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RESUMO

A exposicion inhalada a compostos volatiles organicos (volatile organic
compounds, VOCs) asociouse historicamente, de forma repetida, a catastrofes
de verquidos maritimos de buques petroleiros ou plataformas petroliferas. Tras
a catastrofe do afundimento do petroleiro Prestige fronte as costas de Galicia
en 2002, os suxeitos involucrados nas tarefas de limpeza de costas mostraron
sintomas respiratorios e tendencia a hiperreactividade bronquial que persistiron
ata 5 anos tras a exposicion. Estas anormalidades semioloxicas e funcionais
poden estar causadas por lesidns descofecidas no aparato respiratorio. No
presente estudo, o noso obxectivo foi afondar no cofecemento das
consecuencias da inhalacion de VOCs "tipo Prestige" sobre a fisiopatoloxia
respiratoria. Para esta finalidade desenvolvemos un modelo experimental, co
apoio de expertos en refinaria petrolifera, enxefiaria de equipamento
respiratorio experimental para animais de laboratorio, toxicoloxia, e analise de
VOCs. Neste modelo, expuxéronse a inhalacion de VOCs "tipo Prestige" a
grupos de ratas de cepa Wistar e Brown Norway, e ratos de cepa C57BL,
fronte a animais control non expostos. Os animais foron expostos 2 horas
diarias, 5 dias a semana, durante un periodo de tres semanas e,
seguidamente, realizaronse dous puntos de corte de obtencién de datos:
inmediatamente tras a finalizacién do periodo de exposicién e tras un periodo
de lavado de 2 semanas libre de exposicion, respectivamente. A finalidade do
corte de datos tardio (tras o periodo de lavado) foi permitir un periodo de
restablecemento que simulase o punto de recollida de datos clinicos no
principal estudo epidemioldxico realizado tras a catastrofe do Prestige, 2 anos
tras a exposicién. A inhalacion de VOCs induciu en ambas as duas cepas de
rata (non na de rato) o desenvolvemento de hiperreactividade de vias

respiratorias no momento inmediato a finalizacién da exposicion, a cal persistiu
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na medicion tardia tras o periodo de lavado. Non se achou ningunha evidencia
de resposta inmunitaria inflamatoria mediante o exame histopatoléxico de
seccions pulmonares, o reconto leucocitario en lavado broncoalveolar, ou a
medicion de concentracion de citoquinas neste. Non obstante, as ratas
expostas desenvolveron un patréon atipico de enfisema pulmonar periférica, de
localizacion subpleural. A analise in situ mediante a técnica de terminal
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) revelou a presenza de apoptose
en neumocitos do parénquima pulmonar, como explicacion plausible da
devandita enfisema. En ausencia de inflamacién e remodelacién de vias
respiratorias, a referida enfisema pulmonar periférica pode explicar a presenza
de hiperreactividade bronquial mediante a disociacion da interdependencia
mecanica entre vias respiratorias e parénquima pulmonar. Estes resultados
poden contribuir un mellor cofiecemento sobre os efectos da inhalacion de
VOCs sobre o aparato respiratorio, ainda que non existen datos que permitan
corroborar se os fendémenos detectados neste modelo se produciron nas
persoas con exposiciéon inhalada a VOCs da vertedura do buque Prestige e/ou

catastrofes similares.
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RESUMEN

La exposicion inhalada a compuestos volatiles organicos (volatile organic
compounds, VOCs) se ha asociado histéricamente, de forma repetida, a
catastrofes de vertidos maritimos de buques petroleros o plataformas
petroliferas. Tras la catastrofe del hundimiento del petrolero Prestige frente a
las costas de Galicia en 2002, los sujetos involucrados en las tareas de
limpieza de costas mostraron sintomas respiratorios y tendencia a la
hiperreactividad bronquial que persistieron hasta 5 afos tras la exposicion.
Estas anormalidades semiolégicas y funcionales pueden estar causadas por
lesiones desconocidas en el aparato respiratorio. En el presente estudio,
nuestro objetivo ha sido profundizar en el conocimiento de las consecuencias
de la inhalacion de VOCs "tipo Prestige" sobre la fisiopatologia respiratoria.
Para esta finalidad desarrollamos un modelo experimental, con el apoyo de
expertos en refineria petrolifera, ingenieria de equipamiento respiratorio
experimental para animales de laboratorio, toxicologia, y analisis de VOCs. En
este modelo, se expusieron a la inhalaciéon de VOCs "tipo Prestige" a grupos
de ratas de cepa Wistar y Brown Norway, y ratones de cepa C57BL, frente a
animales control no expuestos. Los animales fueron expuestos 2 horas diarias,
5 dias a la semana, durante un periodo de tres semanas y, seguidamente, se
realizaron dos puntos de corte de obtencién de datos: inmediatamente tras la
finalizacion del periodo de exposicién y tras un periodo de lavado de 2
semanas libre de exposicion, respectivamente. La finalidad del corte de datos
tardio (tras el periodo de lavado) fue permitir un periodo de restablecimiento
que simulase el punto de recogida de datos clinicos en el principal estudio
epidemiolégico realizado tras la catastrofe del Prestige, 2 afos tras la
exposicion. La inhalacion de VOCs indujo en ambas cepas de rata (no en la de

ratén) el desarrollo de hiperreactividad de vias respiratorias en el momento
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inmediato a la finalizacidén de la exposicion, la cual persistié en la medicidon
tardia tras el periodo de lavado. No se hallé ninguna evidencia de respuesta
inmunitaria inflamatoria mediante el examen histopatolégico de secciones
pulmonares, el recuento leucocitario en lavado broncoalveolar, o la medicion
de concentracion de citoquinas en el mismo. Sin embargo, las ratas expuestas
desarrollaron un patrén atipico de enfisema pulmonar periférico, de localizacion
subpleural. El analisis in situ mediante la técnica de terminal transferase dUTP
nick end labeling (TUNEL) revel6 la presencia de apoptosis en neumocitos del
parénquima pulmonar, como explicacién plausible de dicho enfisema. En
ausencia de inflamacién y remodelacion de vias respiratorias, el referido
enfisema pulmonar periférico puede explicar la presencia de hiperreactividad
bronquial mediante la disociacion de la interdependencia mecanica entre vias
respiratorias y parénquima pulmonar. Estos resultados pueden contribuir un
mejor conocimiento sobre los efectos de la inhalacion de VOCs sobre el
aparato respiratorio, aunque no existen datos que permitan corroborar si los
fendmenos detectados en este modelo se han producido en las personas con
exposicion inhalada a VOCs del vertido del buque Prestige y/o catastrofes

similares.
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SUMMARY

Inhaled exposure to oil-derived volatile compounds is associated with
marine oil spills. After the Prestige oil tanker sank off northern Spain in 2002,
subjects involved in coast cleaning showed ongoing or residual lung disease up
five years after the exposure. Unknown pulmonary lesions may underlie these
functional abnormalities. We aimed to uncover the exact lung pathology caused
by oil vapour inhalation by developing an animal model of inhaled exposure to
oil-derived volatile compounds. Wistar and Brown Norway rats and C57BL mice
were exposed to volatile compounds produced from an oil blend mimicking the
Prestige oil spill. Exposed animals inhaled oil vapours for 2 hours per day, 5
days per week, for 3 weeks. Airway response to methacholine was assessed,
and bronchoalveolar lavage and lung tissue were analysed on day 3 after
exposition and after a 2-week washout period. The inhalation of oil-derived
volatile compounds caused the rats to develop bronchial hyperresponsiveness
that persisted after the washout period. Although lung analysis did not show
cellular inflammatory infiltrates, oil vapour exposure induced paraseptal-like
pulmonary emphysema in all exposed rats. Pulmonary emphysema was
associated with an increase in the rate of pneumocyte apoptosis in the lung
parenchyma, even after the washout period. Our results indicate that the
inhalation of oil-derived volatile compounds caused DNA damage and
increased the rate of apoptosis in pneumocytes. The destruction of lung
parenchyma led to paraseptal-like emphysema underlying
hyperresponsiveness to methacholine. This finding contributes to a better

understanding of late lung effects of inhaled exposure to oil spills.
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1. Industria del petréleo y trafico maritimo de hidrocarburos

La palabra petréleo proviene del término latin petroleum, donde petra
significa roca o piedra y oleum significa aceite, siendo su significado
etimoldgico aceite de piedra.! Asi bautizaron los romanos al liquido negro que
salia del fondo de la tierra, del que creian que provenia de las rocas mas

profundas.

Cientificamente se define petroleo como un conjunto de compuestos
quimicos complejos cuya composicion principal es hidrogeno (hidro) y carbono
(carburo) y de ahi que los distintos tipos de petroleo se llaman hidrocarburos.
Un petréleo se diferencia de otro por su color, su olor, su densidad y hasta por
su sabor. Estas diferencias provocadas por variaciones en su composicion
quimica dan lugar a los diferentes tipos de crudo. Los compuestos quimicos se
diferencian por sus propiedades volatiles, por lo que al calentar el petréleo los
compuestos de bajo peso molecular y estructura sencilla, los ligeros, se
evaporan y al aumentar la temperatura se evaporan los componentes mas
pesados con un elevado peso molecular. Con las curvas de destilacion TBP
(True Boiling Point) se puede diferencian los tipos de petréleo. La industria de
hidrocarburos clasifica los tipos de petréleo en extrapesado, pesado, mediano,
ligero y extraligero basandose en su densidad y su grado API gravity (American
Petroleum Institute gravity), parametro internacional del Instituto Americano del
Petréleo, que diferencia las calidades del crudo.? En la Tabla 1 se muestran los

tipos segun sus caracteristicas fisicas.
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Tabla 1: Tipos de petrdleo sequin sus caracteristicas fisicas.?

Tipo de Petréleo | Densidad (g/mL) Grado APl
Extrapesado >1.0 <10
| Pesado |  092a10 <22
Mediano 0.87 20.92 <31
Ligero 0.83a0.87 <30
Superligero <0.83 >39

En su inicio, el petrdleo fue utilizado como combustible para el fuego y para
la guerra; su gran importancia en la economia mundial se desarroll6 de manera
muy lenta, siendo las principales fuentes de energia del momento la madera y
el carbdn. La industria petrolera aparecié en el siglo VIII cuando las calles de
Bagdad fueron pavimentadas con alquitran (far) derivado del petréleo por
medio de destilacién destructiva.® En el siglo IX se llegaron a explotar campos
petroleros en el area cercana a Baku, en Azerbaiyan, para producir nafta.
Estos campos fueron descritos por al-Masudi en el siglo X, y por Marco Polo en
el XIll, que calificé a la produccion de esos pozos petroliferos como de cientos
de naves.? Ya entrando en siglo XIX, fue cuando el petréleo comenzé a tener
una fuerte demanda, momento en el cual, con el desarrollo de la revolucion
industrial surge cada vez una mayor necesidad de energia, la cual se
abastecia hasta el momento principalmente de carbon, unido al descubrimiento
de que el queroseno, utilizado en la produccién de lamparas de aceite,* podia
extraerse del petroleo crudo, y por lo tanto podia utilizarse como combustible.
Todos estos avances junto con el fuerte desarrollo industrial en todos los

sectores, entre ellos los tecnolégicos y automovilisticos, hizo que en el siglo XX
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el petrdleo se convirtiese en una de las principales materias primas del

comercio mundial y consecuentemente la mas demandada.’

Unos de los principales impulsores-productores de crudo fue la Rusia
Imperial, con una produccion de mas de 7000 toneladas a mediados del siglo
XIX.° A la llegada del siglo XX, la produccién de crudo del Imperio ruso, que
procedia casi integramente de la peninsula Abseron, representaba la mitad de
la produccién mundial y dominaba los mercados internacionales.” Por otro
lado, y como efecto secundario de este temprano desarrollo de la industria
petrolera, la peninsula de Abseron emergi6 como uno de los casos mas
antiguos y graves a nivel mundial de negligencia medioambiental.® Ignacy
Lukasiewicz, fue el precursor de las primeras refinerias petroleras modernas en
Europa central (Polonia), entre los afios 1854 y 1856.° Estas tenian un tamafio
reducido pues la demanda de combustible refinado era todavia pequena.
Trataban el petréleo para la fabricacion de asfalto artificial, aceite para
maquinaria y lubricantes, ademas de para combustible de lamparas de
queroseno de Lukasiewicz.® A medida que las ldmparas de queroseno
ganaban popularidad, la industria de refino crecié en el area. En Rumania, en
el ano 1856, fue inaugurada la primera refineria de gran tamano. En 1878,
Ludvig Nobel y su compania Branobel revolucionaron el transporte de crudo
con la fabricaciéon y puesta en funcionamiento del primer petrolero en el mar

Caspio.’

En 1859, en Estados Unidos se inicid la primera perforacion exitosa en
Titusville, Pensilvania. En el primer cuarto del siglo XX, Estados Unidos supero
a Rusia como productor de petréleo mas grande del mundo. En 1863, en
Zorritos, Peru, se desarroll6 el segundo polo de produccion petrolera
americana mas importante hasta la década de los afos treinta. Aunque ya en

la década de los afios veinte, se habian puesto en funcionamiento campos
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petroliferos en muchos paises del mundo, como fue en Canada, Polonia,
Suecia, Ucrania, Estados Unidos y Venezuela. En 1947, la primera plataforma
petrolera maritima en el Golfo de México fue construida por Superior Qil."° En
el siguiente mapa (Fig.1) se muestran las principales reservas de petroleo en el

mundo."
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Figura 1. Mapa de las principales reservas de petroleo en el mundo."

Durante la década de los afios 60, companias multinacionales tales como
Mobil, BP y Shell tuvieron acceso a mas del 80 por ciento de las reservas
globales de gas natural y petroleo. En la actualidad, compafias multinacionales
de occidente controlan solamente el 10% del petréleo del mundo, mientras que
firmas operadas por gobiernos tienen el control exclusivo de aproximadamente
el 77%."

-10 -
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1.1 Trafico maritimo de hidrocarburos

El petrdleo es el producto de base mas transportado en el mundo. La Unién
Europea ocupa el primer lugar en el comercio de productos petroliferos a nivel
mundial. Sus importaciones de petrdleo crudo representan aproximadamente el
27% del comercio mundial total, mientras que las importaciones de Estados
Unidos ascienden a un 25 %." Alrededor del 90% del comercio de petréleo
con la Unién Europea se efectia por mar, realizandose el resto del transporte
por oleoductos, por carretera o por vias navegables, y se prevé un aumento
continuo del comercio de petroleros en los proximos afios debido a la mayor

demanda de productos petroliferos."

Anualmente se transportan 800 millones de toneladas de petroleo desde los
puertos comunitarios de la Unién Europea o con destino a ellos.
Aproximadamente el 70% del transporte maritimo de petrdleo en la Union
Europea se efectua frente a las costas del Atlantico y del Mar del Norte,
efectuandose el 30% restante por el Mar Mediterraneo,™ haciendo que estas
zonas sean las mas vulnerables a accidentes maritimos con buques que
transportan hidrocarburos y a las denominadas “mareas negras”, tal y como
ponen de manifiesto los distintos naufragios ocurridos en las ultimas décadas.
A esto se le debe anadir el hecho de que numerosos petroleros navegan en
aguas comunitarias sin realizar escala alguna, lo cual supone portar un mayor

volumen, y consecuentemente generan un peligro suplementario.

Los principales puertos petroleros de la Union Europea son Rotterdam,
Marsella, Le Havre, Trieste y Wilhelmshaven. El petréleo importado procede
principalmente de Oriente Medio y Africa del Norte, mientras que las
exportaciones europeas, desde explotaciones petroliferas del Mar del Norte, se
dirigen sobre todo a Norteamérica.' En el siguiente mapa (Fig. 2) se pueden

observar las principales rutas maritimas de transporte de hidrocarburos.™

-11 -
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Figura 2. Movimiento de Petréleo a través de puntos estratégicos."

Todos los afios navegan en aguas comunitarias de la Uniéon Europea de
1.500 a 2.000 petroleros. Los grandes petroleros, de mas de 200.000
toneladas, dominan el mercado del transporte de petréleo crudo. No obstante,
en el Mar del Norte se utilizan buques mas pequefos, con un arqueo de 5.000
a 50.000 toneladas.™

En 1999, la edad media de la flota mundial de petroleros era de 18 afios y
el 41% de los buques tenia mas de 20 afos. El arqueo de estos ultimos
representan el 36% del arqueo total de los petroleros. En la Unién Europea en
el afo 1999, la edad media de los petroleros registrados era de 19,1 afios. Mas
del 45% de la flota europea tiene mas de 20 afios. No obstante, las empresas

europeas recurren con frecuencia a los pabellones extranjeros para registrar

-12 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

sus buques; por ello, los buques europeos enarbolan a menudo los pabellones

de Liberia, Panama, Chipre, Malta o las Bahamas.™

A escala mundial, entre 1992 y 1999 naufragaron un total de 593 buques,
de los cuales 77 eran petroleros, es decir, un 13% del numero total, que
equivale al 31% del arqueo total.” Hoy en dia el transporte maritimo de crudo
mueve unos 1.800 millones de toneladas por todo el mundo y la mayoria de las
veces de forma segura. Las medidas introducidas por la International Maritime
Organization (IMO) ayudan a que asi sea. Con la construccion de buques mas
seguros, las pérdidas crudo por maniobras rutinarias en puerto han sido
practicamente eliminadas.’® Ante estas cifras, puede decirse que los resultados
en términos de seguridad no son buenos, ya que a pesar de que el numero de
catastrofes maritimas no es elevado, su magnitud y sus impactos maritimos y

costeros han sido devastadores.

2. Historial de catastrofes en el transporte de hidrocarburos

A lo largo de la historia han sucedido diversas catastrofes de derrames
petroliferos, las denominadas “mareas negras”, ocasionadas a raiz de
hundimientos de petroleros frente a las costas de diferentes paises, afectando
gravemente a los ecosistemas y consecuentemente danando la flora, la fauna
y la pesca de las zonas afectadas, asi como las actividades econdmicas

relacionadas directa e indirectamente.

La primera marea negra provocada por un petrolero y documentada fue en
1893, cuando el primer petrolero de la historia encalla en medio de una espesa
niebla en la isla Fire (Nueva York) donde finalmente se hunde tras numerosos
intentos de reflotarlo.” A esta primera catastrofe le siguen muchas otras;

desde la década de los afios sesenta en el siglo XX hasta la actualidad se han
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registrado unos 100 accidentes maritimos que han provocado vertidos de
distintos tipos de crudo o fuel derivado.” A continuacién se detallan las
catastrofes mas representativas de las Uultimas décadas, de accidentes

maritimos con buques que transportaban fuel y han provocado vertidos.

2.1. Exxon Valdez (Alaska, 24 de marzo de 1989)

El 24 de marzo de 1989, alrededor de las 00:04 h., el buque petrolero
Exxon Valdez golpeo el arrecife de coral conocido como Bligh Reef, situado en
Prince William Sound, en Alaska, y derramando cerca de 10,8 millones de
galones de petréleo crudo (alrededor de 40,9 millones de litros). El barco tenia
aproximadamente 300 metros de eslora y con un desplazamiento de 280,000
toneladas, cargado a su maxima capacidad. En 1989 era el segundo barco
mas nuevo en la Compania Maritima de Exxon, el cual sélo era maniobrado
por 19 tripulantes mas el Capitan. El accidente fue debido principalmente a que
dos de los integrantes de la tripulacion, el tercer oficial de cubierta, Gregory
Cousins, a cargo del puente de mando y el timonel, Robert Kagan, a cargo del
timon, no habian descansado las seis horas obligatorias en su trabajo antes de
comenzar su turno de 12 horas. El barco navegaba en piloto automatico, con el
sistema de navegacion que habia instalado la compania armadora del barco.
La via de salida del barco estaba cubierta por icebergs, asi que el capitan,
Hazelwood, solicitdé permiso de la guardia costera para salir a través de la via
de entrada. El tercer oficial, al paso de Busby Island, ordend poner el timén a
estribor y no advirtié que todavia estaba conectado el piloto automatico, lo que
provoco que el barco no girase. Los vigias advirtieron varias veces al tercer
oficial de la posicion del arrecife, pero éste no interpreto ninguna sefal de
peligro. Cuando el tercer oficial se percatd del error de trayectoria que llevaba

el barco desconectd el piloto automatico e intentd corregir la direccion del
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barco, pero ya era demasiado tarde y el petrolero colisioné con el arrecife.'
Las cerca de 40 toneladas de petréleo crudo derramadas afectaron a mas de
2.000 Km de costa, donde se vio dafada la fauna y miles de aves marinas
murieron como consecuencia del derrame, ocasionando también un grave

impacto en la industria pesquera de la region. En la siguiente figura (Fig. 3) se

refleja la zona afectada por vertido del petrolero."’
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Figura 3. Mapa de la zona afectada por el vertido del Exxon Valdez."

