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Introduccion

1.- INTRODUCCION

1.1.- Evaluacion de la neurotoxicidad inducida por compuestos quimicos

La neurotoxicologia estudia el conjunto de alteraciones funcionales o estructurales
inducidas por la exposicion a agentes quimicos, biolégicos o fisicos que afectan al
sistema nervioso (SN) (OTA 1990, OECD 2000). Pequefios cambios anatomicos,
bioquimicos o fisiolégicos en el SN pueden derivar en efectos adversos para la salud
humana. Los cambios bioldgicos, responsables de la alteracién funcional y estructural del
SN provocados por la exposicidn a un agente neurotdxico, son observables después de
que el toxico entre en el organismo, circule en él y llegue a su sitio de accion déonde
interaccionara con dianas especificas. Aquellas sustancias que atraviesen la barrera
hematoencefalica (BHE) pueden afectar al SN. Es por esto, que durante el desarrollo,
cuando la BHE no esta totalmente formada, el SN es especialmente vulnerable a ser
atacado por agentes toxicos. Las neuronas son especialmente vulnerables a los agentes
neurotéxicos ya que contienen multitud de elementos que pueden actuar como dianas de
accién. Las consecuencias derivadas de la exposicidén a un agente neurotéxico dependen
de la concentracién del compuesto, de la frecuencia y duracién de la exposicion, de la
diana donde actua y de la via neuronal afectada. Debe tenerse en cuenta que la
respuesta neurotdxica a una exposicién Unica a dosis elevadas del toxico no predice la
existencia ni el tipo de respuesta que puede producirse tras exposiciones repetidas a

bajas dosis del mismo compuesto.

El dafio neurotdxico puede clasificarse en 4 tipos segun cual sea la diana del agente
téxico (figura 1.1). Asi pues, podemos hablar de neuronopatia o muerte global de la
neurona (asociada a una proliferacion astrocitica), de axonopatia, de mielinopatia o de
toxicidad en la transmision cuando las neuronas, los axones, las células mielinizantes o la
transmisién nerviosa son las dianas de accion del agente neurotdxico, respectivamente
(Anthony et al. 2001).
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Figura 1.1.- Patron del dafio neurotéxico. Esquema modificado de Anthony et al. 2001
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Los efectos neurotéxicos son observables a 4 niveles de organizacion del SN: a nivel
neuroquimico, anatémico, fisiolégico y de comportamiento. A nivel neuroquimico, los
efectos neurotdxicos pueden traducirse en la inhibicion de la sintesis y degradacion de
neurotransmisores, en la alteracion del flujo de iones a través de la membrana, en la
alteracion de la liberacién de neurotransmisores en las terminales nerviosas, etc. A nivel
anatoémico, los efectos neurotdxicos pueden afectar al cuerpo neuronal, al axén o a la
capa de mielina. A nivel fisioldgico, los cambios inducidos pueden afectar los umbrales de
activacion neuronal o reducir la velocidad de la transmision nerviosa. Finalmente, las
alteraciones a nivel de comportamiento pueden afectar a los sentidos (oido, vista y tacto);
a las funciones motoras y cognitivas (memoria, aprendizaje y atencion); provocar cambios
en el estado de animo, desorientacion (personal, temporal o espacial) o alteraciones en

los sentimientos y pensamientos (US EPA 1998).

Los agentes toxicos pueden ser clasificados en agentes primarios o secundarios segun si
no requieren o requieren ser metabolizados para poder interaccionar con sus dianas,
respectivamente. Por otro lado, los efectos adversos pueden ser directos o indirectos
segun si los compuestos o sus metabolitos actuan directamente sobre alguna diana
localizada en el SN o, por el contrario, lo hacen sobre las dianas localizadas fuera del SN
aunqgue su accion repercuta a nivel del SN, respectivamente. La definicion de los efectos
adversos indirectos generalmente deriva de las exposiciones Unicas a dosis elevadas del
compuesto toxico cercanas a la dosis letal. (US EPA 1998, OECD 2000).



