraxe:

[\ Lo 0 g TSI RSRPRO
]\ | PR
Teléfono MOVl e, [ 0 T= 11 S
Idade.:........ anos Sexo: Muller D Home D

Consumo de tabaco: Non fumador D Fumador D Ex-fumador D

Ne cigarrillos/dia:..............u....... Anos que hai que deixou de fumar.....................
N2 anos fumando.........................

Consumo de café/té:

Ne tazas/dia..............

Consumo de alcohol:
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Historia ocupacional:

Proteccion: Luvas D TraxeD Mascarifia D

Sintomatoloxia:

¢Tivo algunha alteracion da saude despois de participar na limpeza que poida estar relacionada

coa exposicién ao fuel?:

Sintomas respiratorios (problemas para respirar, SOfoco, asMa, €tC.):........cccvueeeveeveeveceeveeirvereeeranns

= (o0 HSUT O S USSP SURUSURP
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