El incidente puso a prueba la capacidad de respuesta tanto de las
autoridades locales como las nacionales, debido a su compleja ubicacién a la
cual solo se podia acceder por mar y por aire. En las tareas de limpieza
intervinieron Alyeska (Asociacién que representa a siete companias petroleras
que funcionan en el puerto de Valdez, entre ellas Exxon), la EPA (Escuadron

de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos), la NOAA (Administracion
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Nacional Oceanica y Atmosférica), el Instituto de Marina de Hubbs en San
Diego y el Centro Internacional de Investigaciones sobre Aves de Berkeley
(California). Para llevar a cabo las tareas de limpieza se utilizaron dispersantes
quimicos (Corexit 9580) producido por Nalcon Holding Company, sistemas
mecanicos (bombas extractoras y utillaje para retirar materia flotante sobre
liquidos o skimmers), la quema, con la cual se logro reducir de 113.400 a 1.134
litros el residuo, y microorganismos llamados Arqueas, que tienen la capacidad
de metabolizar moléculas de hidrocarburos, desintegrando por completo la
mancha y evitando de esta manera una multa billonaria por parte de Canada a
USA.

En 1995 finalizd el juicio civil por el accidente maritimo, en donde se
establecid que Exxon Corporation debia de pagar 5.000 millones por dafos
punitivos. Asimismo la Junta Nacional de Seguridad en el Transporte (NTSB)
en su informe final sobre la catastrofe del Exxon Valdez, dictamind que la falta

de suefio habia sido la causa directa del accidente.™

2.2. Braer (Escocia, 5 de enero de 1993)

El 3 de enero de 1993, tras completar la carga de 84.700 toneladas de
crudo en el puerto noruego de Mongstad, zarpé6 rumbo a la refineria
canadiense de St. Romuald el buque “Braer”, un petrolero monocasco de
89.730 toneladas que pertenecia a la compafiia norteamericana “Braer Corp.”,
abanderado de Liberia (conveniencia). En la manana del 4 de enero de 1993,
sufriendo un temporal de fuerza 10 a 11 y con olas de mas de 10 metros, unos
tubos estibados a popa se desamarraron, en la misma banda por donde batia
el temporal. Con los movimientos de balanceo del barco, los tubos golpearon y

rompieron las ventilaciones de los tanques de diesel de la sala de maquinas,
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entrando a través de ellas agua de mar que comenzé a contaminar el diesel del
buque. A las 04:40 horas del 5 de enero, el motor principal se pard y
seguidamente lo hicieron los motores auxiliares, dejando al “Braer” sin
propulsion y a oscuras. Acto seguido, y debido al mal tiempo, el buque
comenzé a ir a la deriva hacia la costa. A las 08:50 horas el Capitan y la
tripulacion fueron evacuados en helicéptero del Coast Guard, debido al riesgo
de incendio de la carga del buque y ante la posibilidad inminente de que el
buque embarrara. A la 10:55 horas una ola enorme arrojé al buque contra las
rocas de Garth's Ness, lo que ocasioné que comenzase el derrame de
petréleo, llegando a verter un total de 85.000 toneladas de crudo y 1.600

toneladas de diésel.”®

Durante las siguientes dos semanas, un temporal con
rachas de viento de hasta 80 nudos azot6 a toda la zona de la catastrofe, lo
que provocé una fuerte contaminacion sobre toda costa. El 11 de enero del

1993, el buque se partié y con ello el vertido del crudo se vio incrementado.

Paralelamente empezaron las tareas de limpieza del vertido, en las que se
utilizé un avion DC3 para rociar con dispersante el vertido, asi como se
prepararon barreras, skimmers y resto de material necesario para ser utilizado
por personal altamente cualificado en las labores de limpieza, pero debido al
temporal nada de esto pudo ser utilizado.” No obstante, gracias al fuerte
oleaje no se pudo formar una capa superficial de crudo, debido a la intensidad
y continuidad de las olas, lo que forzé una suspensién vertical y una posterior
dispersioén por las corrientes, que ayudado por el intenso viento y la volatilidad
del fuel, hicieron que arrastrasen el vertido mar adentro. El fuel que contenia el
buque estaba clasificado como ligero, denominado Gullfaks, por lo que en los
primeros cinco dias una tercera parte se evaporo, lo que provocé que el aire de
la zona se contaminase por los vapores del crudo, ocasionando en la poblacion
de la isla escozor en los ojos y en las mucosas, lo que hizo que los islefios

manifestasen congestién, cefaleas, problemas estomacales e incluso asfixia.'®
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Esto provocd que se distribuyesen mascaras antigas entre la poblacion y que
las autoridades sanitarias de Shetlands realizasen analisis del aire, los cuales
determinaron que la cantidad de particulas toxicas en suspension y de gases
estaban por debajo de los limites establecidos como de riesgo. Aun asi se
establecié una campafa de chequeos médicos entre los islefios para examinar
la funcion pulmonar, renal y hepatica con el fin de determinar si habian sido

afectadas por la catastrofe.

La catastrofe del Braer no solo afect6 a la salud de las personas, sino que
también afecté directamente a la industria maritima de alimentacion de la zona,
especialmente a la pesca y piscifactorias. Las cifras oficiales indican que se
vieron afectadas unas 1.500 aves marinas, que suponian un 35% de la
poblacién avicola salvaje de la isla, diez focas grises y cuatro nutrias. Pero no
solo la industria marina de alimentacion se vio afectada sino que también hubo

unas pérdidas de 20 millones de libras de ingresos por el turismo de la zona.

2.3. Sea Empress (Gales, 15 de Febrero de 1996)

El 15 de febrero del 1996, en la entrada de Milford Haven en
Pembrokeshire, cerca de la costa suroeste de Gales, encallé el Sea Empress,
un buque petrolero monocasco de 142.272 toneladas, con bandera de Liberia,
produciéndose el derrame del petréleo de sus tanques y provocando la tercera
mayor marea negra de Gran Bretafia y la duodécima mas grande en el mundo

hasta ese momento."

El buque fue cargado en Hound Point (Escocia), con 130.018 toneladas de
crudo clasificado como ligero, con direccién a una refineria de petréleo de
Texaco cerca de Pembroke (Gales). En el momento del incidente el buque se

encontraba en el suroeste de Gales, en “St. Anne’s Head”, una zona que
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formaba parte del Unico parque nacional costero de Reino Unido en ese
momento, muy rica ecolégicamente al contener: 35 sitios de especial interés
cientifico, una reserva natural marina y dos potenciales zonas especiales de
conservacion europea, ademas de ser una importante zona para la pesca y el
turismo, sobre la cual en el transcurso de una semana se derramaron 72.000
toneladas de petréleo crudo al mar.®® En la Figura 4 se muestra el lugar del
incidente y las zonas afectadas por el vertido del buque.”

St Bride's
Bay

Carmarthen
Bay Loughor Estuary

0 20 Kim Bay

Figura 4. Mapa de la zona del hundimiento del Sea Empress y de la zona afectada.*

La causa inicial del accidente fue un error del capitan en el calculo de las
corrientes marinas, pero a esto hay que sumarle las causas secundarias, que
fueron el mal tiempo, el uso de remolcadores con insuficiente potencia, y el
desconocimiento de las mareas y las corrientes de la zona. En el momento de

la catastrofe, los remolcadores de la Autoridad Portuaria de Milford Haven
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fueron enviados al lugar del incidente para tirar del petrolero y tratar de
reflotarlo, pero en los intentos de rescate iniciales se solté en varias ocasiones
de los remolcadores, provocando que colisionase contra la costa
repetidamente.’® ?° En la primera colision se vertieron al mar 2.500 toneladas
de petréleo y durante la operacion de salvamento del buque se vertieron otras
69.300 toneladas, lo cual agravo la situacion. Finalmente, el petrolero fue
reflotado y llevado a puerto el 21 de febrero. Posteriormente fue remolcado a
un astillero de Belfast para su reparacion y continuacion de su uso, pero con

diferente nombre.

Las 72.000 toneladas de petroleo crudo y 370 toneladas de fuel pesado del
vertido del buque impactaron sobre un tramo de 100 km de costa, aunque las
estimaciones sugieren que 200 km de costa fueron afectadas. A esto se debe
afiadir las 25.000 toneladas de residuos generados durante la operacion de
limpieza. En las tareas de limpieza se utilizaron técnicas agresivas en areas de
un alto valor atractivo, aunque se realizaron técnicas con un enfoque ambiental
mas consciente en otras areas, a raiz de las lecciones aprendidas en las tareas
de limpieza del vertido de la catastrofe del buque Exxon Valdez, donde se
observo que los lavados de alta presion agravaban el problema del petréleo en
habitats mas sensibles y alargaban el tiempo de recuperacién de los mismos.

A pesar de la magnitud de la catastrofe, se produjeron tres factores que

redujeron el impacto del desastre, ?°

que fueron: la época del afio en la que
sucedio la catastrofe, en la que no habia turistas y muchas especies animales
habian migrado; las fuertes rachas de viento con direccion norte, que
ocasionaron que el 87% del petréleo fuese empujado lejos de la costa; y que el
tipo de fuel derramado fuese ligero, el cual es mas facil de dispersar y de tratar
quimicamente, haciendo que el 24% del petrdleo se evaporase por accion de

los dispersantes quimicos y el 28% por accion natural, del viento y de las olas.
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Pero aun asi, se estima que entre un 5% y 7% del petréleo, sobre unas 5.300
toneladas y hasta unas 16.000 toneladas de fuel emulsionado, llegaron a las
costas, lo que produjo una alta mortalidad en la biodiversidad marina de
especies como las lapas y herbivoros gasteropodos. También las poblaciones
de estrellas de mar (Asterina phylactica) sufrieron una alta mortalidad asi como
las gambas (Elegans palaemon), que también se vieron afectadas. En lo
referente a las aves, se vieron afectadas mas de 7.000 ejemplares de Melanitta
nigra. Por el contrario, las poblaciones de focas y cetaceos no se vieron

practicamente afectadas.' ?°

La catastrofe del Sea Empress, le costé a Reino unido un total de 38
millones de libras, de los cuales 28 millones se gastaron en operaciones de

limpieza y el resto en pagos por compensacion.

2.4. Nadkodka (Japoén, 2 de Enero de 1997)

El 2 de enero de 1997, el petrolero ruso Nakhodka, con una carga de
19.000 toneladas de petréleo clasificado como mediano, se partié en dos, a
unos 110 km al noroeste de las islas Oki, en el Mar de Japén, cuando realizaba
la ruta desde Shanghai (China) a Petropavlovsk (Rusia), produciéndose un
vertido de 6.200 toneladas de petréleo al mar, lo que ocasiondé una de la
peores mareas negras de la historia de Japén.?' Al poco tiempo de partirse, la
seccion de popa, con una carga estimada de 10.000 toneladas de petrdleo, se
hundié a una profundidad de 2.500 m. Debido a su profundidad, la dispersion
maritima del petréleo se vio favorecida. Segun las autoridades japonesas, el
fuel se fue liberando a una velocidad de entre 3 y 15 m3 diarios. Mientras tanto
la seccion de proa, con una carga de 2.800 toneladas, continio a la deriva
hacia la costa de Honshu. Tanto el propietario del barco como las autoridades

niponas intentaron fijar la proa para evitar su colisién contra la costa, pero la
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falta de puntos de fijacién y las malas condiciones meteorolégicas hicieron que
esta operacién fracasase. El 7 de enero de 1997 la seccién de proa impacto
contra la costa a unos 200 metros de la orilla, cerca del puerto de Mikuni,
liberando parte de la carga que contenia en su interior y provocando una fuerte
contaminacion en la costa. El consorcio de armadores formado por las
autoridades japonesas, tras varios intentos fallidos debido a las malas
condiciones meteorolégicas, consiguieron sustraer 1.500 toneladas que
permanecian en el interior de la proa mediante pequefios buques cisterna y, a
través de una calzada construida para acceder a los restos del naufragio,
consiguieron extraer con camiones cisterna el resto del petréleo mezclado con
agua. A finales del mes de abril, la empresa propietaria del petrolero se hizo
cargo del desmantelamiento de la seccion de proa y los residuos asociados,

que fueron transportados a Hiroshima para su posterior desguace.?’

En el catastrofe del Nakhodka, hubo dos factores que incidieron
negativamente. Uno de ellos fue que, mientras la mayoria de las catastrofes de
los petroleros se originan por colisiones cercanas a la costa, esta ocurrié a mas
de 100 km, lo que expuso al petréleo vertido a fuerzas de la naturaleza tales
como fueron el viento y las corrientes marinas, generando un arco que se
extendié a 20 km hacia el norte, a lo largo de la peninsula de Noto, por lo que
las costas de Hyogo y Kyoto también se vieron fuertemente afectadas,
mientras que Niigata, Yamagata y Akita solamente se vieron afectadas
principalmente por bolas de alquitran. El segundo factor fue el tipo de fuel que
transportaba el buque, clasificado como mediano, el cual formé emulsiones
muy estables, persistentes y resistentes a la degradacion fisica por accion de
las olas del mar, ocasionando un aumento en la contaminacién, unido a que la
persistencia del petroleo emulsionado le permitié desplazarse hasta grandes

1

distancias.?' En la Figura 5 se muestra el lugar del incidente y las zonas

afectadas por el vertido del buque.?
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Figura 5. Mapa de la zona del hundimiento del Nakhodka y de la zona

afectada.”

En las actuaciones de limpieza participaron mas de 80 buques
pertenecientes a la Agencia Maritima de Seguridad (MSA) y a las Fuerzas de
defensa Japonesas. La Marina Mercante de Rusia envio cuatro buques
equipados con sistemas de recuperacion de petréleo para ayudar a la MSA. El
Centro de Prevencién de Desastres Marinos (MDPC) fleté barcos-grua para
recoger el petréleo de la superficie del mar que se habia emulsionado y se
habia vuelto altamente viscoso. Asimismo, cientos de pescadores se

movilizaron para recoger el petréleo manualmente.?’ También se pulverizo la
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zona con dispersante, a través de helicopteros, para tratar el petréleo que
vertia la seccion de proa. La limpieza de las costas se llevd a cabo
principalmente mediante medios manuales. En las cinco principales zonas de
contaminacion costera llegaron a ir unas 500.000 personas al dia,

principalmente voluntarios de todo Japén.?!

Se estima que la cantidad total de residuos recogidos fueron de unas
50.000 toneladas, que fueron transportadas por carretera, ferrocarril y por mar
a las instalaciones de eliminacion industriales, plantas de incineracion, de todo

Japon.”’

Desde una perspectiva internacional fue llamativa la respuesta de los
voluntarios procedentes de todo Japén y los esfuerzos por eliminar el fuel de
las costas afectadas, siendo esta la mayor contribucion en la historia de las
mareas negras desde el Torrey Canyon en el afio 1967.2" En muchas regiones
a lo largo de la costa contaminada, muchos residentes y voluntarios trabajaron
sin apenas descanso, lo que produjo en diversas zonas como fue la de Anto,
que muchas de las personas que participaban en las tareas de limpieza
tuvieran que ir aquejados de diferentes sintomas (dolores de cabeza,
irritaciones en ojos y garganta, problemas respiratorios, dermatitis, etc...) a los
puestos de socorro instalados por el gobierno local y por asociaciones
médicas. En Kyoto y en Ishikawa, cuatro trabajadores murieron a causa de un
ataque al corazén o un derrame cerebral durante las tareas de limpieza, lo cual
fue compensado por el gobierno japonés como accidente laboral.?? Estos datos
nos ponen de manifiesto los riesgos y los efectos negativos sobre la salud de
las personas, que conlleva el hecho de estar expuestos a vertidos de

hidrocarburos.
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2.5. Erika (Francia, 12 de diciembre de 1999)

El 12 de diciembre de 1999 el petrolero Erika, con bandera de Malta, de
unos 183 metros de eslora y una capacidad de carga de hasta 37.000
toneladas, se hundia tras partirse en dos frente a las costas de Francia,
cuando realizaba el recorrido desde Dunquerque (Francia) hasta Livorno
(Italia). El hundimiento fue ocasionado por una mezcla de factores como fueron
un fuerte temporal, problemas estructurales del casco y el efecto natural del
desgaste del buque, que contaba con una edad de 25 afios. En el momento de
la catastrofe el buque iba cargado con 32.000 toneladas de fuel pesado
clasificado como numero 6, de las que aproximadamente 10.000 toneladas
fueron vertidas, lo que provocé un desastre ecoldgico contaminando unos 400
km de costa.’” En la Figura 6 se muestra el punto donde el buque Erika se

hundié y la zona afectada por el vertido.?

FRANCE

Figura 6. Mapa de la zona del hundimiento del

Erika y de la zona afectada.”

El problema del hundimiento del Erika se vio agrandado al producirse el

vertido cerca del estuario del Loira, zona protegida por su riqueza
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medioambiental, quedando 15.000 aves atrapadas por el vertido. En los
centros de atencién de aves marinas se atendieron mas de 12.000 aves y se
estimo que un total de 30.000 aves perdieron la vida, lo cual fue un impacto
negativo considerable en las colonias de aves marinas. A esto se debe sumar
el impacto ambiental producido en las costas afectadas y en la flora y fauna

marina.?*

En lo relativo a las tareas de limpieza, la utilizacion de disolventes fue
imposible por la consistencia del producto vertido, ya que era demasiado
viscoso y se habia emulsionado con el agua, por lo que la unica opcién fue
arrastrar con dos barcos una especie de barrera con el fin de recoger las
placas espesas para posteriormente calentarlas y asi poder bombearlas. Esta
actividad fue solo relativamente efectiva, ya que para poder desempenarla
correctamente el mar debe de estar tranquilo y en los dias posteriores al
hundimiento el temporal ain no habia remitido. No obstante, siguiendo el plan
Polmar, que es el plan de intervencién francesa que se activa en caso de
contaminacion marina accidental, gran numero de barcos se movilizaron para
recoger el fuel derramado, pero solo se pudieron recoger 1.100 toneladas.
Asimismo el plan realizé hincapié en la limpieza de las costas y playas de
manera manual o con dispositivos mecanicos que no hiciesen mayor dafo que
el propio petréleo. Para ello gran numero de voluntarios, operarios publicos e
incluso el ejército participaron en las operaciones de limpieza. Esta catastrofe
desencadend una serie de medidas conocidas como Erika |, Erika 11** y Erika
111*® por parte de la Comisién Europea, para evitar que desastres asi se vuelvan

a producir.

Ocho afos después del hundimiento, en enero de 2007, el tribunal
correccional de Paris dictaba sentencia condenando a Total, al armador, al

gestor del petrolero, y a la sociedad italiana de certificacién Rina, responsable
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de las inspecciones técnicas del buque, a pagar colectivamente 192 millones
de euros en indemnizaciones a las victimas de la marea negra producida por el
hundimiento del Erika. En la misma sentencia, el capitan y los oficiales del

servicio de salvamento, acusados de negligencia, fueron absueltos.?®

3. Historia especifica de la catastrofe “Prestige”

El 13 de noviembre de 2002, el petrolero monocasco Prestige con bandera
de conveniencia de Bahamas, mientras transportaba una cantidad de 77.000
toneladas de fuel desde San Petersburgo (Rusia) y Ventspils (Letonia) a
Singapur, a su paso por la costa noroeste de Espafa frente a la Costa de
Finisterre lanzé una sefial de SOS, requiriendo la evacuacion parcial de su
tripulacion debido a un grave dafo sufrido en el casco. Tras varios dias de
maniobra para intentar su alejamiento de la costa gallega acabo6 hundiéndose a
unos 250 km de la misma, con el subsiguiente vertido de parte su carga. El
vertido del fuel que transportaba causd una de las mayores catastrofes
medioambientales de la historia de la navegacion, liberando 50.000 toneladas
de petréleo? que afectaron desde el norte de Portugal hasta las Landas de
Francia. El episodio tuvo una especial incidencia en Galicia, donde sus efectos
fueron devastadores tanto a nivel de dafo ecolégico como a nivel econémico.
La catastrofe del Prestige ha sido considerada como el tercer accidente mas
costoso de la historia por detras de la desintegracion del Columbia y el
accidente nuclear de Chernobyl,?® debido a que la limpieza del vertido y el
sellado del buque tuvieron un coste de unos 12.000 millones de euros, de los
cuales 4.000 millones de euros procedieron de las arcas publicas del gobierno

espafiol.?’
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3.1. El Barco: el petrolero Prestige

El buque Prestige, anteriormente llamado Mt Gladys, era un petrolero
monocasco del tipo Aframax 40, construido en 1975 en los astilleros de Hitachi
Shipbuilding & Engineering Co. en Maizuru (Japén) y botado al mar el 1 de
marzo de 1976, con una capacidad de carga de 100.813 m°. El buque tenia
registro griego y navegaba con bandera de conveniencia de Bahamas. El
propietario del barco era la compafiia Mare Shipping de Liberia, explotado por
la naviera griega Universe Maritime y su carga era propiedad de la compahia
petrolera rusa Crown Resources, con sede en Suiza. El buque tenia 243.5 m
de eslora, 34.4 m de manga, 18.7 m de puntal y 14 m de calado a plena carga,
propulsado por un motor diésel B&W de 14.711 kilovatios de potencia acoplado
a una hélice de palas fijas. El petrolero estaba certificado por la sociedad de
clasificacién estadounidense American Bureau of Shipping y asegurado por la
compania The London Steamship Owner’s Mutual Insurance Association, del
Reino Unido. Se trataba de un petrolero pre-MARPOL, es decir un buque sin
tanques de lastre segregados. En la Figura 7 se muestra la disposicion de los

tanques.”