Introduccion

Recientemente, la Unién Europea ha aprobado una nueva legislacion para el Registro, la
Evaluacién y la Autorizacion de Compuestos Quimicos (REACH) computados en unos
30.000 compuestos. El objetivo principal de esta normativa europea es asegurar un
elevado nivel de proteccion de la salud y del medio ambiente en relacion con la
circulacion de sustancias, existentes o nuevas, fabricadas o importadas, en la Unién
Europea. Para ello, se ha creado un sistema integrado unico de registro, evaluacién y
autorizacidn de sustancias quimicas, incluidas aquellas sustancias que representen un
peligro toxicoldgico. Este puede ser el caso de sustancias cancerigenas, de sustancias
persistentes, bioacumulables y toxicas, y sustancias con efectos irreversibles sobre el ser
humano y el medio ambiente como por ejemplo los alteradores endocrinos
(http://europa.eu/index_es.htm, Council of the European Union, 2005, Combes et al.
2006). Los productos quimicos contribuyen en mejorar las condiciones de vida humana al
mismo tiempo que pueden perjudicarla. Se estima que entre el 3 y el 28 % de todos los

compuestos quimicos existentes son potencialmente neurotéxicos (EPA 1998).

En la actualidad, existen distintas directivas internacionales propuestas por la Comunidad
Europea y por la Organizacion Econdmica de Cooperacién y Desarrollo (OECD,
Organization for Economic Co-operation and Development) para la evaluacion de
neurotoxicidad. Estas directivas regulan la utilizacion de ensayos en modelos animales
para evaluar las funciones neuronales de comportamiento asi como métodos
neuropatoldgicos, neurofisiolégicos y neuroquimicos. Los marcadores o “end-points”
utilizados para evaluar las alteraciones en el comportamiento estan relacionados con la
evaluacion de la actividad motora, de las funciones neuromotoras y sensoriales, del
proceso de aprendizaje, de la memoria y atencion, y del efecto de los farmacos. Los
marcadores utilizados para evaluar las alteraciones neurofisiolégicas se centran en el
analisis de la actividad eléctrica del SN mediante la determinacion de la funcion de los
nervios periféricos, de la actividad convulsionante, de los potenciales sensoriales
evocados y de los reflejos, electroencefalografico y electromiografico, del funcionamiento
de los canales iénicos y de la transmision sinaptica, de la deteccion de las alteraciones
neurologicas que afecten al musculo esquelético o a los nervios periféricos. Por ultimo,
los métodos utilizados para la evaluacién de las alteraciones neuroquimicas incluyen la
determinacion de parametros bioquimicos generales, de la inhibicion de enzimas
especificas como por ejemplo la acetilcolinesterasa (AChE) o la esterasa diana de
neuropatias (NTE), de marcadores especificos celulares, de marcadores de las

alteraciones a nivel estructural y de los factores neuroendocrinos, principalmente a nivel
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de hipotdlamo (WHO 2001). De manera especifica, existen ensayos regulados para
evaluar la toxicidad de los compuestos organofosforados (OP) con potencial de inducir la
polineuropatia retardada, basados en el ensayo bioquimico de actividad de esterasas
neurales, en la evaluacion de la aparicién de necrosis en la médula espinal o cerebro y en
un examen histopatoldgico del cerebelo, de la médula oblongata y espinal, y de los
nervios periféricos (Dir 96/54/EC B37 y B38; OECD n° 418 y 419). Otra regulacion
especifica, es la que regula la recogida, el almacenamiento, el transporte y la distribucion
de moluscos bivalvos vivos y de otras especies marinas con el objetivo de proteger la
salud del consumidor frente la presencia de la toxina de paralizante (PSP) (Dir
91/492/EEC enmendada en Dir 2002/226/EC).

1.2.- Métodos alternativos al uso de animales de experimentacion

En 1959 dos cientificos ingleses, Russell y Burch, definieron el principio de las 3 R
(reducir, refinar y reemplazar) en el libro “Principles of Humane experimental technique”,
principio que ha resultado ser la fuerza motora para el desarrollo de métodos alternativos
al uso de animales en la experimentacion. El objetivo de este principio es: Reemplazar
las técnicas que usan animales en la experimentacién por métodos que no requieran el
uso de animales (métodos no animales), Reducir el nUmero de animales y Reformar las
técnicas y los procedimientos para reducir el dolor y el estrés de los animales. A su vez,
el concepto reemplazar puede dividirse en modelos de sustitucion relativos (dependientes
todavia de animales donadores de sus 6rganos, sus tejidos o sus células) o absolutos

(métodos que no precisen del material procedente de animales vertebrados).