T

el b ot ot bl

L [Estrbry Central Babor

Figura 7. Secciones longitudinal y transversal del buque Prestige®
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El Prestige contaba, en el viaje del fatal accidente, con una tripulacion total
de 27 personas, de las cuales 2 eran de nacionalidad griega, el capitan y el jefe
de maquinas, 24 filipinos, los cuales eran 6 oficiales, 3 de puente y 3 de
magquinas, y un marinero rumano. Todos ellos contaban con la titulacion valida,
de acuerdo con el convenio internacional STCW 78/95 que regula las normas
basicas de formacién de los marinos embarcados. Menos el capitan y el jefe de
maquinas, el resto de la tripulacién eran contratados a través de una agencia
con sede en Manila, filial del grupo naviero encargado de explotar el Prestige.
La tripulacion minima de seguridad (Safe Manning), de acuerdo con el
certificado correspondiente, la formaban 7 oficiales y 7 especialistas de

cubierta y maquinas. El idioma utilizado abordo era el inglés.?

3.2. La carga del Prestige

El producto petrolifero transportado por el Prestige era un fuel pesado, que
se utiliza para dos tipos de aplicaciones: la combustién industrial (centrales
térmicas, hornos, cementeras, etc.) y el suministro de barcos propulsados por

motores diesel lentos, de gran potencia.*

La capacidad de carga del buque era de 81.589 toneladas. Sin embargo, el
barco transportaba 76.972,95 toneladas de fuel de alta densidad y viscosidad
tipo B2 (segun los datos M-100). El producto, de elevada densidad (0.99
g/cm3) y viscosidad (615 centiStokes a 50°C y 30000 centiStokes a 15°C),
tenia la siguiente composicién elemental: Carbono (86,8%), Hidrégeno
(11,0%), Azufre (2,28%) y Nitrégeno (0,69%). Estaba constituido por un 22%
de hidrocarburos saturados, 50% de hidrocarburos aromaticos y un 28% de

resinas y asfaltenos. Se trata, por tanto, de un residuo de tipo naften-
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aromatico.’ En la Tabla 2 se muestra la composicién del fuel vertido por el

petrolero Prestige y la toxicidad de sus componentes.*

Tabla 2. Composicion del fuel del Prestige y toxicidad descrita de sus
componentes®

{ nmpasicidn l'oxicidad
Hidrocarburos aromaticos | 50%) Volatiles: benceno, tolueno, xileno Sintomas agudos (respiratorios,
neurovegetativos). Carcindgenos
Policiclicos: naftaleno, fenantreno, Posibles carcindgenos. Alteraciones endocrinas
dibenzotiofeno, luorantena, criseno [rritamtes de piel v mucosas

v alquil-denivados

De elevado peso molecular: benzofluorantenos, Probables carcindgenos. Imitantes cutineos

penleno, benz[alantraceno, benzofe]pireno,
benzo[a]pireno, etc
Hidrecarburos saturados (22%)
Resinas y asfaltenos (28%)
Heteromoléculas con dtomos de azufre, Alteraciones endocrinas, Carcindgenos
oxigeno, nitrogeno, metales pesados
(cadmio, plomo, niquel)

3.3. Las causas del accidente del Prestige

El petrolero Prestige, de 26 afios de edad, se encontraba en mal estado,
especialmente los tanques de lastre 2 y 3 que presentaban altos indices de
corrosion y deformaciones en su estructura. Estos tanques habian sido
reparados dos veces, la primera en 1996 en Alemania y la segunda en Cantén
(China), la cual estuvo ligada a la catastrofe ya que se utiliz6 como base de
una acusacion frustrada frente a la empresa certificadora American Bureau of
Shipping.>® En mayo de 2001 fue realizada una inspeccién que revel6 la
corrosion que sufrian los mamparos de los tanques de fuel, de tal grado que
precisaban la sustitucion de al menos 1.000 toneladas de acero. Los
propietarios del Prestige consiguieron rebajar esta cifra a 600 toneladas, y la

propia American Bureau of Shipping rebajé el arreglo de acero a 362
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toneladas. Pero segun las actas del astillero chino, solo se sustituyeron 282
toneladas. En el ano 1999 el buque fue sancionado en New York y Rotterdam
por distintos errores graves de seguridad, y la Asociacion Espafola de
Operadores de Productos Petroliferos lo tenia vetado. Posteriormente, en
mayo de 2002 el barco fue revisado de nuevo en Dubai, pero esa inspeccion
no comprobd el estado de la corrosion de los mamparos de los tanques 2y 3

de lastre.®®

Se cree que se produjo una grieta inicial de unos 15 m en la zona dafiada,
provocando la inundacion de dos tanques del costado de estribor debido a un
fallo en el forro externo del costado y en la uniéon de un mamparo transversal, a
la altura de la cubierta, generando que el buque escorara a 25° estribor. La
grieta inicial alcanzé una tamafio de 40 m en solo 2 dias, con la pérdida de
varias tracas del forro exterior de costado y de cubierta. Se cree que esto fue
debido al fuerte temporal, la acciéon del mar, la carga sobre la estructura
dafiada y las deformaciones sobre la estructura realizadas en las operaciones
de adrizamiento y remolque del petrolero. Finalmente se produjo la rotura de
los tanques, y el 19 de noviembre a las 8:00h el buque se partié en dos por la
maestra y en menos de cuatro horas se hundio, quedando separados a unos

3,7 Km una parte de la otra en el fondo marino.*

3.4. Cronologia del hundimiento de Prestige

El 5 de noviembre del 2002, el Prestige partio del Puerto de Riga, capital de
Letonia, con 27 ftripulantes. En el transcurso de su navegacion, el 13 de
noviembre, a 28 millas de Finisterre, dos tanques de lastre vacios a estribor
proximos a la maestra (la seccidn transversal que corresponde a la manga
maxima) se inundaron por una via de agua provocando que el buque escorase

y quedase a la deriva. A las 15:15h el capitan del petrolero lanza una sefial de
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SOS para solicitar la evacuacion de parte de la tripulacién debido al dafio que
sufre el barco. Una hora después, 24 miembros de la tripulacion fueron
evacuados en helicoptero y también aparece el primer vertido de fuel estimado
en 6.000 toneladas; ese mismo dia, la compania Smit Co. se hace cargo del
rescate. Al dia siguiente el barco, que va a la deriva direccion sureste, se
acerca a menos de 4 millas de Muxia (A Corufa, comarca de Fisterra), por lo
que se encienden los motores auxiliares y lo remolcan hacia el norte a una
velocidad de 6 nudos; en ese momento ya se aprecia la grieta de unos 15 cm
que afecta a los dos tanques del costado de estribor y se intenta corregir la
escora con una contra-inundacion de los tanques a babor. EI 15 de noviembre,
se decide cambiar el rumbo del barco hacia el sur, cuando estaba a 65 millas
de la costa. Ese dia la grieta del casco ya habia alcanzado los 40 m, por lo que
se apagan los motores y son evacuados el capitan y el resto de la tripulacion.
El 16 de noviembre, se continia remolcando el petrolero hacia el sur y a 50
millas de la costa se vacia otro tanque, con un nuevo vertido de
aproximadamente 4.000 toneladas. Al mismo tiempo llega a las costas la
primera marea negra, contaminando 190 Km de costa. Al dia siguiente, cuando
estd a unas 60 millas de la costa a la altura de Corrubedo (municipio de
Riveira, A Corufa), se rompe otro tanque, que produce un nuevo vertido. El 18
de noviembre, al alcanzar aguas portuguesas, a unas 100 millas de la costa, es
obligado por las autoridades portuguesas a virar de nuevo al norte. Ese mismo
dia, se cae el palo de estribor del buque debido a los dafos que afectan a la
cubierta y se producen nuevos derrames procedentes de otro tanque.
Finalmente el 19 de noviembre de 2002, a las 8:00h el buque se parte por la
maestra a 133 millas de Fisterra; a las 12:00 h se hunde la popa, y la proa
unas cuatro horas después. La fractura produce dafio en otros tanques y se

producen nuevos vertidos estimados en 11.000 tonedas de fuel.** En la Figura
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8, se muestra la ruta seguida por el Prestige desde que manda la senal de
SOS hasta su hundimiento.*

| La agonia del «Prestige» |
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Figura 8. Ruta del hundimiento del Prestige™®

3.5. Las consecuencias de la marea negra

El impacto ecolégico que produce un vertido de petréleo de estas
caracteristicas ocasiona efectos a corto, medio y largo plazo. Estos efectos
ecologicos se traducen de manera indirecta en costes econdmicos, sociales y
culturales, que producen una alteracion de la estructura y dinamica del
sistema, de muy dificil prediccion cuantitativa y muy relevante desde el punto

de vista ecoldgico y econdmico. El vertido de fuel del petrolero Prestige afecto
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a unos 2.500 Km de litoral, desde Portugal hasta Francia, de los cuales unos

1000 Km pertenecen a las costas de Galicia.*

En lo relativo a los dafios causados en la fauna y flora marina, la pelicula de
fuel sobre el mar produce falta de luz y reduce el aporte de oxigeno al
ecosistema marino, contaminado o matando al plancton, el cual esta formado
por multitud de microorganismos que viven cerca de la superficie y que

constituyen la base de toda la cadena alimentaria.

En lo que se refiere al dafo producido por el vertido en las aves, se
cuantific6 a 16 de febrero de 2003 que 21.538 ejemplares de aves fueron
recogidos en la fachada atlantica, de los cuales 15.977 estaban muertas y
5.561 vivas. No obstante, segun la Sociedad Espafiola de Ornitologia
SEO/BirdLife, se calcula que el numero real de ejemplares muertos se situaria
entre 115.000 y 230.000, debido a la extrema dispersion del contaminante en
la plataforma continental y a su persistencia en el tiempo en la lamina de
agua,® lo que lo convierte en uno de los mayores episodios de mortalidad no
natural de aves marinas a nivel mundial. No solo las aves se vieron afectadas
por la contaminacion sino que también afecté a una gran parte de los criaderos
de fitoplancton, algas, peces y marisco de la costa atlantica. Los mamiferos,
como los delfines o marsopas, también se vieron afectados, y practicamente la
totalidad de las especies de peces y mariscos fueron asimismo afectadas por

la marea negra.*

En las costas gallegas, alrededor de 1.000 Km fueron afectados por el
vertido del Prestige, siendo el 52% del litoral gallego zona protegida. Muchos
humedales costeros y marinos fueron gravemente afectados por las mareas
negras, algunos de ellos de gran relevancia como fueron los espacios
protegidos de Baldaio, Traba, el monte Louro, las islas Sisargas y la Costa da

Morte, que comprende desde cerca de Malpica hasta Fisterra, con una
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extension de litoral de 152 Km, siendo la Costa da Morte la zona mas afectada
por la marea negra del Prestige. Todos estos espacios protegidos habian sido
designados por la Xunta de Galicia como lugares de Importancia Comunitaria y
destinados a formar parte de la Red Natura 2000 europea. En la Figura 9, se

muestra el mapa del litoral afectado por el vertido del Prestige.*’

I:.l 100 EIZIII:I -

kilometres

France

Faortunal

Figura 9. Mapa del litoral afectado por el vertido del Prestige.’’
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3.6. Actuaciones frente a los dafos ocasionados por la marea negra

El éxito de la campana de limpieza fue debido al esfuerzo realizado por los
marineros de las zonas afectadas, los voluntarios y la administracion, que
consiguieron que en el verano del 2003 el 98% de las playas estuvieran
recuperadas. Para llevar a cabo estas labores de limpieza se movilizaron mas
de 300.000 voluntarios que llegaron a las costas gallegas procedentes de
Galicia, de diversos puntos de Espafia y otros paises de Europa. La limpieza
se realizé con medios manuales y mecanicos (uso de pala, arado, y tamices de
diferente luz), en funcion de la densidad y el tamafio de los residuos, y para las

zonas rocosas se utilizaron sistemas de lavado a presion con agua marina.*

Para la sustraccion del petréleo que estaba depositado en el interior de los
restos del Prestige hundidos en el fondo del mar, se utiliz6 un sistema
innovador desarrollado por Repsol S.A, que consistio en utilizar cinco grandes
bolsas lanzaderas, de 23 metros por 4,7 metros y con una capacidad de 300
m?3. Esta operacién fue dirigida desde el barco Polar Prince, al cual daban
soporte tres robots submarinos ROV, que maniobraban los contenedores sobre
cuatro orificios que se realizaron en el casco y contaban con valvulas de
seguridad. Estos contenedores lanzadera descendian hasta el fondo gracias a
unas cadenas de lastre y, una vez llenos, ascendian flotando. Cuando llegaban
a unos 60 m de profundidad se bombeaba su contenido a otro barco, un
petrolero noruego (Odin). Asimismo para la eliminacion del resto de contenido
adherido a las paredes de los depodsitos del buque se utilizaron

microorganismos capaces de degradar el fuel.*®
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3.7. Consecuencias econémicas y sociales de la catastrofe del Prestige

Tras el desastre del Prestige, los efectos negativos se sintieron de
inmediato en las bases de la economia local, como son: pesca, marisqueo,
acuicultura, sector turistico y servicios. Otra de las consecuencias indirectas de
la catastrofe es el desplazamiento de la poblacién al acelerarse los procesos
de migracion hacia el interior, especialmente en Galicia, lo que generd un

cambio de actividad y un proceso de despoblacion en ciertas areas.>

Cuando la macrocausa judicial del Prestige celebrada en Espana finalizo,
después de casi 10 afios de instruccion, 9 meses de juicio oral y con mas de
2.000 partes personadas, 133 testigos y 98 pruebas periciales, los unicos
cuatro acusados en el caso, Apostolos Mangouras (el capitan), Nikolaos
Argyropoulos (jefe de maquinas), Ireneo Maloto, (otro mando del buque) y José
Luis Lopez-Sors (exdirector de la Marina Mercante), el Unico cargo publico
imputado, fueron absueltos de los cargos de delitos contra el medioambiente,
dafios en espacios naturales protegidos y otros cargos a lo largo del proceso, a
excepcion del capitan del barco, Apostolos Mangouras, que fue inculpado
como autor criminalmente responsable de un delito de desobediencia grave a
la autoridad, por el cual fue condenado a 9 meses de prisién.*® Por el contrario
la compania certificadora American Bureau of Shipping no fue incluida en esta
demanda, pero si fue interpuesta una demanda ante los tribunales

estadounidenses, que fue desestimada posteriormente.

En su conjunto, las consecuencias originadas por la catastrofe del Prestige
generaron un gasto de 12.459 millones de euros, incluyendo en dicho coste por
una parte las tareas de limpieza y recuperacion de las zonas afectadas y por
otro lado las pérdidas de actividades econémicas.®® Esta estimacién no incluye
los costes intangibles que se produjeron en la poblacion de las zonas

afectadas.
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4. Consecuencias generales de la exposicion accidental a

hidrocarburos

La historia de las catastrofes producidas en el transporte de hidrocarburos
muestra el dafio producido en el ecosistema de las diferentes zonas afectadas,
en las que consecuentemente se han visto perjudicadas la fauna y la flora,
tanto maritima como costera, produciendo un impacto negativo no sélo
inmediato sino también a largo plazo. Esto provoca un fuerte impacto negativo
en la actividad laboral y econdmica de sectores que dependen directa o

indirectamente del mar.

Las catastrofes maritimas en el transporte de hidrocarburos no solo han
afectado al ecosistema y a la economia, sino que también han afectado a la
salud de las personas que se han visto envueltas de una manera u otra en
medio de estas catastrofes, teniendo consecuencias en su salud a corto y largo
plazo debido principalmente a su exposicion a los compuestos volatiles
organicos (volatile organic compounds, VOCs) de los hidrocarburos. En la
literatura sobre de las consecuencias de estas catastrofes, se hallan extensos
estudios sobre los impactos econdémicos y medioambientales que a modo
general produce un acontecimiento de esta indole, pero no se ha conducido
ninguna investigacion general y amplia sobre el impacto en la salud humana.
En esta ultima faceta, la informacién generada y publicada es
sorprendentemente escasa. Por ello, el intento de cuantificar y valorar las
consecuencias generales en la salud de la exposicién a VOCs de vertidos de
hidrocarburos esta sujeto a la revision de estudios limitados, realizados
principalmente para analizar los sintomas y efectos a corto plazo tras cada una
de las principales catastrofes maritimas ocurridas mencionadas en los dos
apartados anteriores. Una revision sistematica sobre esta materia ha sido

realizada y publicada por G. Rodriguez Trigo,** en la cual se evallan
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adicionalmente los resultados obtenidos en el estudio realizado para valorar los
efectos sobre la salud de la exposicién al fuel de la catastrofe producida por el
hundimiento del buque Prestige. A continuacion se revisan resumidamente los
sucesivos estudios publicados a raiz de cada una de las catastrofes maritimas
ocurridas, para posteriormente compilar de forma general las consecuencias

producidas sobre la salud.

En un estudio epidemiolégico transversal realizado por Palinkas et al,*' dos
afios después de la catastrofe del Exxon Valdez en 1989 en Alaska, sobre una
muestra de 599 sujetos, se observaron problemas psicolégicos como son
trastorno de ansiedad, depresién y estrés postraumatico. En 1993, después del
naufragio del buque Braer en las costas escocesas, Campbell et al.*? realizaron
un estudio transversal con un grupo control en un total 512 sujetos, donde se
midid el flujo espiratorio pico, distintos parametros en sangre y orina, y se
completaba un cuestionario. En los resultados se observd picor de ojos,
cefalea, dolor de garganta y dermatitis. A los seis meses se repitié el mismo
estudio y el grupo de expuestos al fuel manifestaron una prevalencia mayor de
irritacion faringea y en general un empeoramiento en su salud. Asimismo, J.

Cole et al.®

llevaron a cabo un estudio para evaluar el dafio genético que
puede ocasionar la exposicion al fuel, frente a un grupo control. En los
resultados no se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos.

1.** realizaron un estudio transversal

Tres afos después, en 1993, Lyons et a
con 1089 sujetos de los cuales 539 habian estado expuestos al fuel derramado
por el buque Sea Empress en Gales. Los resultados mostraron que los sujetos
del grupo expuesto padecian cefalea, dolor de garganta y dolor ocular. En
Japén, después del naufragio del petrolero Nakhodka en 1997, Morita et al.?
realizaron un estudio epidemiolégico donde se valoraron los efectos de la
exposicion de 282 sujetos, todos ellos participantes en la limpieza del fuel, por

lo que no habia un grupo control. Los resultados mostraron variabilidad de los
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sintomas en funcién del numero de dias trabajados, el contacto directo con el
fuel y el género. Los sintomas mas frecuentes se manifestaron en mayor
medida en las mujeres y fueron cefalea, escozor faringeo, escozor conjuntival y
dolor de espalda y piernas. Un estudio similar al realizado en Japon se realizd
en 1999 en Francia después del naufragio del petrolero Erika, donde
Schovoerer et al.*® realizaron un estudio epidemiolégico transversal en 1465
sujetos, todos implicados en las tareas de limpieza del fuel. De nuevo se
observo una variabilidad de los resultados en funcién de los dias trabajados, y
los sintomas mas frecuentes fueron dolor lumbar, cefalea, dermatitis, irritacion

ocular, problemas respiratorios y nauseas.