Desde la aparicién del principio de las 3 R, se han constituido distintas organizaciones
internacionales cuyo objetivo es promover el desarrollo y la validacion de técnicas
alternativas que aporten el mismo nivel de informacién que el aportado por los estudios
realizados con animales contribuyendo asi, al desarrollo del principio de las 3 R. El
ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods, CE), el ICCVAM
(Interagency Coordinating Committee for the Evaluation of Alternative Methods, USA) y la
seccion de Medio Ambiente de la OECD son las entidades de referencia en este campo
para la Uniéon Europea, Estados Unidos y a nivel internacional, respectivamente. A nivel
nacional, los organismos existentes son por ejemplo el FRAME (Fund for the
Replacement of Animals in Medical Experiments, Reino Unido), el ZEBET (Centre for

Documentation and Evaluation of Alternatives to Animal Experiments, Alemania), el NCA
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(Netherlands Centre for Alternative to Animal Use, Holanda), el ERGATT (European
Research Group for Alternatives to Animal Testing), el SIAT (the Swiss Institute for
Alternatives to Animal Testing, Suiza), el REMA (Red Espafiola de Métodos Alternativos,
Espana) y el CAAT (Johns Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing, Estados
Unidos). Ademas, en 1986, la Comunidad Europea publicé una directiva (Dir 86/609/EEC)
sobre la utilizacion de animales en la experimentacion y el desarrollo de modelos no

animales.

El proceso de adopcién de un método alternativo implica la existencia de una fase de
desarrollo del método en la cual se establece la reproducibilidad y relevancia del ensayo
de toxicidad que debe contener, ademas, un modelo de prediccion. A continuacién sigue
una fase de prevalidacion realizada en condiciones de ciego, entre el desarrollo del
método y la validacion formal, que dara lugar, finalmente a una aceptacién y regulaciéon
del mismo. El objetivo del proceso de validacion es confirmar que el método alternativo
aceptado proporciona la informacién necesaria para valorar el riesgo toxicolégico de los

compuestos quimicos (OECD 1996, Spielmann y Liebsch 2002).

Recientemente, se ha introducido una nueva vision del proceso de validacion para que
permita validar nuevos modelos y ensayos in vitro como respuesta a la apariciéon de
nuevas tecnologias (la genémica y la protedmica) y de modelos tedricos computacionales
(como por ejemplo QSAR, Quantitative Structure Activity Relationship) para la prediccion
de toxicidad. Es por esto, que el proceso de validacion se divide en siete médulos que
proporcionan la informacién suficiente procedente, bien de datos existentes (validacion
retrospectiva) o bien de una validacion prospectiva (dividida en una fase de desarrollo, de
prevalidation, de validacién, de peer review y de regulacién) o bien por una combinacién
de ambas, para validar un método cuya valoracion sera realizada por un grupo de gestion
de la validacién (Validation Management Group). Los modulos incluidos en la fase de
validacién se centran en: (1) la definicidn del ensayo (descripcion del objetivo cientifico,
de las bases del método y del protocolo de trabajo en el que se incluyen los marcadores
a analizar y la interpretacion de los resultados en base a un modelo de prediccion); (2) la
variabilidad intra-laboratorio que permita valorar la reproducibilidad de los resultados en
un mismo laboratorio (diferentes operadores, diferentes veces); (3) la transferibilidad del
método que permita evaluar la reproducibilidad de los resultados realizados en un
laboratorio distinto del que ha desarrollado el método (diferentes operadores); (4) la

variabilidad inter-laboratorio determinada mediante el ensayo de un numero limitado de
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sustancias de amplio espectro que cubran distintas clases quimicas y efectos tdxicos en
2 — 4 laboratorios distintos (varios operadores, distintas veces); (5) la capacidad de
prediccion de la toxicidad para un compuesto determinado; (6) el ambito de aplicabilidad,
es decir, definir para qué clases quimicas y/o marcadores de toxicidad el método puede
generar modelos de prediccién; (7) y finalmente la verificacién del método con estandares
o compuestos quimicos de referencia que permitan verificar los resultados obtenidos por
el nuevo método y un método validado existente. La evaluacion satisfactoria de estos
siete modulos permitira el avance del método hacia la aceptacion y regulacion (Hartung et
al. 2004). La validacion y regulacion de los métodos alternativos se realiza a través de
instituciones a nivel nacional, a nivel europeo por ECVAM y a nivel internacional por la
OECD.