En el afio 2003, Suéarez et al.*® realizaron un estudio transversal mediante
cuestionarios en 799 sujetos para evaluar los problemas agudos de salud
producidos por el fuel vertido por el petrolero Prestige tras su hundimiento
frente a la costa gallega. Todos los sujetos habian estado en contacto con el
fuel mediante diversas tareas de limpieza, incluyendo limpiadores de pajaros,
voluntarios, marineros y limpiadores contratados, por o que no hubo presencia
de un grupo control. Se muestra nuevamente una variabilidad de los resultados
en funcion de los dias trabajados, de las horas por dia trabajado, del contacto
directo con el fuel y de haber percibido olores desagradables. Los sintomas
mas frecuentes fueron: escozor faringeo, cefalea, irritacion conjuntival,

problemas respiratorios y sintomas neurovegetativos como nauseas y vomitos.

En el mismo afio, 2003, Gestal Otero et al.*’ realizaron un estudio
epidemiolégico longitudinal de campo mediante cuestionarios con seguimiento
de 5 dias, a los 4 y 6 meses después del hundimiento del Prestige, en
voluntarios y trabajadores contratados para la limpieza del fuel en la zona de
costa mas afectada por el vertido: la zona de Muxia, Carnota, Fisterra y Porto

do Son. Los sintomas mas frecuentes fueron cefalea, dolor de espalda,
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irritacion conjuntival, molestias faringeas, mareos, problemas respiratorios y
dermatitis. En este estudio no se manifesté una clara variabilidad de los
resultados en funcién del tiempo en dias trabajados ni del contacto directo con

el fuel.

De los estudios comentados se deduce que las catastrofes producidas en el
transporte maritimo de hidrocarburos tienen consecuencias directas sobre la
salud de las personas, debido a la exposicion accidental a este tipo de
sustancias. En todos los estudios se observa que los sintomas mas frecuentes
producidos de modo general a corto plazo son sintomas irritativos en
conjuntivas y faringe, dermatitis, sintomas neurovegetativos (cefaleas, mareos

y nauseas) y problemas respiratorios.

5. Efectos de la inhalaciéon de hidrocarburos

La capacidad de la contaminacion ambiental para producir enfermedad
respiratoria ha cobrado un importante interés.”® Se conoce que determinados
productos de distinta naturaleza pueden causar un dafo agudo en el tracto
respiratorio en funcidon de sus caracteristicas fisicoquimicas.*” ***' En
exposiciones toxicas inhalatorias accidentales o por terrorismo, como en el
caso Bhopal (escape de gas de una factoria quimica de Union Carbide India
Ltd., considerado el peor accidente industrial de la historia) o el ataque a las
Torres Gemelas del World Trade Center de Nueva York respectivamente, se
ha comprobado que, adicionalmente al dafio agudo, se producen problemas
respiratorios persistentes y se originan secuelas crénicas.* Actualmente no se
conocen los mecanismos implicados en la cronicidad de patologia respiratoria
tras exposicion téxica puntual. En la catastrofe de las Torres Gemelas de

Nueva York se ha comprobado que existia un exceso de citoquinas liberadas
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por los macréfagos alveolares, dando lugar a una situacion de inflamacion

persistente.”®

En nuestra geografia, una situacion accidental que dio lugar a una
importante inhalacion de sustancias toxicas fue la derivada de las labores de
limpieza tras el derrame de fuel del buque Prestige en la costa de Galicia, en
noviembre del 2002. Dicho buque vertié cerca de 77.000 toneladas de fuel de
elevada viscosidad conteniendo una mezcla de substancias toxicas, incluyendo
hidrocarburos aromaticos como el benceno y tolueno, metales pesados como
el niquel, zinc y vanadio, y azufre.™ * Al igual que en otros accidentes
similares, como fueron el Exxon Valdez (Alaska, 1989),%° el Sea Empress
(Inglaterra, 1996),** Nakhodka (Japdn, 1997)% o Erika (Francia, 1999), fueron
muy frecuentes los sintomas irritativos cutaneomucosos, respiratorios vy
digestivos, pero apenas existe informacién desde el punto de vista de su
patogenia. Tampoco existen datos consistentes en trabajadores de la industria
expuestos a estos tipos de productos; solamente existen aisladas
investigaciones de lavado nasal en sujetos que tras el contacto con derivados
de petroleo mostraron altos niveles de vanadio y un estado inflamatorio
neutrofilico con elevacion de interleuquina (IL-8) y mieloperoxidasa.*® Estos
infiltrados inflamatorios podrian superponerse a los hallazgos encontrados en
la fase aguda en trabajadores de limpieza de las costas expuestos al fuel del
buque Prestige en Galicia, en los que se demostré que existian ademas

cambios citogenéticos y alteraciones hormonales sistémicas.*’

Aparte del conocimiento limitado sobre la naturaleza del dafio agudo tras la
exposicion, no hay datos sobre si el dafio tisular y la actividad inflamatoria se
mantienen y, en caso de que persistan, en qué grado. En un estudio realizado
sobre 6.780 marineros pertenecientes a las zonas de Galicia que fueron

afectadas por el vertido del Prestige, se demostré una elevada prevalencia de
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sintomas respiratorios en los sujetos que trabajaron en las tareas de limpieza
de costas, dos afios después de la exposicion al fuel.”® En estos sujetos se
encontré asimismo un mayor nivel de estrés oxidativo,”® ®° hiperreactividad
bronquial,** * €2 incremento de la concentracién en condensado de aire
exhalado de las citoquinas IL-2, IL-8, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gamma (IFN-y), y de los factores de crecimiento vascular VEGF

62, 63 asi

(vascular endothelial growth factor) y FGF (fibroblast growth factor),
como un mayor riesgo de alteraciones en la estructura cromosémica de los
linfocitos circulantes, con una relacion dosis-dependiente con la intensidad de
la exposicién al fuel.? Este conjunto de datos sugiere la existencia de un
mecanismo patogénico inflamatorio y un probable proceso de remodelaciéon
patolégica de tejidos pulmonares, cuya actividad persiste dos afios después

tras la exposicion al fuel.

Cinco afios después de la catastrofe del Prestige, se repitié el estudio
realizado dos afios después del hundimiento del petrolero en los marineros que
habian mostrado un riesgo elevado de sintomas respiratorios en el estudio
previo y que habian participado en las diferentes actividades de limpieza del
fuel del petrolero hundido frente a las costas gallegas.®* En el estudio se
realizaron encuestas telefénicas a 501 marineros que habian estado expuestos
al fuel y a 177 que no habian estado expuestos. En los resultados se mostré
que la prevalencia de sintomas en vias respiratorias inferiores, incluyendo
disnea, tos, sibilancias y expectoracion habian disminuido ligeramente en los
dos grupos, pero permanecio superior en el grupo de los marineros que habian
estado expuestos al fuel. Se comprobd de nuevo que el riesgo de tener un
sintoma respiratorio persistente aumentaba con el grado de exposicién. Los
hallazgos de este estudio, tal como sefialan sus autores, sugieren que la
participacion en la limpieza del fuel derramado, durante un periodo de tiempo

prolongado y sin el material y la proteccion adecuados, puede producir efectos
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negativos sobre el sistema respiratorio que persisten hasta 5 afios después de

la exposicion al fuel.

En consecuencia, este conjunto de resultados y la necesidad de profundizar
en el conocimiento de sus mecanismos, plante6 la necesidad de un analisis
experimental de mecanismos patogénicos mediante un modelo animal de
exposicion al fuel, cuyos datos pudieran contribuir a guiar posibles decisiones
durante el seguimiento de los sujetos afectados por la catastrofe del buque

Prestige u otras situaciones similares.

6. Sumario y planteamiento general del estudio

En las ultimas décadas, el petroleo se ha posicionado como una de las
materias primas mas demandadas a nivel mundial, lo que ocasiona que sean
una de las principales fuentes del comercio internacional. La oferta y la
demanda entre los paises productores de hidrocarburos y los paises
demandantes de estos productos se ha visto también incrementada y
consecuentemente el trafico maritimo de hidrocarburos, debido a que es el

principal medio de transporte que se utiliza.

El transporte maritimo de hidrocarburos esta regulado por diferentes
normativas comunitarias y leyes propias de cada pais, cuyo objetivo es que se
cumplan unos estandares de calidad y de seguridad, con el fin de evitar
accidentes maritimos, pero esto no siempre es asi. Como se ha comentado en
esta introduccion, en las Ultimas décadas ha habido diferentes accidentes
maritimos de hidrocarburos que han sido graves catastrofes y han ocasionado

dafos considerables tanto a los ecosistemas como a la salud de las personas.

Uno de los principales dafios ocasionados en la salud de las personas es el

asociado a la exposicion inhalada de VOCs generada en los derrames
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producidos por los accidentes maritimos de trafico de hidrocarburos. Las
consecuencias para la salud de la inhalacién de VOCs derivados de fuel, bien
sea de manera accidental o por motivos laborales, se han estudiado en

diversos escenarios.”® ¢

Entre ellos destaca la exposicion por parte de
trabajadores en las tareas de limpieza de derrames de fuel que ocasionaron un
gran impacto ecoldgico alcanzando una gran repercusion mediatica, debido a
la magnitud de las catastrofes.”> ® Las tareas de limpieza de fuel generado por
los derrames de las catastrofes mostraron en las personas involucradas en
estas labores evidencia de efectos nocivos provocados por la inhalacion de
VOCs derivados del fuel. Posteriormente a las catastrofes se realizaron
diversos estudios de seguimiento sobre los efectos nocivos de la exposicién a
VOCs en el personal de limpieza, los cuales relataron evidencia de
enfermedades en las vias respiratorias superiores, irritacion faringea y
conjuntival, cefaleas, mareos, nauseas y vomitos, ataques cardiacos y
accidentes cerebrovasculares.? ** En lo relativo a los efectos sobre el sistema
respiratorio, también se notificaron crisis de asma’" ™ y un incremento no
especifico de reactividad bronquial.** *® %%%2 73 Asimismo se constaté que estos

efectos persistian después de finalizar las actividades de limpieza.®* *

En el afo 2002, a raiz del hundimiento del Prestige a unos 250 Km de la
costa de Galicia, al noroeste de Espana, se vertieron al océano atlantico mas
de 60.000 toneladas de fuel clase 2B con un alto contenido de hidrocarburos
aromaticos, que afectaron a unos 1.000 km de costa, no solo en el noroeste y
norte de Espanfia, sino que también afecto a las costas de Portugal y Francia, lo
que provoco unas de las mayores catastrofes medioambientales antes de que
ocurriera el derrame en el Golfo de México, de la plataforma petrolera
Deepwater Horizon en 2009.”" Al menos una 300.000 personas participaron en
las actividades de limpieza en los meses posteriores al hundimiento del

Prestige. Entre ellos se incluyeron trabajadores contratados paras las tareas de
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limpieza, voluntarios, pescadores, militares y trabajadores pertenecientes a la
compania del fuel vertido, los cuales estuvieron expuestos a la inhalacion de
los vapores producidos por los VOCs del fuel durante su participacién en las
actividades de limpieza. Estos sujetos expuestos a la inhalacion mostraron
sintomas agudos y a corto plazo, entre los que se incluyeron cefaleas, mareos,

32.46.81 3si como un

nauseas, eritema e irritaciéon de la via respiratoria superior,
dafios en el ADN.”® Posteriormente, se realizé un gran estudio epidemioldgico
en las zonas afectadas por la catastrofe que respaldé estos datos, en el cual,
los sintomas respiratorios, la funcion pulmonar y los marcadores inflamatorios
de las personas expuestas al fuel fueron analizados. Los datos del estudio
revelaron evidencia en el aumento de la frecuencia de los sintomas

IGO, 73

respiratorios en el tracto superior e inferior,*® hiperreactividad bronquia con

apenas diferencia frente a la espirometria basal,®

y con concentraciones mas
altas de los factores de crecimiento vascular VEGF y FGF, asi como del
marcador de estrés oxidativo 8-isoprostano en condensado de aire exhalado.®?
Asimismo, dos afios después de la exposicion a los compuestos organicos
volatiles del fuel, los datos recogidos sugirieron efectos persistentes en el
sistema respiratorio, los cuales permanecian en las vias respiratorias inferiores

en una encuesta realizada cinco afios después de la exposicion.®

Los datos de los estudios realizados a raiz de la catastrofe del Prestige
sugieren la existencia de un mecanismo patogénico inflamatorio persistente o
de un dafo en los tejidos pulmonares no resuelto que subyace a las anomalias
observadas. Esta hipétesis, unida a las limitaciones de los estudios de campo
para ofrecer una vision clara de los mecanismos involucrados en estos
hallazgos patolégicos, nos condujo a plantear el desarrollo de un modelo
experimental, con el objetivo de que los datos obtenidos pudieran proporcionar
un conocimiento mas profundo sobre los mecanismos patogénicos

involucrados y asimismo contribuir a guiar potenciales decisiones diagnosticas
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y/o terapéuticas en el manejo clinico de los sujetos afectados por la catastrofe
del buque Prestige, u otras situaciones similares que se pudieran producir
ulteriormente. Ante la falta de datos previos, el establecimiento del modelo
debia pasar por un primer objetivo especifico de exploraciéon técnica a fin de
establecer la metodologia de generacién de VOCs similares a los producidos
en la catastrofe del Prestige y la exposicion experimental a los mismos. La
respuesta a esta exposicién se valoraria en base a mediciones de reactividad
bronquial a metacolina, como variable de desenlace en forma de respuesta
fisiolégica in vivo, habiendo sido ésta una variable guia en los estudios
realizados en los sujetos humanos. Esta exploracion se realizaria en ratones
de cepa C57BL/6, y en ratas de cepas Brown Norway (BN) y Wistar, a fin de
seleccionar la especie y cepa mejor respondedora, entre estas opciones que
representan tendencias a distintos perfiles de respuesta inmunoldgica. Los
datos de reactividad bronquial a metacolina se complementarian con
informacion obtenida a partir del procesamiento subsiguiente de muestras
bioldgicas de los animales. A estos efectos, se estudiaria si las modificaciones
de funcion pulmonar causadas por la exposicion al fuel conllevan una
respuesta inflamatoria asociada. Para este propdsito se analizarian en lavado
broncoalveolar (bronchoalveolar lavage, BAL): (a) las concentraciones de
citoquinas correspondientes a los perfiles de respuesta inmunitaria tipo Th1
(interleucina (IL)-12, interferén-gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-13); y (b) se llevaria a cabo recuento leucocitario
diferencial en preparaciones citocentrifugadas y analisis de subpoblaciones de
células T mediante citometria de flujo. En secciones pulmonares con fijacion
estandarizada y tinciones histolégicas e inmunohistoquimicas apropiadas, se
examinaria el perfil inflamatorio y su distribucion tisular, y se realizaria
morfologia cuantitativa para medir la carga inflamatoria por tipos celulares

especificos, en las vias respiratorias y parénquima pulmonar. Finalmente, con
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el objetivo de examinar si la exposicion al fuel induce una respuesta reparadora
disregulada que origine cambios estructurales patolégicos o “remodelacion”, se
realizarian tinciones inmunohistoquimicas o inmunofluorescentes para la
identificacion de componentes tisulares especificos, y se mediria su cuantia
mediante morfologia cuantitativa. En las vias respiratorias se realizarian
mediciones normalizadas de la cantidad de células productoras de moco,
depdsito subepitelial de componentes de la matriz extracelular, y “masa” de
musculo liso. En el parénquima se medirian la densidad volumétrica de las
paredes alveolares, la densidad de la red microvascular y el deposito de matriz
extracelular, con el fin de detectar procesos destructivos o fibrogénicos. Para
valorar la actividad biolégica remodeladora y sus mecanismos, se medirian
marcadores adicionales seleccionados discrecionalmente segun los resultados

del examen histopatoldgico de las secciones pulmonares.

-48 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

El conjunto de hipétesis planteado en este proyecto en funcién de las

premisas expuestas son las siguientes:

1. La exposicion repetida a fuel pesado "tipo Prestige" de roedores de
laboratorio (ratén/rata) induce enfermedad respiratoria subaguda que

persiste tras un lapso de tiempo subsecuente a la exposicion.

2. Distintas cepas de ratdn y rata pueden presentar diferente sensibilidad a los
efectos de la exposicién al fuel, dependiendo de su predominancia de

respuesta inmunitaria adaptativa tipo Treper (Th)1 0 Th2.

3. La enfermedad respiratoria resultante de la exposicion engloba alteraciones
de la funcion pulmonar detectables mediante técnica de oscilacion forzada

bajo ventilacion mecanica.

4. Bajo las alteraciones de fisiologia respiratoria subyace una respuesta
inmunitaria con infiltracion inflamatoria pulmonar de perfil crénico

(linfocitario/mononuclear).

5. En asociacion a la inflamacion pulmonar, se desarrollan alteraciones
estructurales patoldgicas (remodelacion tisular) que pueden afectar a las
vias respiratorias y/o parénquima pulmonar, y pueden incluir alteraciones
epiteliales (hiperplasia/hipertrofia de células productoras de moco), fibrosis,

y crecimiento de estructuras mesenquimales.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto fue desarrollar un estudio experimental
de patologia pulmonar producida por la exposicion a fuel tipo “Prestige”,
utilizando para ello un modelo animal con la finalidad de explorar los
mecanismos de patologia pulmonar persistente. Con ello se ha pretendido
analizar los mecanismos patogénicos implicados y generar conocimiento que
pueda contribuir a guiar potenciales decisiones clinicas en una situacion sobre

la que existe escasa base de conocimiento.

Los objetivos especificos de este proyecto han sido los siguientes:

—

Desarrollo de la instrumentacion tecnologica necesaria y establecimiento
del modelo animal de exposicion inhalada a VOCs generados por fuel tipo
“Prestige”, con analisis de dinamica de resolucién o persistencia de efectos

tras ventana de aclarado.

2. Estudio de la respuesta de funcion pulmonar en cepas de rata y raton, a
nivel inmediato y tardio, tras un periodo de exposicién a VOCs generados

por fuel tipo "Prestige".
3. Analisis de la respuesta inmunitaria pulmonar y perfil inflamatorio.

4. Analisis de la remodelacién patologica de estructuras pulmonares.
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METODOS
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1. Aspectos normativos

El protocolo del estudio y los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la Xunta de
Galicia, en cumplimiento con la Directiva de la Union Europea 86/609 y el Real
Decreto 1201/2005. El manejo de los animales, los procedimientos
experimentales y la produccion de datos y su analisis fueron llevados a cabo
en cumplimiento con las Guias Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments (ARRIVE).”

2. Animales

Se emplearon ratas de las cepas consanguineas Wistar y Brown Norway de
150-180 g de peso, y ratones hembra de cepa C57BL de 18-23 g de peso. Los
animales fueron adquiridos de Harlan Interfauna Ibérica (Barcelona, Espafia) y
alojados en un estabulario acreditado en el Instituto de Investigacion Biomédica
de A Corufa (INIBIC). Los animales fueron mantenidos en cubetas de
policarbonato (2-3 ratas o 4-5 ratones por cubeta de acuerdo a las normas
vigentes), emplazadas en un rack ventilado dotado de sistema de filtracion de
particulas en aire de alta eficiencia (filtro High-Efficiency Particulate Arrestance,
HEPA), y bajo condiciones controladas de temperatura (21-24°C), humedad
(40-55%) y ciclo de luz/oscuridad (12/12 horas), con acceso ad libitum a
comida (Harlan Interfauna Ibérica) y agua. Cada lote de animales permanecio
sin manipulaciones experimentales durante un periodo de adaptacién de 7 dias

tras su entrega por el proveedor.
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3. Diseno del estudio

El estudio fue disefiado con la finalidad de obtener una representacion
estimada de la secuencia de hechos que acaecieron en el caso de la
exposicion humana donde, tras la exposicion inhalatoria al vertido de petréleo
durante las tareas de limpieza de costas, el estudio clinico-epidemioldgico fue
realizado al cabo de un lapso de tiempo. El disefio del estudio se representa en

el diagrama de la Fig. 10, y fue idéntico para cada cepa de rata o ratén.