Hasta hoy existen 16 métodos cientificos in vitro validados por la Comunidad Europea,
seis de los cuales han sido aprobados durante el primer trimestre del presente afio. Estos
métodos estan relacionados con la evaluacion del potencial téxico de compuestos
quimicos relacionados con la corrosividad dérmica, la fototoxicidad, la embriotoxicidad y
con ensayos para la produccion de anticuerpos monoclonales, la evaluacion de la
potencia de las vacunas contra el tétanos, la prediccién de neutropenia aguda en
humanos, la evaluacion de productos anticancerigenos con el fin de regular las dosis y
finalmente para la identificacién de la presencia de posibles contaminantes en farmacos
(ensayos de pirogenicidad) (http://ecvam.jrc.it/index.htm). En Estados Unidos, los
meétodos en proceso de validacién o validados estan relacionados con la toxicidad aguda,
la irritacion y la corrosividad dérmica, la toxicidad en el desarrollo, la inmunotoxicidad, la
toxicidad ocular, la fototoxicidad, la pirogenicidad los alteradores endocrinos
(http://iccvam.niehs.nih.gov/). En el ano 2003, la Comunidad Europea prohibié el uso de
animales en la industria cosmética para la evaluacion del producto final y para el ano
2009 prevé la prohibicion total de la utilizacion de animales para la evaluacién de

ingredientes cosméticos.

1.2.1.- Métodos alternativos en el campo de la neurotoxicologia

El sistema nervioso es uno de los sistemas / 6rganos diana de muchos compuestos
quimicos. La evaluacién de los efectos toxicos de xenobibticos en el sistema nervioso

(SN) es una tarea dificil de realizar debido a su complejidad e inaccesibilidad. Cambios a
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nivel bioquimico, funcional y / o estructural del SNC o SNP pueden ser signo del

desarrollo de un proceso neurotoxico.

Actualmente existe un sinfin de modelos neuronales in vitro de distintos tipos que pueden
ser utiles en la evaluacion de la neurotoxicidad: los cultivos primarios de células
neuronales (de distintas regiones del cerebro) y gliales (de microglia, de astrocitos y de
oligodendrocitos); cultivos de células madre; cultivos mixtos (por ejemplo de neurona-
glia), lineas celulares; modelos celulares mas complejos como los cultivos organotipicos
o los modelos 3D (reagregados celulares, explantes, rodajas de hipocampo y cultivos
micromasa) que permiten estudiar la interaccion entre distintos tipos celulares (Stacey y
Viviani 2001). Ademas, el desarrollo de modelos in vitro de la barrera hematoencefalica
(BHE) permite la evaluacién de aquellos compuestos capaces de atravesarla y, en

consecuencia, de poder actuar en el SN y producir neurotoxicidad (Prieto et al. 2004).

Los métodos in vitro no son capaces de cubrir todo el rango de funciones neurobioldgicas
observadas en modelos in vivo (como por ejemplo la capacidad cognitiva, la coordinacion
motora, el procesamiento sensorial e integrativo). Asi pues, el significado de los
resultados in vitro debe interpretarse en el contexto de un SN integrado y relacionado con
los efectos neurotdxicos in vivo. No obstante los métodos in vitro aportan informacion
muy valiosa sobre el mecanismo de accion del téxico y sobre la base biolégica de su
neurotoxicidad (Atterwill et al. 1994, US EPA 1998, OECD 2000, Stacey y Viviani 2001,
Hartung 2004). Por otra parte, los métodos in vitro, carecen de la capacidad de
metabolizar compuestos quimicos y de barreras biolégicas como la BHE, presentes en
los modelos in vivo, con lo cual la extrapolacién de los resultados in vitro debe realizarse
teniendo en cuenta estos dos factores. El desarrollo de modelos in vitro de BHE que
permiten evaluar la capacidad de los téxicos en atravesarla y de sistemas de
metabolizacion contribuiran a la mejora de la capacidad de extrapolacion (Abdulla y
Campbelli 1993, Barber et al. 1999a, Stacey y Viviani 2001, Prieto et al. 2004).