Expuestos ( ! Periodo de exposicion | j--- oo omom oo

Periodo de lavado E
_________________________________________ E——————

Controles D

0 1 2 3 4 5
Semanas
Figura 10. Disefio del estudio para cada cepa y/o especie analizada. "D": punto de corte
de obtencion de datos. Respectivos grupos paralelos de animales expuestos se
analizaron en un punto de corte temprano al finalizar la exposicion, y en un punto de
corte tardio tras un periodo de 2 semanas libres de exposicion (periodo de lavado). Los
animales control no expuestos constituyeron un grupo unico de referencia para los dos
grupos de animales expuestos, en cumplimiento con el principio "3R" (Reducir, Reusar,

Reciclar) de las guias de utilizacion y manejo de animales de experimentacion.
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Los animales fueron expuestos a componentes organicos volatiles
vaporizados generados a partir de fuel de caracteristicas equivalentes a las del
vertido por el buque Prestige, mediante el material, equipo y procedimientos
especificados en las secciones subsiguientes. En cada subestudio
(especie/cepa), los animales se asignaron mediante aleatorizacién consecutiva
a respectivos grupos de expuestos y grupo control paralelo de no expuestos.
Los grupos expuestos recibieron administracion inhalada de componentes
organicos volatiles durante sesiones de 2 horas, 5 dias a la semana en
régimen de lunes a viernes, con una duracion total de la exposicion de 3
semanas. Estos grupos se dividieron en subgrupos (denominados "grupos" a
partir de este punto a efectos de analisis y presentacion de datos), con la
finalidad de realizar los procedimientos de generacién de datos en dos puntos
diferentes de tiempo: (a) un punto de corte temprano con la exposicion recién
finalizada (el lunes siguiente al viernes de la ultima exposicion); y (b) un punto
de corte distante, a las 2 semanas tras la finalizacion de la exposicion, para el
que sirvieron de comparadores los animales control no expuestos y los datos
del punto de corte temprano. El tamafio muestral de todos los grupos fue de n=
6.

4. Fuel de exposicion y especificaciones técnicas

Para los experimentos de este estudio se desestimd el empleo de restos
conservados del vertido original del buque Prestige al considerarse que, debido
a procesos degradativos durante el tiempo transcurrido, no serian
representativos de las propiedades del material nativo vertido en la catastrofe.
La compafia Repsol S.A. (Repsol-YPF en el momento del estudio), mediante
un acuerdo de colaboracion y disponiendo de todos los datos analiticos

necesarios sobre el vertido del buque Prestige tras haber evacuado
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preventivamente los restos de fuel atrapados en el pecio hundido, sintetizé
para este proyecto un fuel representativo del vertido, en la refineria
experimental de su centro de Investigacion y Desarrollo (Centro de Tecnologia
Repsol, Méstoles, Madrid). El fuel vertido por el buque Prestige correspondia
en las clasificaciones de normalizacion al Numero 6 de la American Society for
Testing and Materials (ASTM), o Numero 2 de la Association Frangaise de
Normalisation (AFNOR). Las caracteristicas fisico-quimicas del fuel sintetizado

por Repsol S.A. para el presente estudio se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Especificaciones técnicas del fuel "tipo Prestige" sintetizado por

Repsol S.A.

Parameter Value Units ASTM UNE-EN/ISO
standard standard
Density at 15°C 991 Kg/m® D 1298 ISO 3675
Color Black - - -
Kinematic viscosity at 380 cst D 445 ISO 3104
Flash point 60 °C D93 ISO 2719
Pour point 30 °C - 1ISO 3016
Carbonous residue 18 %, mass/mass D 189/D 4530 ISO 10370/ ISO 6615
Ashes 0.15 %, mass/mass D 482 ISO 6245
Water 0.5 volum;/;J\}olume D 95 ISO 3733
Sulfur 4.5 %, mass/mass - 1ISO 8754
Vanadium 300 mg/Kg D 1548
Aluminum + silicium 80 mg/Kg IP 470/ IP 501 ISO 10478
Total sediment 0.1 %, mass/mass 1ISO 10307-2
Zinc 15 mg/Kg IP 470/ 1P 501 -
Phosphorus 15 mg/Kg IP 501 /IP 500 --
Calcium 30 mg/Kg IP 470/ IP 501 --

Fuente: Repsol S.A. Datos proporcionados para el estudio.
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5. Sistema de exposicion

Los animales fueron expuestos a los VOCs del fuel mediante una torre de
exposicion de flujo vertical, disefiada para estudios de farmacologia vy
toxicologia inhalatoria en roedores de laboratorio (Electro-Medical
Measurement Systems EMMS, London, UK). El equipo garantiza la exposicién
controlada y homogénea en todos sus puertos de conexion. Dicho equipo fue
adaptado para las necesidades especificas de este proyecto, mediante
colaboracién con el Departamento de Ingenieria de su fabricante, EMMS, en
consultoria con la British Toxicology Society (BTS). El disefio del equipo se
representa en las Figs. 11 y 12. Las partes basicas del equipo son: (a) un
sistema de vaporizacion disenado especificamente para la liberacion y
conduccion de los VOCs generados a partir del fuel proporcionado por Repsol
S.A.; (b) la torre de exposicién; (c) los conos de exposicién nasal que alojan a
los animales y se acoplan a los puertos de la torre; (d) un sistema de
generacion de flujos con presién diferencial regulada a través de la torre de
exposicion; y (e) una via de salida de flujos dotada de un sistema de
descontaminacion previa a la liberacién de los mismos en el interior de una
campana homologada de presion negativa para extracciéon de volatiles téxicos,
en cuyo interior se alojo el equipo completo y se realizaron las operaciones de
exposicion. La camara de exposicion, disefada y fabricada ad hoc por EMMS,
consistiéo en una ampolla de vidrio con dos compartimentos separados por una
lamina microporosa permeable al aire. El fuel se inyecta gradualmente en la
camara superior formando una pelicula sobre la lamina microporosa, y el aire
se bombea a través de la misma desde el compartimento inferior hacia el
superior, desde el cual es conducido a la torre de exposicidon. La torre de
exposicion se alimenta con un flujo constante del aire que pasa previamente

por la camara de vaporizacion.
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Figura 11. Diagrama del equipo de exposicion a VOCs disefiado y fabricado por
Electro-Medical Measurement Systems (EMMS) en consultoria con la British
Toxicology Society para el presente estudio. La circulacion de aire a través del circuito
es generada por una bomba doble (Bias-flow Push Pull AIR 421), de propulsion en la
entrada al sistema y succion en su salida. El balance de presion diferencial entre la
entrada y la salida est4 equilibrado electronicamente mediante el componente ESP 005
Tower Pressure Balancing Assembly, con la finalidad de que en los puertos de
inhalacion de los animales (Inhalation Esposure Tube, IET) de la torre de exposicion,
no se generen presiones positivas o negativas que afecten a la respiracion tidal
espontanea de los animales conectados (mdas detalles en el texto). En la camara de
vaporizacion (Vapour Generator) se inyecta el fuel (Fuel Oil Syringe Pump) sobre una
lamina de vidrio poroso atravesada por el flujo de aire en sentido ascendente. El aire
con VOCs es conducido a la torre de exposicion, que en su interior dispone de una
estructura de recirculacion en camaras concéntricas para homogeneizar el reparto a los
puertos de exposicion de los animales. El aire de salida pasa por un modulo de
descontaminacion mediante filtros de carbono activado y gel de silice, antes de ser
liberado en el interior de una campana de extraccion de volatiles toxicos. Fuente:
EMMS, proporcionado para este estudio.
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|IES 3086 - 6 port inhalation tower,
with small vapour generator,
excluding water bath

Figura 12. Equipo de exposicion a VOCs en presentacion previa a su entrega por el
fabricante. En la fotografia izquierda se muestran, de izquierda a derecha: la jeringa
motorizada para inyeccion de fuel; la camara de vaporizacion; la torre de exposicion
con un ejemplo de tubo de final conico de exposicion nasal acoplado a uno de los
puertos de inhalacion; el modulo de bomba dual de propulsion-succion (detras); el
controlador de presion diferencial del sistema (encima); y el moédulo de
descontaminacion (derecha). En la fotografia de la derecha se muestra una vision
ortogonal de la torre de exposicion, con tubos de alojamiento de animales acoplados a
los seis puertos de inhalacion (sistema para la exposicion simultdnea de seis animales
en cada sesion). Los tubos de exposicion estan disefiados para inhalacion nasal sin
deposito de VOCs sobre la superficie corporal del animal. Ello evita asimismo la
exposicion digestiva al auto-asearse los roedores mediante su lengua una vez liberados

en sus habitaculos de mantenimiento en el estabulario. Fuente: EMMS.
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En determinaciones previas a la utilizacion del sistema en condiciones
reales, se verificd que no existia deplecién de oxigeno en el aire suministrado a
la torre de exposicién tras su paso por la camara de vaporizacion, por lo cual
no existié la necesidad de suplementar con oxigeno la mezcla de aire. Durante
cada sesion de exposicion de 2 horas, se inyectaron 2 mL del fuel sintetizado
por Repsol S.A. en la camara de vaporizaciéon mediante una jeringa accionada
lentamente por un compresor electronico regulable. La camara de vaporizacién
se encontraba sumergida en un bafio de agua a 60°C para facilitar el flujo del
fuel por los tubos del equipo, debido a su alta viscosidad. Esta maniobra no
afectaba a la temperatura del aire suministrado a la torre de exposicién, en la
cual entraba a temperatura ambiente, ni a la composicion de los VOCs
liberados (ver seccion siguiente sobre verificacion de composicién de VOCs en
el aire muestreado en los puertos de inhalacién). El flujo de aire se mantenia
constante a través del circuito mediante un sistema de dos bombas de presion
positiva y negativa respectivamente, con balance de presién diferencial
regulado electronicamente entre ambas. En los puertos de conexién de los
conos de exposicion nasal de los animales, se generaba una presion
ligeramente negativa respecto a la presion atmosférica exterior, para garantizar
la respiracion espontanea de los animales sin generar inspiracion o insuflacion
forzada. En la via de salida, el aire pasaba a través del sistema de
descontaminacion, dotado de parejas de filtros en serie de carbdn activado y

gel de silice desecante, antes de ser liberado en la campana de extraccion.

6. Verificacion de composicion de VOCs en el aire inhalado

La composicién de VOCs en el aire inhalado por los animales se verifico
mediante espectrometria de gases, a través de la asesoria y prestacion de este

servicio por los Servizos de Asistencia & Investigacion (SAl) de la Universidade
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da Coruna. Se llevé a cabo un analisis estandar de contenido BTEX (benceno,
tolueno, etil-benceno y xilenos) en la totalidad del aire suministrado en una
sesién de exposicion completa de 2 horas. Para esta finalidad, se muestreo el
aire en los puertos de acoplamiento de los conos de inhalaciéon nasal mediante
tubos de desorcion térmica (Perkin-Elmer Thermal Desorption Tubes, Sigma-
Aldrich), acoplados a una bomba de muestreo de aire a flujo constante de
60.08 mL/minuto durante las 2 horas. Las muestras fueron posteriormente
sometidas a elucion por desorcidon térmica en columnas capilares SGE-BPX
(Grace, U.S.A.) mediante un equipo Perkin-Elmer Turbomatrix, y analizadas
mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de gases
Thermo Finnigan PolarisQ de trampa ionica (Thermo Electron Corporation,
Waltham, Massachusetts, U.S.A.). Los resultados del analisis de compuestos

BTEX se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Verificacion analitica de VOCs en los puertos de exposicion.

Time Benzene Toluene Ethylbenzene m+p-xylene o-xylene
(min) (H9) (ng) (ng) (Hg) (ng)
0-30 17,2 1122 344 643 661
30-60 12,4 503 31,3 64 53
60-90 12,4 602 24,3 51,7 38,8
90-120 7.9 448 6,9 10,6 6,4
Total (ug) 49,9 2675 406,5 769,3 759,2
a']‘;;?nas; 24,98 1339,28 203,52 385,16 380,11

Se muestred y sometio a analisis de BTEX mediante espectrometria de gases el aire
correspondiente al suministro a un animal durante una sesion de inhalacion. La tabla
muestra las mediciones correspondientes a los intervalos de tiempo indicados, y la
concentracién global en el aire inhalado por el animal por m’ de aire. Los datos
mostrados son el promedio de tres mediciones. Fuente: Servizos de Asistencia a
Investigacion (SAI), Universidade da Coruna.
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Los VOCs derivados del fuel alcanzaron su maximo nivel en los 30
primeros minutos de la exposicién, con un posterior declive paulatino hasta las
2 horas. La composicion de los vapores resultdé comparable a la resultante de
las mediciones de campo realizadas por el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (Ministerio de Ciencia y Educacién, Gobierno de
Espafia) sobre los vertidos de la catastrofe durante las tareas de limpieza,*’
aunque no exactamente idéntica teniendo en cuenta la variabilidad de
condiciones del vertido nativo a lo largo del tiempo transcurrido durante la
flotaciéon y su depdsito en las costas. Durante los primeros dias tras la
catastrofe, el fuel vaporizado produjo las concentraciones mas elevadas de
compuestos BTEX y causo los sintomas agudos mas intensos en los
voluntarios de las tareas de limpieza. La vaporizacién del fuel sintetizado por
Repsol S.A. para este proyecto produjo niveles de tolueno mas elevados que
los medidos en las costas afectadas por el vertido del buque Prestige,
pudiendo posiblemente reflejar de forma mas cercana las caracteristicas del

fuel recién vertido en alta mar.

7. Mediciones in vivo de hiperreactividad de vias respiratorias

Para estudiar el efecto de la inhalacion de los VOCs procedentes del fuel
vaporizado sobre la funcion respiratoria, se midié la reactividad de vias
respiratorias a metacolina a los tres dias de la ultima sesién de exposicion, o
tras un lapso de 2 semanas. Para esta finalidad, los animales fueron
anestesiados con sevoflurano inhalado al 4% (Sevorane®, Abbott Laboratories,
lllinois, USA) mediante un vaporizador convencional de equipo de anestesia
humana (Abbott), emplazando los animales en una camara de plexiglas para la
inhalacién del anestésico. Una vez verificado el estado de anestesia profunda

mediante comprobacion de la aboliciéon de los reflejos plantares y corneales, se
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procedié a la realizaciéon de traqueostomia e intubacidon mediante una canula
traqueal disefiada para rata o raton (EMMS) segun correspondiese, seguido de
fijacion firme de la canula con seda quirlirgica. Seguidamente, se procedid a
inducir bloqueo neuromuscular mediante la administraciéon de 1 mg/kg de
bromuro de rocuronio (Organon Pharmaceuticals, New Jersey, U.S.A.) via
inyeccién intraperitoneal (i.p.), y los animales fueron conectados
inmediatamente a un equipo FlexiVent (Scireq, Montreal, Canada) de medicién
de funciéon pulmonar bajo ventilacion mecanica, acoplandose al ventilador el
suministro continuado del anestésico vaporizado. En caso de detectarse
interferencia con el ventilador de movimientos de respiracion espontanea
(“lucha”) durante el procedimiento, se administraron dosis adicionales de
bromuro de rocuronio. Los animales fueron ventilados en modo de
mantenimiento con frecuencia respiratoria de 250 min™ y volumen tidal de 0.14
mL con presidén positiva teleespiratoria (positive end expiratory pressure,
PEEP) de 2 cmH,O para los ratones, y frecuencia respiratoria de 90 min™ con
volumen tidal de 1.5 mL y PEEP de 3 cmH,0 para las ratas, respectivamente.
Para la realizacion de mediciones de resistencia pulmonar (lung resistance, R\)
se interrumpioé la ventilacion mecanica de mantenimiento y se indujeron
perturbaciones de presién mediante técnica de oscilacion forzada (forced
oscillation technique, FOT) bajo modelo lineal de primer orden de
compartimento Unico, mediante el cual se derivaron de la impedancia total la
R., compliance y coeficiente de determinacién de ajuste del modelo. Tras su
conexion, los animales fueron estabilizados durante 5 minutos bajo ventilacion
de mantenimiento. Seguidamente, se realizaron mediciones de parametros de
linea de base de funcion pulmonar durante 5 minutos. A continuacion, se inicié
el protocolo de broncoprovocacion con concentraciones crecientes de
metacolina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, U.S.A.), administradas

mediante un nebulizador ultrasénico (Aeroneb®, Buxco Research Systems,
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San Francisco, U.S.A.) acoplado a la rama inspiratoria del ventilador. La escala
de dosis administradas de metacolina se muestra en la Tabla 5. Cada
nebulizacion fue seguida de maniobras FOT durante 4 minutos para captar el
pico de R,, y los datos se exportaron a tablas de Microsoft Excel para su

organizacion y posterior analisis.

Tabla 5. Escala de concentraciones de metacolina (mg/mL)

Dosis Raton Rata
DO PBS PBS
D1 1,25 1,56
D2 2,5 3,125
D3 5 6,25
D4 10 12,5
D5 20 25

8. Recoleccidén y procesamiento de muestras biolégicas
8.1. Lavado broncoalveolar (BAL)

Tras la finalizacion de las mediciones de funcion pulmonar, se realizd
eutanasia de los animales mediante incremento al 5% del sevoflurano inhalado
y la administracién i.v. de 0.2 mL de heparina sédica al 1% y 0.3 mL de cloruro
potasico al 7.45%. Inmediatamente, se recogié BAL a través de la canula
intratraqueal mediante la instilacién y recogida de 5 mL de suero salino en
fracciones de 1 mL en el caso de los ratones, o 25 mL en fracciones de 5 mL
en el caso de las ratas. La fraccién celular del BAL fue separada y
resuspendida, marcada con anticuerpos monoclonales anti-CD4 y CD8
conjugados con fluorocromos (Santa Cruz Biotechnologies Inc., Texas, U.S.A.),

y analizada mediante citometria de flujo con un equipo FACScalibur (BD
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Biosciences, Madrid). El fluido sobrenadante de cada primera fraccion de BAL
se congeld en alicuotas a -80°C y se analizé posteriormente para determinar la
concentraciéon de los mediadores IL-1a, MCP-1, TNF-q, IFN-y, GM-CSF e IL-4
mediante un sistema calibrado multiplex de microparticulas marcadas con
fluorocromos para citometria de flujo (FlowCytomix™, eBioscience, San Diego,
USA).

8.2. Diseccidén y procesamiento pulmonar

Tras la recoleccion de BAL, se realizé una incision abdominal anterior con
puncion del diafragma mediante acceso inferior y seccion del paquete vascular
cava-aorta a nivel abdominal. Seguidamente, con los pulmones parcialmente
colapsados, se abrid el térax via incisién media anterior y se realizd puncion
del ventriculo cardiaco derecho para proceder a un lavado del circuito vascular
pulmonar mediante la infusién de suero salino tamponado con fosfatos
(phosphate-buffered saline, PBS). La finalidad de este lavado vascular es la
eliminacion de la sangre y con ello de los leucocitos circulantes en los
pulmones, para facilitar la precision en la posterior evaluacién de los infiltrados
inflamatorios tisulares por leucocitos activados y extravasados. Seguidamente,
se extrajo mediante diseccién el bloque cardiopulmonar incluyendo la traquea
canulada y se conecté mediante la canula a un sistema de recirculacion de
formalina al 10% con la finalidad de fijar los pulmones a una presion
estandarizada de 25 cmH,O durante 24 horas. Mediante este sistema de
instilacion via traqueal de formalina a presion estandarizada, los pulmones
quedan fijados a capacidad pulmonar total y no se colapsan al desconectarlos
del sistema y seccionarlos, lo cual permite la posterior realizacion de
mediciones de estructuras pulmonares mediante morfologia cuantitativa. A las

24 horas de fijacion, los pulmones se escindieron y se seccionaron
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sagitalmente en respectivas porciones lateral e hiliar, las cuales se introdujeron
en casettes de histopatologia y se procesaron durante la noche siguiente
(mediante procesador de tejidos automatico; Leica Biosystems, Barcelona) con
la finalidad de embeber los tejidos en bloques de parafina para su posterior
seccion en microtomo. De los bloques de tejido se obtuvieron secciones de 5
um de grosor montadas sobre cristales portaobjetos adherentes (SuperFrost®
Plus, Fisher Scientific, Madrid). Las secciones pulmonares se tifieron con: (a)
hematoxilina-eosina para evaluacion histopatolégica general; (b) tincion con
acido peryédico de Schiff (PAS) para el recuento de células caliciformes
productoras de moco y carga mucoide en el epitelio de las vias respiratorias; y
(c) tricromico de Masson para evaluar el depdsito de matriz extracelular y

determinar la fibrosis subepitelial.