El programa de Evaluacion de citotoxicidad in vitro realizado por distintos centros (MEIC,
Multicentre Evaluation of In vitro Cytotoxicity), cuyo objetivo se centré en estudiar si los
resultados de citotoxicidad de los compuestos obtenidos mediante la utilizacion de
métodos in vitro podian ser utilizados como modelos de prediccion de toxicidad aguda en
humanos, mostré una buena correlacién entre ambos parametros en un 86 % de los

compuestos estudiados. Para el resto de compuestos (outliers), no se observo tal
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correlacion y los métodos de citotoxicidad subvaloraron la toxicidad aguda en humanos,
indicando que o bien estos compuestos alteraban funciones especificas celulares que no
conducian a la muerte celular o que las células en las que se basé el ensayo no eran
susceptibles al efecto de los agentes toxicos, o que los compuestos requerian
metabolizacion previa. Algunos de los compuestos para los que no se observo la
correlacion entre la citotoxicidad in vitro y la toxicidad en humanos (paracetamol,
digoxina, malation, nicotina, paraquat, atropina y cianuro de potasio) son, en realidad,
compuestos neurotéxicos (Ekwall et al. 1999, Cledmenson et al. 2002, Walum et al.
2005).

En el ano 2000, el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM,
EU) propuso la elaboracion de una base de datos de métodos alternativos no animales
en el campo de la neurotoxicologia, con el objetivo de proponer métodos utiles para
evaluar el dafio neurotoxico de compuestos quimicos y formulaciones. Esta propuesta dio
lugar al proyecto “Database on alternative methods to animal experiments in the field of
non-animal neurotoxicity testing of chemicals and/or formulations” (17132-2000-11F1SC

ISP ES), los resultados del cual se muestran en el apartado 4.1.

1.3.- Aplicacién de las técnicas de proteémica como herramienta para la deteccidn

de nuevos marcadores de toxicidad

La secuenciacion del genoma de un alto niumero de especies ha conducido a lo que se
llama la era de la post-genémica. En 1994, Wilkins encufi¢ el término proteoma como
equivalente linglistico al concepto de genoma (Simpson 2005). El proteoma define el
conjunto de proteinas codificadas por el genoma en una célula, tejido u érgano. Este, a
diferencia del genoma, es dinamico y esta directamente afectado por factores
ambientales y fisiolégicos como el estrés, por agentes tdxicos y/o por farmacos (Issaq et
al. 2001, Chen et al. 2002). Asi pues, la protedmica es la ciencia que se encarga del
estudio del proteoma en general y en particular de los cambios sufridos en él debido a
enfermedades, a la edad y a factores ambientales (Lubec et al. 2003, Beranova-
Giorgianni et al. 2002, Vlahou y Fountoulakis 2004). De forma general la protedmica
puede dividirse en protedbmica de expresién y protedmica funcional. La primera se
encarga de la identificacion y cuantificacién de todas las proteinas codificadas por un

genoma concreto, de su localizacién y de las modificaciones post-transduccionales. En
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cambio, la protedmica funcional estudia las interacciones entre proteinas, su localizacion
en una ruta especifica o en una estructura celular ademas de su propia estructura y
funcién (Wang y Hanash 2003). Si bien la genémica proporciona informacion sobre la
actividad génica y su relacion con las enfermedades, no informa ni de la abundancia, ni

de la estructura final ni de la funcion de las proteinas.

La utilizacion de la protedmica en el campo de la biomedicina ha experimentado un
creciente desarrollo en los ultimos afios ya que las alteraciones en la abundancia,
estructura o funcion de las proteinas son indicativas de la aparicién de anomalias
patolégicas anteriores al desarrollo de sintomas clinicos. Es por esto que la identificacion
de estos cambios puede ser utilizado como biomarcadores de diagndstico y pronéstico de
distintas enfermedades (como por ejemplo del cancer, de enfermedades neuroldgicas,

cardiacas y renales) (Traum y Schachter 2005).

Paralelamente, la aplicacion de las técnicas de protedmica en el campo de la
neurociencia ha permitido la creacién de bases de datos de referencia de las proteinas
expresadas en distintas regiones y estadios de desarrollo del cerebro de mamiferos. Por
otra parte, la utilizacion de estas técnicas ha permitido también la deteccion de los
cambios producidos a nivel del proteoma debidos al estrés oxidativo, a farmacos, a la
exposicion a sustancias téxicas, al envejecimiento o a enfermedades (Fountoulakis et al.
1999, Gauss et al. 1999, Langen et al. 1999, Friso y Wikstrom 1999, Taoka et al. 2000,
Beranova-Giorgianni et al. 2002, Fountoulakis et al. 2002, Oguri et al. 2002, Krapfenbauer
et al. 2003, Lubec et al. 2003, Yu et al. 2004, Yang et al. 2004, Kim et al. 2004, Vlahou y
Fountoulakis et al. 2005, Yang et al. 2005a,b, Fountoulakis et al. 2005, Shin et al. 2005,
Pollak et al. 2005, Chatterjee y Chatterjee, 2005, Xixi et al. 2006).

En contraposicién, hasta la actualidad, son pocas las referencias existentes de la
utilizacion de la protedmica en el campo de la neurotoxicologia. La utilizacion de las
herramientas protedmicas puede ayudar en la identificacion de los efectos nocivos
inducidos por compuestos quimicos potencialmente neurotoxicos sobre el proteoma
celular bien sea afectando a las modificaciones post-traduccionales o modificando la
expresion proteica. Al mismo tiempo, la utilizacion de estas técnicas puede contribuir a la
identificacion de marcadores de toxicidad (para revision ver LoPachin et al. 2003, Lubec
et al. 2003, Wallace 2005, Barrier y Mirkes 2005). La utilizacion de las técnicas de

protedmica, y en particular la electroforesis en gel bidimensional (2DE) combinada con la
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espectrometria de masas, permitié detectar proteinas cuya expresién fue incrementada o
disminuida en extractos de proteinas de cerebro de animales expuestos a compuestos
quimicos toxicos como el acido kainico, la metanfetamina o al contaminante ambiental
organo-haldgeno pentabromodifenil éter (Krapfenbauer et al. 2001, Liao et al. 2005 y Alm
et al. 2006).

1.3.1.- Separacion de proteinas por electroforesis bidimensional

Para elaborar un estudio protedmico, con el fin de evaluar las alteraciones producidas a
nivel del proteoma celular en condiciones especificas, es preciso separar las proteinas
que constituyen el proteoma. La electroforesis en gel bidimensional (2DE) es una de las
técnicas mas utilizadas para realizar dicha separacion. Esta técnica de separacion,
descrita simultaneamente por O’Farrell y por Klose en 1975 (Klose 1975, O’Farrell 1975),
permite el analisis de mezclas proteicas complejas generalmente extraidas de células,
tejidos, fluidos y de otras muestras bioldgicas. La 2DE se lleva a cabo aplicando de forma
secuencial dos procesos de separacion electroforéticos basados en distintas propiedades
fisicoquimicas de las proteinas, consiguiéndose de esta manera un alto poder de
separacion. En la denominada primera dimension, las proteinas se separan segun el
punto isoeléctrico (pl) mediante la técnica de isoelectroenfoque (IEF) y en la segunda
dimensién las proteinas se separan en funcién del peso molecular (PM) mediante la
electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (figura 1.2). La 2DE
es el método de separacidon mas utilizado en las aproximaciones protedmicas ya que
permite visualizar de forma paralela los mapas proteicos de distintas situaciones
experimentales. Muchas de las limitaciones de la técnica se han ido corrigiendo con los
afios, haciéndola mas adecuada a los requerimientos de la protedmica (Gorg et al. 2004).
Asi pues, el uso de anfolitos inmobilizados para el IEF produce separaciones de alta
resolucion y muy reproducibles, lo que ha permitido generar bases de datos de geles 2DE
de muchos organismos y tejidos. El estudio de las proteinas con pl extremos se ha ido
también mejorando con el uso de estos nuevos soportes para IEF y mediante la
optimizacion de los protocolos de trabajo. Por otro lado, la deteccién de las proteinas de
muy baja concentracién puede mejorarse utilizando métodos de prefraccionamiento y

enriquecimiento de la muestra inicial.
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Figura 1.2.- Esquema de la electroforesis bidimensional (2DE)