9. Morfologia cuantitativa del parénquima pulmonar

En las secciones pulmonares tefiidas con hematoxilina-eosina se realizaron
mediciones de densidad volumétrica (Vy) del parénquima pulmonar para
determinar cuantitativamente la presencia de enfisema. Para ello se empleo el
programa de analisis cuantitativo de imagen digital ImageJ v1.47 (National
Institutes of Health, Bethesda, U.S.A., disponible en http://imagej.nih.govi/ij/).
Por cada animal, al menos 15 imagenes de parénquima pulmonar en region
subpleural se capturaron, con un objetivo acromatico 20x, empleando un
microscopio Olympus BX61/BX62 de campo claro con camara digital Olympus
DP70 (Olympus Corporation, L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona), y se
analizaron con ImagedJ. Para doble verificacion, se realizaron las mediciones

mediante dos métodos:
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9.1. Extraccién digital de paredes alveolares

Utilizando las herramientas de procesamiento de imagen de ImageJ, las
imagenes fueron convertidas a codificacion binaria (blanco/negro) mediante un
umbral de separacion nitida entre tejido y espacios aéreos. Seguidamente, se
procedié a la extraccion digital del tejido de las paredes alveolares y a la
medicién de su superficie de corte, que fue normalizada por la superficie total
de la imagen obteniéndose asi un indice adimensional de densidad volumétrica

de tejido en el parénquima pulmonar.

9.2. Método de Mean Linear Intercept (L)

El método L., es un procedimiento para cuantificar la presencia de una
estructura aleatoriamente distribuida en un campo de microscopia,
ampliamente utilizado antes de la existencia del tratamiento informatizado de
imagen digital, para la medicién de los espacios aéreos y las paredes
alveolares en el parénquima pulmonar.”” El principio basico consiste en utilizar
como sonda de muestreo una linea de longitud definida superpuesta al campo
de la imagen (en forma de linea unica o como parrilla de una serie de lineas
rectas o sinusoides), y contabilizar los puntos de corte de la linea con la
estructura bajo medicién. Cuanto mas elevada sea la frecuencia de puntos de
corte normalizados por la longitud total de la linea sonda, mas elevada es la
densidad de superficie de la estructura en el plano de corte, y
concordantemente su densidad volumétrica.”® " En el caso de la presente
aplicacion, se superpuso a las imagenes una parrilla con 6 lineas horizontales
y 8 lineas verticales equidistantemente distribuidas, y se contaron las
intersecciones con paredes alveolares (Fig. 13), calculandose a continuacion el

indice Lm de acuerdo a la siguiente férmula:
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VxLV+HxLH
Ni

Lm =

donde V es el numero de lineas verticales; LV es la longitud de cada linea
vertical; H es el numero de lineas horizontales; LH es la longitud de cada linea
horizontal; y Ni es la suma de todas las intersecciones. El indice L, se
comporta con proporcionalidad inversa, es decir, cuanto mayor sea su valor,
mas baja es la densidad volumétrica del parénquima pulmonar. En el enfisema

pulmonar, por tanto, el valor del indice L,, aumenta.

Py

] :‘ £
b
-~

o

Figura 13. Gradilla para el calculo de cantidad de tejido parénquima pulmonar
en volumen segln el clasico indice L,,. La imagen se somete a calibracion de
tamafo real mediante una regla microscopica de referencia. Conocida la longitud
total del trazado lineal de la gradilla superpuesta, se cuentan las intersecciones de

linea con paredes alveolares en cada campo muestreado y se calcula el indice L.
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10. Deteccion y morfologia cuantitativa de células apoptéticas

Se llevé a cabo detecciéon de células en apoptosis en las secciones de
tejido pulmonar mediante la técnica de terminal transferase dUTP nick end
labeling (TUNEL) utilizando un kit Apoptag® (Millipore, Madrid, Spain) segun el
protocolo mostrado en el Anexo 1. Para este procedimiento, con la finalidad de
calcular la densidad numérica en volumen (Ny) de células apoptdticas, se
emplearon secciones de tejido de 20 ym de grosor. Los nucleos positivos
correspondientes a neumocitos tipo | de las paredes alveolares se contaron en
10 campos microscépicos aleatorios por muestra y se normalizaron por mm?®
de seccién muestral segin procedimiento estereoldgico.®® Para la correccién
numérica de células seccionadas en los planos de corte, se eliminaron del
recuento las células cuyos nucleos se situaron en el plano focal profundo de la
seccion (plano del portaobjetos). Los recuentos se realizaron en campos
capturados con un objetivo acromatico de 40x, cuya calibracion resulté en una
superficie de campo de 152053.08 pym?, correspondiente en la seccién de 20
um de grosor a un volumen muestral de 3041061.69 pm?’. Los datos se

expresaron en células apoptéticas/mm?.

11. Analisis de datos

Para el analisis estadistico de los datos y la generacion de graficos se
emplearon los programas SPSS version 16.0 y SigmaPlot version 2000,
respectivamente. Las distribuciones de datos se presentan como media y error
estandar de la media (standard error of the mean, SEM). Las comparaciones
entre dos distribuciones (grupo expuesto versus grupo control en cada especie)
se evaluaron mediante la prueba t de Student para muestras independientes.

Donde corresponde, las comparaciones multiples entre mas de dos
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distribuciones se evaluaron mediante anadlisis de la varianza de una via
(ANOVA) seguida de las pruebas post-hoc de comparaciones multiples de la
diferencia minima significativa de Fisher (least significant difference, LSD), o la
prueba de Games-Howell para varianzas desiguales segun potencia
estadistica. Para el analisis de las curvas de reactividad bronquial, las
comparaciones intra-grupo se efectuaron mediante ANOVA seguida de la
prueba post-ANOVA de Dunnett de comparaciones multiples frente a control de
linea de base, y para las comparaciones inter-grupo se aplic6 ANOVA seguido
de las pruebas post-ANOVA LSD o Games-Howell segun idoneidad. Se
consideraron estadisticamente significativas las diferencias con un grado de

significacion P<0.05.
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RESULTADOS
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1. La exposicion a VOCs del fuel induce hiperreactividad de vias
respiratorias frente a broncoprovocacién con metacolina en ratas, sin

declive en el punto de corte tardio

Las ratas de cepa Wistar mostraron hiperreactividad de vias respiratorias
frente a metacolina (incremento de R, con P<0,05 sobre el grupo control en las
dosis de 12,5 y 25 mg/mL) al finalizar una exposicién a VOCs de tres semanas
(punto de corte temprano; Fig. 1A). Para evaluar la reversibilidad de estos
hallazgos, un nuevo grupo de ratas Wistar fue analizado tras la misma
exposicion de los animales a VOCs durante tres semanas, seguido de un
periodo de lavado (no exposicion) de dos semanas (punto de corte tardio). La
hiperreactividad de vias respiratorias persistié en estos animales después de
este periodo de ausencia de exposicion (P<0,05 versus grupo control en las
dosis 12,5 y 25 mg/mL de metacolina), mostrando un comportamiento de
funcién pulmonar similar al punto de corte temprano (Fig. 1A y Tabla 6). Los
tres grupos experimentales (control, ratas expuestas en corte temprano y ratas
expuestas en corte tardio) se llevaron a cabo con ratas Brown Norway. En esta
cepa, con desviacion inmunitaria constitutiva Th2 frente a la desviaciéon Th1 de
las ratas Wistar, ambos grupos expuestos mostraron asimismo, en los grupos
de corte temprano y tardio, hiperreactividad de vias respiratorias frente a
metacolina en las dos dosis mas altas, en comparacion con el grupo control no
expuesto (Fig. 1B y Tabla 6). Por el contrario, no se encontraron cambios en
los parametros de funcion pulmonar en los ratones C57/BL6 sometidos al

mismo disefio experimental (Fig. 1C y Tabla 6).
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Figura 14. Reactividad de vias
respiratorias frente a broncoprovo-
cacion inespecifica con metacolina.
(A) Cepa de rata Wistar. (B) Cepa de
rata Brown Norway. (C) Cepa de

raton C57/BL6. "CTRL":

grupo
control de animales no expuestos.
"EXPOSED": grupo de animales
expuestos, punto de corte temprano.
"RESTED": grupo de animales
expuestos, punto de corte tardio. La
leyenda de simbolos en el panel (A) es
aplicable a los tres paneles. En ambas
cepas de rata, los animales expuestos
a inha-lacion de VOCs mostraron
hiper-reactividad de vias respiratorias
mantenida al cabo de un lapso de
tiempo tras la finalizacion de la
exposicion. La cepa C57/BL6 de raton
no mostrd respuesta en comparacion
con los animales control no expuestos.
*: P<0.05, animales expuestos versus

control en las dosis de

grupo
metacolina indicadas. R;: Resistencia
pulmonar. PBS: phos-phate-buffered
saline (vehiculo). MCh: metacolina.
La terminologia de grupos CTRL,
EXPOSED, RESTED es aplicable a

las sucesivas tablas y figuras.
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Leyenda Tabla 6. Los datos representan media + error estandar de la media (SEM) de
resistencia pulmonar (Ry). DO a DS5: dosis respectivas de metacolina para cada cepa y
especie. BN: rata Brown Norway. Los valores de P mostrados corresponden a las
comparaciones multiples pos-ANOVA realizadas mediante test de Dunnet para las
comparaciones intragrupo versus linea de base de Ry, o mediante test de la diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher o test de Games-Howell para varianzas
dishomogéneas segun corresponda, para las comparaciones inter-grupo de Ry en cada
dosis de metacolina. *: comparacion versus RL basal intra-grupo. **: comparacion
inter-grupo versus animales control no expuestos.

2. No se encontraron cambios inflamatorios en el BAL de los animales
expuestos a VOCs del fuel, ni signos histopatolégicos de inflamacién o

remodelacion de vias respiratorias en secciones pulmonares

Se analizaron recuentos leucocitarios totales y diferenciales en BAL de las
tres cepas de roedores. Los animales expuestos no mostraron diferencias en
los recuentos celulares totales en comparacion con los animales control (Fig.
15y Tabla 7). Las ratas Brown Norway mostraron una tendencia a un aumento
de las células totales en BAL tras la inhalacion de VOCs, pero sin significacion
estadistica en el punto de corte temprano (P=0,22) ni tardio (P=0,09) tras la
exposicion, en comparacién con los animales control no expuestos. Esta
tendencia numérica en BAL de las ratas Brown Norway no se reflejo en el
examen histopatologico de las secciones pulmonares, en el que no se encontrd
infiltracién inflamatoria de las vias respiratorias en ninguna de las cepas (Fig.
16). El analisis de BAL mediante citometria de flujo no mostro diferencias en el
ratio celular CD4":CD8" entre ninguno de los grupos experimentales, en
ninguna cepa. Adicionalmente, el analisis de citoquinas en el sobrenadante del
BAL no mostro diferencias significativas entre controles y animales expuestos,

en ninguno de los puntos de corte (Fig. 17). Estos resultados concuerdan con
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el examen histopatolégico de las vias respiratorias en secciones pulmonares,
donde no se observaron infiltrados inflamatorios ni cambios estructurales
sugerentes de remodelacion de vias respiratorias en la evaluacion del musculo
liso (tincion hematoxilina-eosina), masa mucosa epitelial (tincion PAS) o
depdsito de matriz extracelular (tincién tricromico de Masson) (Figs. 16 y 18).
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Tabla 7. Recuentos celulares totales en BAL

Strain Group

Wistar Control

Exposed

Rested

NB:r)v‘clany Control
Exposed

Rested

C57BL/6  Control

Exposed

Rested

cels/mLx10?

971.67 + 188.02

1042.50 + 160.95

1120.00 + 188.98

706.67 + 57.67

812.50 + 117.26

923.33 + 142.24

130.00 £ 19.71

109.17 £7.57

175.00 + 38.45

0.784*

0.568"

0.512*

0.190"

0.569*

0.228"

Mean A [95% CI]

- 70.83 [-471.10, 612.77]* -

0.765% 148.33 [-393.60, 690.27]"  77.50 [-464.43, 619.43]

- 105.83 [-230.31, 441.98]* -

0.493" 216.67 [-119.48, 558.81]"  110.83 [-225.31, 446.98]

- -20.83 [-97.17, 55.50]* -

0.086*  45.00 [-31.34, 121.34]" 65.83 [-10.50, 142.17]*

Datos referidos a media =+ error estdndar de la media. Mean A [95% CI]: intervalo de

confianza del 95% de la diferencia media, como estimacion del tamafio de los efectos.

*. grupo expuesto de punto de corte temprano versus grupo control. f: grupo expuesto

de punto de corte tardio versus grupo control. I: animales expuestos, punto de corte

tardio versus temprano.
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Exposed Rested

)

Brown “
Norway “}}

Wistar

Figura 16. Secciones pulmonares, tincion hematoxilina-eosina. Los paneles muestran
cortes transversales de vias respiratorias correspondientes a los distintos grupos
experimentales y cepas respectivas de rata y ratdn, seglin se indica. En varias imagenes
(ej. panel A) son visibles vasos acompafiantes de la circulacién pulmonar. No existe
sangre visible en el interior de los vasos, debido al lavado del circuito vascular
pulmonar que se realiza durante el proceso de diseccion. No se aprecian signos
histopatoldgicos de inflamacion ni remodelacidon de vias respiratorias en ninguna de las

cepas ni condiciones experimentales. Barras de escala = 200 um.
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l Non-exposed

407
W Exposed
35] 0 Exposed and rested
307
25]
pa/ml

207
15]
101

IL-1a MCP-1 TNF-a IFN-y GM-CSF IL-4

8.5pg/ml 0.5pg/ml 4.3pg/ml 8.3pg/ml 5.0pg/ml 0.3pg/ml
Minimum detectable level

Figura 17. Analisis de citoquinas en sobrenadante de BAL (concentracion, pg/mL).
Los datos se presentan como media =+ error estandar de la media. El analisis, realizado a
modo exploratorio mediante un kit multiplex FlowCytomix™ de microparticulas
marcadas BAL. IFN-y resultd por debajo del umbral de deteccion. La prueba se limito,
a modo demostrativo y por razones de coste-efectividad, a la cepa de rata Brown
Norway. No se hallaron diferencias consistentes sugerentes de induccion de actividad

inflamatoria por exposicion a VOCs.
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Control Exposed Reste
pEg— " T\ 0 T ALY ’
Brown
Norway
Wistar
MASSON
c57/BL6

Figura 18. Tinciones de PAS y tricrémico de Masson sobre secciones pulmonares. Los
paneles muestran secciones transversales de vias respiratorias en las distintas cepas y
condiciones experimentales seglin se indica. En consistencia con la ausencia de signos
de inflamacion o remodelacion de vias respiratorias en el examen histopatoldgico
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general de las secciones teflidas mediante hematoxilina-eosina, las respectivas tinciones
aqui mostradas no revelaron diferencias en la cantidad o carga de las células
caliciformes productoras de moco (tincion PAS) ni en el depdsito subepitelial de matriz
extracelular (tricromico de Masson). Barras de escala = 100 um.

3. La exposicion a VOCs induce enfisema pulmonar subpleural en ratas

Las ratas Brown Norway y Wistar desarrollaron una forma peculiar de
enfisema pulmonar de localizacion predominantemente subpleural tras la
exposicion de tres semanas a VOCs, y estas lesiones permanecieron o se
incrementaron en el punto de corte tardio tras la interrupcion de la exposicion
(Fig. 19 y Tablas 8 y 9). Las ratas Wistar mostraron un aumento significativo en
L. en el punto de corte temprano tras la exposicion de 3 semanas a VOCs
(P=0,022 versus grupo control) y en el punto de corte tardio (P<0,001 versus
grupo control), donde asimismo se mostré una significativa destruccion del
parénquima pulmonar en comparacion con el punto de corte temprano
(P=0.034). Las ratas Brown Norway mostraron asimismo una destruccion
significativa de parénquima pulmonar en el punto de corte temprano tras la
exposicion (P=0.031 versus grupo control) y en el punto de corte tardio
(P<0,001 versus grupo control). En el punto de corte tardio, las ratas Brown
Norway mostraron igualmente una disminucién significativa en la densidad
volumétrica de parénquima pulmonar medida mediante el método de
extraccién digital en comparacion con el punto de corte temprano (P=0,035),
aunque las mediciones mediante L, solamente alcanzaron significacion
limitrofe para esta comparacién (P=0,075). En ambas cepas, las ratas
expuestas a VOCs no mostraron inflamacion ni rasgos histopatolégicos de
remodelacion de vias respiratorias (Figs. 16 y 18). Los ratones C57BL/6
expuestos no mostraron cambios patolégicos en el parénquima pulmonar en

comparacion con el grupo control (Fig. 19y Tablas 8 y 9).
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Figura 19. Evaluacion de enfisema pulmonar. (A-F) Secciones pulmonares tefiidas con
hematoxilina-eosina, mostrando parénquima en regiéon subpleural (pleura en posicion
superior en todos los paneles). Cepas de rata y grupos experimentales segun se indica.
Durante el proceso de fijacion, los pulmones se inflaron a presion estandarizada
mediante infusion intratraqueal regulada del agente fijador. En los animales expuestos
se puede apreciar la destruccion de paredes alveolares en el punto de corte temprano
tras finalizar la exposicion (B, E) y en el punto de corte tardio tras el lapso libre de
exposicion (C, F). Ambas cepas de rata, con desviacion inmunitaria constitutiva
diferente, fueron sensibles a este efecto. (G-J) Morfologia cuantitativa del enfisema
realizada mediante calculo de densidad volumétrica (Vy) a partir de la extraccion digital
del parénquima pulmonar (G-H) y mediante el indice mean linear intercept, L, (I-]).
(G, I) Ratas Wistar. (H, J) Ratas Brown Norway. Ambos métodos de medicion fueron
sensibles a la deteccion del enfisema, expresado como disminucion del porcentaje
volumétrico de parénquima (G-H) o incremento del L, (I-J), respectivamente. Los
datos numéricos del procedimiento mds sensible en cada caso mostraron que el
enfisema, establecido en el punto de corte temprano, progreso significativamente en el
punto de corte tardio a pesar de la interrupcion de la exposicion a VOCs. *: P<0.05
versus grupo control (CTRL). f: P<0.05 versus CTRL y punto de corte temprano
("EXPOSED"). Barras de escala en (A-F) =200 pm.
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Tabla 8. Cuantificacion de enfisema pulmonar mediante densidad volumétrica

Strain Group % parenchyma P Mean A [95% CI]

Wistar CONTROL 11.73 £ 0.40 - - - -

EXPOSED 11.08 + 0.61 0.398* - -0.64 [-2.22, 0.93]* -

RESTED 9.34 + 0.54 0.006" 0.032% -2.39[-3.96,-0.81]" -1.74[-3.32, -0.17]*

Brown

Norway CONTROL 12.13+£0.39 - - - -

EXPOSED 10.256+0.54  0.031* - -1.89 [-3.58, -0.19]* -

RESTED 841+0.71 <0.001" 0.035' -3.72[-5.42,-2.03]' -1.84[-3.53,-0.14]

La regidon subpleural se muestre6 mediante campos consecutivos de microscopia en
cada animal. Para cada animal se genera un dato tinico que resulta del promedio de los
campos muestreados, el cual representa el porcentaje de superficie tisular seccionada de
parénquima pulmonar, extraida y medida digitalmente, sobre la superficie total
muestreada. Los datos presentados son la media + error estandar de la media de los
animales de cada cepa y grupo experimental, respectivamente. Mean A [95% CI]:
intervalo de confianza del 95% de la diferencia media (tamafio del efecto). *: grupo
expuesto de punto de corte temprano ("EXPOSED") versus grupo control. }: grupo
expuesto de punto de corte tardio ("RESTED") versus grupo control. {: animales

expuestos, punto de corte tardio versus temprano.
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Tabla 9. Cuantificacién de enfisema pulmonar mediante mean linear intercept

Strain Group

Wistar CONTROL

EXPOSED
RESTED
Brown
CONTROL
Norway
EXPOSED
RESTED

Lm

89.73 £2.88

105.70 + 2.88

120.31 £ 6.50

106.07 + 1.98

123.31 £ 2.57

133.22 £ 5.46

P Mean A [95% CI]

0.022* - 15.97 [2.62, 29.31]* -

<0.001" 0.034" 30.58[17.23,43.92] 14.61[1.27, 27.95]'

0.005* - 17.24 [6.20, 28.29]* -

<0.001" 0.075* 27.15[16.10, 38.19]"  9.91 [-1.14, 20.95]

El parénquima pulmonar de la region subpleural se muestred6 mediante campos de

microscopia consecutivos y se sometio a medicion mediante el indice Lm, generandose

un valor total Unico para cada animal. Los datos presentados son la media + error

estandar de la media para cada cepa y grupo experimental. Mean A [95% CI]: intervalo

de confianza del 95% de la diferencia media (tamafio del efecto). *: grupo expuesto de

punto de corte temprano ("EXPOSED") versus grupo control. {: grupo expuesto de

punto de corte tardio ("RESTED") versus grupo control. {: animales expuestos, punto

de corte tardio versus temprano.
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4. La exposicion a VOCs del fuel induce un aumento en la apoptosis de

neumocitos

Para obtener evidencia adicional sobre el desarrollo de enfisema pulmonar
en las ratas expuestas a VOCs e investigar su mecanismo de produccion, se
procedié a la deteccidn de células apoptdticas en parénquima pulmonar
mediante la técnica de TUNEL, y su recuento mediante morfologia cuantitativa
(Figs. 20 y 21). Ambas cepas de rata, Wistar y Brown Norway, mostraron un
aumento significativo en la frecuencia de neumocitos TUNEL" en el punto de
corte temprano tras el periodo de 3 semanas de inhalacion de VOCs en
comparacion con los grupos control respectivos no expuestos (Figs 20B-C vy
21, y Tabla 10). Este incremento de neumocitos TUNEL" persistié después de

2 semanas libres de exposicion, en el punto de corte tardio (Figs. 20 y 21).

Figura 20 (pagina siguiente). Deteccion de células apoptoticas en parénquima
pulmonar mediante técnica de TUNEL. (A) Micrografia de alta resolucion mostrando
un neumocito tipo I TUNEL® (flecha, niicleo celular purpura). (B-C) Morfologia
cuantitativa de la frecuencia de neumocitos apoptoticos, medida como densidad
numérica en volumen (Ny) mediante estereologia en secciones gruesas de tejido. Cepas
Wistar y Brown Norway, respectivamente. *: P<0.05 versus grupo control (CTRL).

Barra de escala en (A) = 10 pm.
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Figura 21. Localizacién histopatolégica de neumocitos TUNEL'. Los neumocitos
apoptoticos (flechas) se identifican mediante barrido microscopico a alta resolucion y
magnificacion. En la presente figura se muestran en micrografias de bajo aumento para
ilustrar su localizacion en contexto histologico. Para cada cepa de rata y grupo
experimental se muestran imagenes de campo claro (paneles superiores A-C y D-F), y
réplicas de las mismas imdagenes en los paneles inferiores respectivos, con los
neumocitos apoptoticos sefialados. Se puede apreciar visualmente el incremento de
frecuencia de los mismos en los animales expuestos a VOCs. Barras de escala = 50 um.
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Tabla 10. Densidad numérica de neumocitos TUNEL"

Strain  Group

Wistar  Control

Exposed

Rested

Brown

Norway Control

Exposed

Rested

Tunel” / mm®

631.36 + 84.09

1271.48 + 150.61

1441.38 £ 270.82

306.91 +75.31

1430.42 + 246.48

1479.75 £ 238.79

0.016*

0.012f

<0.001*

<0.001"

Mean A [95% CI]

- 640.12 [142.76, 1137.48]* -

05371 810.02 [206.60, 1413.44]  169.90 [-405.44, 745.24]"

- 1123.51 [512.06, 1734.96]* -

0.866¢ 1172.84 [561.38, 1784.29]  49.33 [-562.13, 660.78]"

Los datos presentados son la media + error estandar de la media para cada cepa y grupo

experimental. Mean A [95% CIJ: intervalo de confianza del 95% de la diferencia media

(tamano del efecto). *: grupo expuesto de punto de corte temprano ("Exposed") versus

grupo control. §: grupo expuesto de punto de corte tardio ("Rested") versus grupo

control. {: animales expuestos, punto de corte tardio versus temprano.
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DISCUSION
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En las ultimas décadas se ha visto incrementada la incidencia de
accidentes maritimos que han ocasionado vertidos de petréleo, las
comunmente denominadas mareas negras. Estos vertidos no solo han
causado desastres medioambientales ocasionando dafios casi irreparables
sobre la flora y la fauna de la zona de la catastrofe con unos costes millonarios,
sino que también se ha observado que son agentes nocivos que producen
problemas en la salud de las personas que participan en las tareas de limpieza
del fuel vertido.** 8! Posteriormente a las diferentes catastrofes maritimas con
vertidos de petrdleo, se realizaron estudios con el fin de evaluar la repercusion
de la inhalacion de vapores derivados del fuel sobre la salud humana,
enfocados principalmente en los efectos agudos y en los sintomas
psicologicos, y en menor medida en las alteraciones a largo plazo de la funcién
pulmonar. El dafo patolégico causado por VOCs derivados del fuel en los
pulmones aun no ha sido evaluado, debido a la reversibilidad de la mayoria de
los sintomas de la fase aguda pos-exposicion (cefaleas, irritacién faringea y
conjuntival, eritema, mareos, nauseas, etc...), y a la mas dificil accesibilidad al
estudio de las vias respiratorias inferiores y parénquima pulmonar. La mayoria
de los estudios con pacientes expuestos a compuestos volatiles derivados del

46. 58, 61. 62 Estog estudios se

petréleo se realizaron de manera ambulatoria.
centraron en la toma de muestras de sangre, condensado de aire exhalado y
mediciones espirométricas, los cuales fueron factibles con equipo
transportable. Sin embargo, el uso de un pletismografo corporal, una
tomografia computarizada o una biopsia endoscopica de pulmén seria 6ptimo
para explorar en profundidad y exactitud el dafio pulmonar producido.®?
Realizar estos analisis en extensas poblaciones de sujetos expuestos con
estos procedimientos y equipos complejos en un centro hospitalario de
referencia supone obvios inconvenientes logisticos y de coste, lo que podria

disminuir la captacion de sujetos para este tipo de estudios.
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La propuesta, al realizar este estudio experimental, fue profundizar en la
naturaleza del dafio pulmonar que podria subyacer a los hallazgos observados
en los sujetos que estuvieron expuestos a la inhalacion de VOCs del fuel
vertido por el buque Prestige, particularmente los sintomas recogidos y la
hiperreactividad bronquial dos afios tras la exposicion.?® ¢ ®2 Para ello se
sometieron a prueba dos cepas de rata y una de ratdn con el fin de determinar
la variabilidad del modelo experimental y seleccionar la cepa que mejor
representase los hallazgos observados en los humanos. Para esta finalidad,
los animales fueron expuestos a la inhalacion de VOCs generados a partir de
un fuel "tipo Prestige" durante un periodo de tres semanas en régimen diario de
lunes a viernes, y se compararon con grupos control paralelos de animales no
expuestos. Se evalud la reversibilidad de los sintomas y el dafio tisular en los
grupos expuestos, en dos puntos temporales de corte y recogida de datos: el
punto de corte temprano (al tercer dia, primer lunes, tras la finalizacion de la
exposicion) y el punto de corte tardio (tras o periodo de "lavado" en ausencia
de exposicion, de dos semanas de duracién). Con ello se pretendié emular,
con un inevitable factor exploratorio y de empirismo en el disefio del estudio,
una recogida de datos en fase "aguda" tras la finalizacién de la exposicién, y
una segunda recogida de datos tras un lapso de tiempo libre de exposicion,
como correspondio al principal estudio clinico-epidemioldgico realizado tras la
catastrofe del Prestige.”® °> ®2 En dicho estudio, el equipo investigador se
desplazé a los lugares afectados por la catastrofe empleando un autobus
habilitado como centro clinico ambulatorio mévil, para la captacion de sujetos
expuestos y no expuestos y la recogida de datos in situ. El proceso de disefio
del proyecto, evaluacion y concesion de financiacion, montaje de la compleja
logistica necesaria y su puesta en marcha condujeron a una recogida de datos
aproximadamente dos afios tras la catastrofe. Ello hizo al estudio ser Unico en

este campo y de especial interés, al demostrar la existencia de sintomas y

-96 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

signos patoldgicos en tracto respiratorio inferior, persistentes a los dos afios de

la finalizacion de las tareas de limpieza y exposicién a los VOCs.

En los resultados obtenidos sobre reactividad de las vias respiratorias
frente a broncoprovocacion inespecifica con metacolina, las ratas de la cepa
Wistar mostraron hiperreactividad tras la exposicién a la inhalacion de VOCs
generados a partir del fuel de caracteristicas equivalentes al vertido por el
buque Prestige, y el fendmeno persistio en el punto de corte tardio, tras el
periodo de dos semanas libres de exposicion. Para determinar si estos
resultados se debieron a una respuesta condicionada por la desviacién
inmunitaria constitutiva hacia respuestas adaptativas Tpeper tipo 1 (Th1)
caracteristica de la cepa Wistar, se reprodujeron los experimentos con el
mismo disefio de grupos (control es no expuestos, expuestos en corte
temprano y expuestos en corte tardio tras periodo de lavado) utilizando ratas
de la cepa Brown Norway, en las que existe una desviacion inmunitaria
constitutiva hacia respuestas adaptativas Tpeper tipo 2 (Th2). Las ratas de la
cepa Brown Norway expuestas a VOCs reprodujeron la hiperreactividad de
vias respiratorias mostrada por las ratas Wistar, tanto en el punto de corte
temprano como en el tardio, resultado que apoya la solidez del modelo en
cuanto a la representacion de una poblacion no consanguinea e
inmunolégicamente diversa como la humana, y en particular los sujetos que
estuvieron expuestos a la inhalacion de VOCs del Prestige durante las tareas
de limpieza. Por el contrario, no se reprodujeron estos resultados en los
ratones de la cepa C57/BL, en los cuales los ratones expuestos no mostraron
diferencias en la prueba de broncoprovocaciéon con metacolina en comparacion
con los ratones del grupo control no expuestos. Estos resultados en raton
coinciden observaciones previas que condujeron a estipulada que el ratén es
un modelo inestable para representar lesiones pulmonares derivadas de una

exposicién a un compuesto quimico.®, hecho atribuible a particularidades de
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esta especie en el metabolismo y la fisiologia pulmonar en comparacién con
otros mamiferos mas voluminosos como la rata. La rata ofrece una
representaciéon de anatomia y fisiologia respiratoria y cardiovascular mucho
mas cercana a la humana. Sin embargo el ratén, entre otras caracteristicas,
tiene un filtro nasal a la inhalacion de altisima eficiencia, una ramificacion y
distribucion diferente de las vias respiratorias intrapulmonares, y una practica
ausencia de una red funcional de circulacién bronquial sistémica (es decir, la
irrigacion sanguinea del aparato respiratorio en el raton procede de forma
practicamente exclusiva de la circulacion pulmonar procedente del ventriculo

derecho).®*

Dados los hallazgos sobre incremento de la reactividad bronquial frente a
broncoprovocacion inespecifica con metacolina en humanos, y el desarrollo de
hiperreactividad bronquial franca y sostenida en el punto de corte tardio tras la
exposicion a VOCs seguida de periodo de lavado que se obtuvo en ambas
cepas de rata, una hipotesis obvia planteada fue que esta hiperreactividad
bronquial estaria asociada a inflamacion y remodelacion de vias respiratorias.
Sin embargo, contrariamente a esta hipoétesis originalmente planteada en el
inicio del proyecto, los efectos de la exposicion a VOCs resultaron ser
"silentes" en las vias respiratorias de conduccion intrapulmonar; es decir, no se
observaron infiltrados inflamatorios ni signos histopatoldgicos de remodelacion
tisular en la pared de las vias respiratorias de los animales expuestos. En el
analisis del BAL, no se encontraron diferencias en la fraccion sobrenadante en
cuanto a la concentracion de citoquinas inflamatorias analizadas entre los
animales de los grupos expuestos y los animales control no expuestos, ni
evidencia de inflamacién en los recuentos leucocitarios diferenciales. Estos
datos estan en concordancia con los resultados de los estudios que se
realizaron en humanos que participaron en las tareas de limpieza del vertido de

fuel del Prestige, que revelaron un aumento de la frecuencia de los sintomas
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respiratorios en el tracto superior e inferior’® e hiperreactividad bronquial,®* *®

062 con apenas diferencia frente a la espirometria basal®® y con
concentraciones mas altas de los factores de crecimiento VEGF y FGF asi
como del marcador de estrés oxidativo 8-isoprostano en condensado de aire
exhalado, pero ninguna evidencia de actividad inflamatoria.®® ® EI mecanismo
que caus6 la hiperreactividad de las vias respiratorias podria ser por tanto
independiente de inflamacion pulmonar y producirse mediante algun
mecanismo alternativo. Al analizar las secciones de tejido de los animales bajo
distintas tinciones, las muestras de los grupos de animales expuestos no
mostraron diferencias sugerentes de procesos de remodelacion de vias
respiratorias. No existieron hallazgos relevantes en el analisis referente a la
produccion de moco o a hiperplasia de células caliciformes en las muestras
tefidas mediante técnica PAS, asi como tampoco en el depésito de matriz
extracelular como reflejo de fibrosis subepitelial en las muestras tefidas
mediante tricromico de Masson, ni en la masa de musculo liso en las muestras
tefidas con hematoxilina-eosina. En un trabajo previo en otro ambito se
describié un incremento del numero de macréfagos pulmonares en el fluido del
BAL y un incremento de la produccién de moco en los pulmones de animales
expuestos a vapores de aceite cocinado.[Wang, 2010 #6] Esta respuesta
celular puede ser plausible debido al relativo tamafo de las particulas
derivadas de la combustion, lo cual permite a los macréfagos fagocitar estas
sustancia particulada externa. Por el contrario, los VOCs objeto de la
exposicion en el presente estudio no son materia conformada en particulas
sino agentes volatiles de bajo peso molecular, previsiblemente demasiado
pequenos para desencadenar una respuesta inmunitaria celular mediada por
macréfagos. Estas moléculas carecen asimismo de los epitopos peptidicos y
masa molecular necesarios para ser procesados y presentados como

antigenos e inducir una respuesta inmunitaria adaptativa vehiculada por células
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T CD4" efectoras especificas. En ciertas determinaciones realizadas sobre
voluntarios expuestos a VOCs, se encontré un aumento en los mediadores del
estrés oxidativo.®> " Esto puede ser una consecuencia general e inespecifica
de dafio tisular pulmonar no vehiculado a través de una respuesta inmunitaria
celular, o puede resultar asimismo de una colonizacién microbiana favorecida

por unas estructuras tisulares dafiadas.

De forma inesperada y no planteada en las hipétesis de partida del estudio,
se observo como hallazgo histopatoldgico relevante el desarrollo de un peculiar
patrén de enfisema pulmonar periférico, en localizacion subpleural, en ambas
cepas de rata expuestas. Este enfisema se encontraba ya presente en el punto
de corte temprano tras la exposicion, e incrementado en el punto de corte
tardio tras periodo de lavado, reflejando por tanto una tendencia a su
persistencia y extensién tras la finalizacion de la exposicion. Asi como no se
obtuvo evidencia de actividad inflamatoria en vias respiratorias, este enfisema
pulmonar subpleural fue también observado en ausencia de cualquier signo
histopatoldgico de actividad inflamatoria. La evaluacion mediante morfologia
cuantitativa del enfisema mostré areas dafiadas en los pulmones de todas los
ratas expuestas. Se observé una disminucion significativa en la densidad
volumétrica del parénquima pulmonar en esta regién, medida mediante
extraccioén digital de las paredes alveolares por técnicas de procesamiento de
imagen microscopica del parénquima pulmonar, o mediante el parametro
clasico L,,, menos sensible. El hecho de que el enfisema se observase en
ambas cepas de rata con distinta desviacion inmunitaria constitutiva, sugiere
que el proceso de destruccion pulmonar no fue producido a través de una
respuesta inmunitaria adaptativa. La presencia de este enfisema pulmonar, en
su peculiar localizacion limitada subpleural respetando la estructura del resto
de los pulmones, puede proporcionar una explicacion mecanica a la presencia

de hiperreactividad de vias respiratorias frente a la broncoprovocacion
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inespecifica con metacolina. Segun estudios realizados sobre los mecanismos
de obstruccion al flujo aéreo e hiperreactividad bronquial, uno de los factores
mecanicos contribuyentes es la alteracion de la interdependencia via aérea-
parénquima; es decir, la disminucién de la fuerza de retraccion elastica debida
a la destruccion de parte del parénquima pulmonar hace a las vias respiratorias

mas colapsables y con ello mas sensibles a estimulos broncoconstrictores.®* &

Este fenomeno también fue descrito en pacientes con EPOC,®"

y se ha
propuesto que la reactividad de las vias respiratorias en pacientes con EPOC
puede estar primariamente determinada por las modificaciones mecanicas
derivadas de la destruccion del parénquima pulmonar, y no directamente por la
inflamacion de las vias respiratorias.?® En el trabajo de la presente tesis, no se
encontré ninguna evidencia de actividad inflamatoria en las vias respiratorias ni
en el parénquima pulmonar de los animales expuestos a VOCs, a través de los
examenes realizados (recuentos leucocitarios totales y diferenciales en BAL,
medicidon de concentracion de citoquinas en sobrenadante de BAL y examen
histopatolégico directo de secciones pulmonares). En ausencia de inflamacion
pulmonar y sin evidencia asimismo de remodelacién de las vias respiratorias,
el enfisema pulmonar subpleural hallado, que engloba a los pulmones en toda
su periferia, puede ser la causa de la hiperreactividad de vias respiratorias
detectada en los animales expuestos. La posible traslacion de este hallazgo y
mecanismo a sujetos humanos expuestos a inhalacién de VOCs en altas dosis
tras catastrofes del tipo de la del buque Prestige es especulativa, dada la
inexistencia de estudios de imagen pulmonar en poblaciones de este tipo,
mediante las técnicas que serian necesarias (TAC de alta resolucién) para la
deteccion de un enfisema pulmonar que podria no ser intenso, y con
distribucion limitada a la regidn subpleural si se reprodujese el patron

observado en los animales.
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Para obtener evidencia adicional sobre la produccion de enfisema pulmonar
y una exploracién basica de su mecanismo, se procedid a la deteccion de
neumocitos apoptoticos empleando para ello la técnica denominada TUNEL,
que identifica el ADN fragmentado por caspasas como estadio final que
conduce a la muerte celular programada. Previamente a este estudio se habia
publicado que la exposicion a VOCs derivados de fuel puede inducir dafio en el
ADN de las células pulmonares de aves similar al descrito en células de la
sangre de las personas que asimismo estuvieron expuestas.”” Un actumulo
elevado de dafio de ADN en el pulmon puede inducir apoptosis de las células
estructurales, lo cual es un mecanismo de produccién de enfisema.” ' Para
investigar esta posibilidad, se aplico en el presente estudio la técnica de
TUNEL sobre secciones pulmonares de los grupos de ratas expuestas y
grupos control. Los grupos control, tanto de las ratas de la cepa Wistar como
de las ratas Brown Norway, mostraron una determinada frecuencia basal de
neumocitos TUNEL", atribuible al mecanismo fisioldégico de recambio celular
para el mantenimiento de la homeostasis tisular. sobre esta linea de base, las
ratas de ambas cepas expuestas a VOCs mostraron un incremento significativo
en la frecuencia de neumocitos TUNEL®, particularmente en las zonas de
parénquima pulmonar adyacentes a las areas de enfisema. Dada la evidencia
de dano de ADN en distintos sistemas organicos y especies tras la exposicion
a los VOCs del fuel derramado por el buque Prestige,”® se puede razonar que
el dafio infligido en los neumocitos podria desarrollarse progresivamente desde
estadios tempranos tras la exposicion, sin una contribucién directa del sistema
inmunitario, lo cual es coherente con el "silencio" de actividad inflamatoria
observado en este estudio experimental en ambos puntos de corte de
obtencion de datos, y consistente con los datos recogidos en los estudios
sobre los sujetos humanos expuestos. Una vez sobrepasado cierto umbral de

dafo acumulado de ADN, se desencadenaria apoptosis a través de las vias de
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muerte celular programada pre-programadas a este efecto. La localizacion
subpleural del enfisema, es decir, en la region mas periférica de intercambio de
gases del parénquima pulmonar, puede ser explicable por el bajo peso
molecular y naturaleza volatii de los VOCs, los cuales no son materia
particulada y pueden no tener interaccion biolégica significativa a lo largo de
todo el arbol de vias aéreas de conduccion hasta las mas periféricas, y se
concentrarian en el "fondo de saco" que supone la zona pulmonar mas
periférica, en la cual el flujo de aire alcanza un valor de practicamente cero

durante la ventilacion.

En resumen, como recoleccion de los hallazgos mas relevantes en el
presente estudio, la exposicion experimental a VOCs generados a partir de fuel
"tipo Prestige" origind hiperreactividad bronquial, la cual fue persistente tras un
periodo de lavado posterior a la exposicion. Dicha hiperreactividad bronquial se
produjo en ausencia de signos de actividad inflamatoria y remodelacién de vias
respiratorias, y se asocié al desarrollo de un peculiar patron de enfisema
pulmonar de localizacién subpleural. Aunque los datos sobre los efectos
bioldgicos y clinicos de la exposicién a VOCs son en general escasos, la
informacion existente sugiere que los VOCs pueden producir dafio de ADN en
zonas organicas de estacionamiento o concentracion de los mismos, como
puede ser la region mas periférica del aparato respiratorio. A partir de cierto
umbral, el acumulo celular de dafio de ADN puede por si mismo desencadenar
apoptosis a partir de vias pre-programadas de muerte celular. Es por ello
plausible que el enfisema pulmonar observado en este estudio no sea
resultado de una respuesta del sistema inmunitario y se haya producido, en
coherencia con las observaciones realizadas, en completa ausencia de
inflamacién. Dicho enfisema, puede asimismo proporcionar una explicacion
mecanica a la presencia de hiperreactividad bronquial, al disminuir la retraccion

elastica del parénquima pulmonar de una forma envolvente y alterarse el
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equilibrio de fuerzas denominado interdependencia entre via aérea y

parénquima pulmonar.

Resumen y consideraciones finales

El 19 de noviembre del 2002, el petrolero Prestige se hundio frente a las
costas gallegas, produciéndose el vertido de parte de las 77.000 toneladas de
fuel pesado que transportaba, ocasionando uno de las mayores catastrofes
medioambientales de la historia. Con el fin de limpiar las costas afectadas,
alrededor de 300.000 personas participaron en las tareas de limpieza,
realizandose la mayoria de manera manual. A raiz de la catastrofe se llevaron
a cabo varios estudios para determinar el dano ocasionado por la inhalacién de
VOCs derivados del fuel en las personas implicadas en estas labores de
limpieza, en los que se observaron efectos persistentes en el sistema
respiratorio, entre otros sintomas. Por ello el objetivo principal de este proyecto
fue desarrollar un estudio experimental de patologia pulmonar producida por la
exposicion a fuel tipo “Prestige”, utilizando un modelo animal con la finalidad de

explorar los mecanismos de patologia pulmonar persistente.

La puesta en marcha de este estudio requirié una compleja colaboracién
multidisciplinar entre varias entidades implicadas de la academia y la industria.
Exploratoriamente se seleccionaron para la exposicion a VOCs cepas de rata y
ratén con distinto perfil constitutivo de respuesta inmunitaria adaptativa, en
prevision de una respuesta variable y no predecible a priori, bajo la idea de
partida de que los efectos de la inhalacién de VOCs estarian de forma
importante vehiculados a través de vias efectoras del sistema inmunitario.
Asimismo, con la finalidad de representar los efectos inmediatos tras la
exposicion y los efectos presentes tras un periodo libre de exposicion,

emulando la recogida de datos tras un lapso posterior a la exposicion en el
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principal estudio epidemiolégico realizado en las areas afectadas por el vertido,
se disefid este estudio experimental con dos puntos de corte y recogida de
datos, temprano y tardio respectivamente. Para llevar a cabo la exposicion
experimental, se diseid ad hoc un sistema de generacion de VOCs e
inhalacion controlada, en colaboracién con la compaiia britanica Electro-
Medical Measurement Systems (EMMS, London, UK), la cual realizé a su vez
consultas de asesoria con la Sociedad Britanica de Toxicologia. El equipo
constd basicamente de una camara de vaporizacion de fuel y una torre de
exposicion de flujo vertical, disefiada para estudios de farmacologia vy
toxicologia inhalatoria en roedores de laboratorio, con la que se garantizaba la
exposicion controlada y homogénea en todos los roedores. Con la finalidad de
que el fuel y VOCs derivados representasen cercanamente el vertido del buque
Prestige, se conté con la colaboracién de Repsol S.A., entidad que en la
refineria experimental de su centro de |+D+i sintetizé un fuel para la finalidad
de este estudio. Adicionalmente, la composicion en VOCs del aire suministrado
por el equipo experimental a los puertos de inhalacién de los animales se
verificd mediante espectrometria de gases, a través de la asesoria y prestaciéon
de este servicio por los Servizos de Asistencia a Investigacion (SAl) de la
Universidade da Coruna, donde se llevd a cabo un analisis estandar de
contenido BTEX (benceno, tolueno, etil-benceno y xilenos) en la totalidad del
aire suministrado en una sesion de exposicion completa, y se compararon los
resultados con las mediciones de campo realizadas por el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (Ministerio de Ciencia y Educaciéon, Gobierno de

Espaia) sobre los vertidos de la catastrofe durante las tareas de limpieza.

En los animales expuestos en comparacion con controles no expuestos, se
realizaron mediciones de reactividad bronquial a metacolina mediante un
equipo de ventilacion mecanica y funcion pulmonar para roedores de

laboratorio. Seguidamente, en las muestras biolégicas obtenidas de los
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animales, se llevd a cabo el analisis de la respuesta inmunitaria y analisis
estructural de remodelacién patolégica de estructuras pulmonares, con los
resultados referidos. En concordancia con los datos obtenidos en sujetos
humanos, los animales expuestos a los VOCs del fuel desarrollaron
hiperreactividad de vias respiratorias que se mantenia en el punto tardio de
corte de datos, tras un periodo de lavado libre de exposicion. Sin embargo,
contrariamente a las hipoétesis de partida del estudio, no se hallé en asociacion
a tal hiperreactividad de vias respiratorias ninguna evidencia de respuesta
inmunitaria, inflamacién ni remodelacién de vias respiratorias en los animales
expuestos. Como hallazgo inesperado, se observé y midi6 mediante morfologia
cuantitativa una forma peculiar de enfisema pulmonar de distribucion
subpleural en estos animales, la cual puede proporcionar una explicaciéon
mecanica al fendmeno de la hiperreactividad de vias respiratorias en ausencia
de inflamaciéon y remodelacion. El hallazgo de esta forma de enfisema nos
condujo, como verificacion adicional y exploracién de su mecanismo de
produccion, al analisis mediante técnica de TUNEL y morfologia cuantitativa en
secciones pulmonares, de la frecuencia de apoptosis de neumocitos en las
paredes alveolares, obteniéndose un resultado positivo consistente con la
presencia del enfisema. Este conjunto de datos, junto con la evidencia
previamente publicada de que los VOCs del vertido del buque Prestige
producian dafo en el ADN de animales y humanos en distintas localizaciones
organicas, conduce a sugerir que el enfisema pulmonar subpleural se produce
por apoptosis de neumocitos, la cual es a su vez inducida por activacion de
vias de muerte celular programada una vez sobrepasado cierto umbral de dafio
de ADN en esta regién distal del aparato respiratorio, susceptible

probablemente a una retencioén local y mayor efecto de los VOCs.

La traslacion de estos resultados a los humanos expuestos a la inhalacion

de VOCs tras la catastrofe del buque Prestige o eventos similares es

- 106 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

especulativa en el momento del cierre de la presente tesis doctoral, y plantea
complejas cuestiones sobre la pertinencia, logistica y coste-efectividad de un
estudio orientado a esta finalidad, al menos en el caso especifico Prestige, las

cuales superan el alcance de esta tesis.

-107 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

- 108 -



ESTUDIO EXPERIMENTAL PRESTIGE Marta Villarnovo Cerrillo

CONCLUSIONES
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1. El abordaje multidisciplinar del presente proyecto, incluyendo la
colaboracién con Repsol (sintesis de fuel tipo "Prestige" en la refineria
experimental de su centro de Innovacion y Desarrollo), EMMS (soporte de
ingenieria para el diseiio y construccién del equipo de exposicion y
consultoria con la Sociedad Britanica de Toxicologia) y los Servicios de
Apoyo a la Investigacion de la Universidade da Corufia (analisis mediante
espectrometria de gases y validacion de los VOCs en los puntos de
exposicion inhalatoria de los animales de experimentacion) permitieron
desarrollar un modelo experimental representativo, dentro de las
posibilidades alcanzables a través de estos recursos, de la exposicion a
VOCs ocurrida durante las tareas de limpieza de costas tras la catastrofe
del buque Prestige.

2. Las cepas de rata Wistar y Brown Norway mostraron hiperreactividad de
vias respiratorias frente a la broncoprovocacion con metacolina en el
momento de medicién inmediata tras finalizar el periodo de exposicion a
inhalacién de VOCs. Dicha hiperreactividad bronquial se mantuvo tras el
periodo de lavado, libre de exposicion. Estos hallazgos pueden reflejar la
tendencia a la hiperreactividad bronquial, como expresiéon cuantificada
asociada a sintomas respiratorios, observada en los humanos expuestos a
los VOCs del fuel del Prestige en el estudio epidemiolégico realizado tras
un lapso de tiempo una vez finalizada la exposicion.

3. En ninguna cepa de animales expuestos se observaron signos de
respuesta inmunitaria efectora con inflamacion, mediante las técnicas de
examen histopatolégico pulmonar, determinacion de recuentos
leucocitarios diferenciales en lavado broncoalveolar, o analisis de
concentracion de citoquinas en el mismo.

4. Ninguna de las cepas expuestas de animales mostré signos

histopatolégicos de remodelacion de vias respiratorias. Sin embargo, al
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nivel del parénquima pulmonar, las cepas de rata Wistar y Brown Norway
mostraron una forma atipica de enfisema pulmonar, de distribucion
periférica (subpleural). El analisis de secciones pulmonares mediante la
técnica TUNEL mostré una frecuencia incrementada de apoptosis de
neumocitos en las regiones afectadas por el enfisema pulmonar,
proporcionando una demostracién adicional y mecanicista de la produccion
de este enfisema. La presencia de dicho enfisema circundando la periferia
del parénquima pulmonar puede desde un punto de vista mecanico explicar
la hiperreactividad bronquial en ausencia de inflamaciéon y remodelacion
directa de vias respiratorias, mediante wuna alteracibn de la
interdependencia mecanica entre vias respiratorias y parénquima pulmonar
con facilitacion de la oclusién de vias respiratorias distales frente a un
estimulo colinérgico, y generacion de obstruccién al flujo aéreo en la
prueba de metacolina. Los mecanismos inductores de apoptosis de
neumocitos y produccion de este patron peculiar de enfisema pulmonar se
escapan del alcance del presente estudio, pero datos publicados
previamente sobre la capacidad de los VOCs del evento Prestige para
producir dafio de ADN sugieren que éste puede ser el evento primario
desencadenante de apoptosis de neumocitos en la region mas distal del
aparato respiratorio, probablemente proclive a una mas intensa
concentraciéon y efecto de agentes téxicos volatiles, no particulados y de
bajo peso molecular. No existen datos que permitan corroborar si este
hallazgo, detectado en el modelo experimental, representa un fendémeno
fisiopatoldgico que efectivamente ocurra en humanos expuestos a

inhalacion de VOCs en catastrofes de esta naturaleza.
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Anexo 1

Protocolo técnica TUNEL






HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I

P SANT PAU

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

I

sant

Unitat de Pneumologia Experimental - STANDARD OPERATING PROCEDURE

SOP Title:
In situ TUNEL apoptosis detection: peroxidase staining on paraffin-embedded tissue sections
Effective Date: Version # Page:
2011-01-07 000801.02 lof7
Table of Contents
1. Materials 2
2. Equipment 2
3. Praparation of reagents 3
4. Protocol 5
5. SOP historical file 7




HOSPITAL DE LA
SANTA CREU I

SANT PAU

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

' =1 sant

Unitat de Pneumologia Experimental - STANDARD OPERATING PROCEDURE

SOP Title:
In situ TUNEL apoptosis detection: peroxidase staining on paraffin-embedded tissue sections
Effective Date: Version # Page:
2011-01-07 20f7
1. Materials
= 1-Butanol Forceps
= Anti-digoxigenin-peroxidase (ApopTag® Hydrogen peroxyde, 30% stock
part #03) Methyl green
=  Centrifuge tubes, 50 ml Pasteur pipettes
= Control slides (ApopTag® part #07 or
PBS
custom controls)
= DARB dilution buffer (ApopTag® part Permount )
#09) Plastic coverslips (ApopTag® part #06)
= DAB substrate (ApopTag” part #08) Protein digesting enzyme (proteinase K)
* ddH20 Reaction buffer (ApopTag” part #02)
= Eppendorf tubes Stop buffer (ApopTag® part #04)
= Equilibration buffer (ApopTag® part Syringe filter 0.2 pm
#01) Syringe, 10 ml
= Ethanol (3 recycling bottles for ®
dehydration) TdT enzyme (ApopTag ™ part #03)
Xyl 3 ling bottles f
* Ethanol (4 recycling bottles for yene (- TECYCing botiles tor
X dehydration)
deparaffination)
. . Xylene (3 recycling bottles for
Filter paper deparaffination)
2. Equipment
= Coplin jar (40 ml, up to 10 slides) Microscope
* Diamond pen PH-meter

Fume hood

Humid chamber
Hydrophobic pen

Incubator (37°C)
Micropipette (100-1000 pL)
Micropipette (10-100 pL)

Pipette tips (blue & yellow)

Slide flat support

Slide rack

Staining dishes (300 ml, minimum 10)

Timer
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3. Preparation of reagents

3.1. Protein digesting enzyme (proteinase K):

A. Preparation of stock enzyme:

e Resuspend lyophilized enzyme in 1.25 mL of sddH,O for a final concentration of 20

mg/ml.

e Prepare aliquots of 125 pL.

e From each of these aliquots (one at a time as needed) prepare and store 20 pL vials of 5

mg/ml enzyme (dilute the aliquot to 500 and prepare 25 vials of 20 pL).

B. Preparation of working enzyme:

e Thaw a 20 pL vial of 5 mg/ml enzyme and dilute it to 5 mL with PBS. This provides

working enzyme enough to apply on more than 40 slides.

3.2. Working H202:
e Dilute 10-fold the 30% stock H,O, with PBS (final concentration 3%).
e For a 40 ml coplin jar (8 slides): 4 ml of 30% H,0, + 36 mL PBS.

e Prepare fresh prior to use.

3.3. Working TdT enzyme:

e The concentrated TdT enzyme must be diluted with reaction buffer prior to use.

e Mix in a ratio of 70% reaction buffer (ApopTag® part #02) to 30% enzyme (ApopTag®
part #03). Do not let the enzyme stock warm up to room temperature (it does not freeze

at —20°C, storage temperature).
e Estimated volume needed for lung sections: 50 pL/slide.
e For a 10-slide experiment: 280 uL Reaction buffer + 120 pL enzyme.

e Stable for 6 hors maximum on ice.




IOIEREA [
&P SANT PAU e Sant

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

Unitat de Pneumologia Experimental - STANDARD OPERATING PROCEDURE

SOP Title:
In situ TUNEL apoptosis detection: peroxidase staining on paraffin-embedded tissue sections
Effective Date: Version # Page:
2011-01-07 000801.02 40of 7

3.4. Working stop buffer:
e Dilution factor: 1/35 with ddH,0O.
e For a 40 ml coplin jar: 1.1 ml stop buffer (ApopTag® part #04) + 38.9 mL ddH,O.

e Stable for up to a year at 4°C in glass or plastic container.

3.5. Working peroxidase substrate:
e Dilution ratio: 1 pLL. DAB substrate : 49 uL Dilution buffer

e For a 10-slide experiment: 392 pL. Dilution buffer (ApopTag® part #09) + 8 uL DAB
substrate (ApopTag® part #08)

e Store in the dark at room temperature until use. Stable for 7 days at room temperature or
14 days at 4°C.

3.6. Methyl green counterstain:
e 0.5% (w:v) methyl green in 0.1M sodium acetate:

A. Preparation of 0.1M sodium acetate, pH 4.0: Dissolve 1.36 g of sodium acetate
(crystal, NaCH3COO*3H,0) in 80 mL of ddH,0. Adjust pH to 4.0 with acetic acid. Add
ddH,O0 to a final volume of 100 mL.

B. Dissolve 0.5 g of methyl green in the sodium acetate solution and store at room
temperature.

e  Filter through a 0.2 filter prior to use.
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4. Protocol
(Estimated time: 6 hours 30 min.)
1. Design experiments of 20 slides maximum including controls.

Do not heat in 60°C oven prior to xylene deparaffination.

2. Deparaffinize tissue sections (under fume hood):
2.1. Wash in xylene 5 min. x3 times.
2.2. Wash in 100% ethanol 5 min. x2 times.
2.3. Wash in 95% ethanol 3 min.
2.4. Wash in 70% ethanol 3 min.
2.5. Wash in PBS 5 min.

3. Mark tissue boundaries with diamond pen on the reverse of each slide and circle tissue
boundaries with hydrophobic pen. Return to PBS.

4. Pretreat tissue:
4.1. Transfer slides to humid chamber.
4.2. Apply working protein digesting enzyme.
4.3. Incubate for 15 min. at 37°C.
4.4, Wash in two changes of ddH,O for 2 min. each.

5. Quench endogenous peroxidase:
5.1. Inmerse in 3% H202 for 5 min. in coplin jar (4 ml of 30% H,0, + 36 mL of PBS).
5.2. Wash in PBS 5 min. x2 times.

6. Apply equilibration buffer:

6.1. One slide at a time, tap off excess liquid, dry around section and transfer to humid
chamber.
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6.2. Apply equilibration buffer (ApopTag® part #01) immediately and cover section with
plastic coverslip.

6.3. Incubate at least for 10 sec. This is an optional stopping point (up to an hour at 4°C).

7. TdT enzyme reaction:
7.1. One slide at a time, tap off excess liquid and dry around section.
7.2. Apply working TdT enzyme immediately, except to negative control.
7.3. Cover section with plastic coverslip.
7.4. Incubate at 37°C for 1 hour.
7.5. Stop reaction by transfering the slides to a coplin jar containing working stop buffer.

7.6. Agitate for 15 sec. and incubate for 10 min. at room temperature. This is an optional
stopping point: The slides can be stored in 70% ethanol at —20°C for 3 days or more.

7.7. Make at this point an aliquot of anti-digoxigenin peroxidase from the stock bottle
(ApopTag® part #05), sufficient for the number of slides to be processed (400 pL for
an 8-slide experiment). Let it equilibrate room temperature.

7.8. Wash the slides in PBS 1 min. x3 times.

8. Apply anti-digoxigenin conjugate:

8.1. One slide at a time, tap off excess liquid, dry around section and transfer to humid
chamber.

8.2. Apply anti-digoxigenin peroxidase.
8.3. Cover section with plastic coverslip.
8.4. Incubate 30 min. at room temperature.
8.5. Wash in PBS 2 min. x4 times.

9. Development:

9.1. One slide at a time, tap off excess liquid, dry around section and transfer to humid
chamber.

9.2. Apply working peroxidase substrate immediately.
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9.3. Incubate while monitoring reaction under the microscope.
9.4. Stop reaction by inmersing in ddH20 and washing 1 min. x3 times.
9.5. Leave at least 5 min. in ddH20.

10. Methyl green counterstain (under fume hood):
10.1. Transfer slides to humid chamber. Tap off excess liquid and dry around section.
10.2. Apply methyl green on sections with a syringe using a 0.2 pm filter.
10.3. Incubate 10 min.

10.4. Transfer slides to a rack and dip 10 times into 2 washes of ddH,O, followed by 30

seconds without agitation in a third wash (all washes in staining dishes).

10.5. Wash in 3 changes of 100% 1-butanol, dipping the rack 10 times in the first and

second washes, followed by 30 seconds without agitation in the third wash.

11. Mount slides (under fume hood):

11.1. Dehydrate specimens by moving through 3 baths of xylene (skip the usual

dehydration steps with ethanol, since the methyl green would destain).
11.2. Mount with Permount.

11.3. Leave on a flat surface for at least 24 hours before vertical storage.

5. SOP HISTORICAL FILE

Version No. Ef]f)e:ttéve Section Modification(s)/Revision(s)
01 2001-09-09 N/AP Original version.
02 2011-01-07 N/AP Revised version.