Tras la separacion de las proteinas, es necesario visualizar las proteinas en los geles
2DE. Para ello se utilizan métodos de tincion visibles (tincién con nitrato de plata, azul de
coomassie o tincidon negativa con zinc-imidazol), fluorescentes (SYPRO) o radioactivos.
Algunos de estos métodos permiten la digestién in situ de las proteinas en el gel de forma
muy efectiva. El método de tincidon de plata ha sido el mas utilizado por su alta
sensibilidad (< 10 ng frente > 100 ng del azul de comassie) si bien posee un rango
dinamico muy bajo y no es una tincién de punto final (si se alarga el tiempo de tincion, los
geles acaban oscureciendo). Actualmente, los métodos fluorescentes estan tomando mas
importancia ya que son tinciones de punto final y presentan un rango dinamico mas alto
(tres ordenes de magnitud) (Dongrey et al. 2001, Gorg et al. 2004, Thongboonkerd y Klein
2004). Las imagenes obtenidas después del proceso de tincidon muestran el conjunto de
proteinas separadas como diferentes manchas distribuidas en un espacio bidimensional
(gel). Generalmente, estas imagenes son complejas y la utilizacion de programas
informaticos de andlisis de imagen facilita la comparacion de los geles controles vy
problema con el fin de localizar manchas con intensidades diferentes que podrian ser

potenciales marcadores de toxicidad.

Una variante de esta técnica es el método DIGE (Differential In Gel Electrophoresis). En
este caso, la muestra control, problema y una mezcla de ambas (utilizada como estandar
interno) se tifien con tres fluoréforos distintos. A continuacion, las muestras tenidas se
mezclan en un mismo tubo y se separan en el mismo gel bidimensional. La
monitorizaciéon de la imagen mediante tres longitudes de onda de excitacion distintas
permite determinar, de forma rapida y menos tediosa, la proporciéon de cada mancha en
el mismo gel procedente de cada situacién. Por otro lado, la presencia del estandar
interno permite normalizar la cuantificacion al mismo tiempo que aporta una elevada

precision de los resultados cuantitativos (Gorg et al. 2004). En la figura 1.3 se detalla de
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forma esquematica el protocolo general para realizar un estudio proteémico basado en la

electroforesis bidimensional.

Preparacion de la muestra
(lisis celular, extraccién de las proteinas, fraccionamiento)

Cuantificacion de las proteinas

Electroforesis bidimensional
(IEF + SDS-PAGE)

v

Tincién de los geles

v

Analisis de imagen
(comparacion de los geles)

Identificacién de las proteinas
(Digestion en gel + MALDI-TOF/MALDI-TOF-TOF)

Figura 1.3.- Esquema de los pasos necesarios para realizar un estudio proteémico basado en la
2DE.

Existen otras técnicas de separacion de proteinas como la separacion multidimensional
en fase liquida (MDLC) que permite la separacion de mezclas de péptidos tras combinar
2 0 mas etapas de separacion realizadas por electroforesis capilar o cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). La MDLC es una técnica reproducible, automatizable y rapida
que permite superar algunas de las limitaciones del 2DE. Ademas, el acoplamiento de
esta metodologia a espectrémetros de masas permite analizar un proteoma en poco
tiempo (Wang y Hanash 2003, Issaq et al. 2005). No obstante, actualmente la separacion
multidimensional en fase liquida es una técnica en desarrollo, que precisa

instrumentacion y softwares caros ademas de personal altamente especializado.

1.3.2.- Identificacién de proteinas por espectrometria de masas

Independientemente del tipo de método utilizado para la separacién de las proteinas, la
identificacion de los péptidos se realiza siempre por espectrometria de masas. Esta
técnica se basa en la produccién de iones en fase gaseosa a partir de moléculas
organicas o inorganicas, la clasificacion de los mismos en funcién de su relacion masa-
carga (m/z) y la cuantificacion de su intensidad. Con esta informacion se puede
determinar el peso molecular (PM) y la abundancia de los componentes de una mezcla y

tener una idea de su estructura quimica.
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Un espectrometro de masas consta de 3 componentes: la fuente de iones, el analizador y
el detector. Las muestras se introducen en la fuente de iones donde las moléculas son
convertidas en iones en fase gaseosa. A continuacion, estos iones pasan al analizador
donde son acelerados y separados en funcion de la relacion m/z, y finalmente el detector
determina el numero de iones para cada valor de m/z. Existen distintos tipos de fuentes
de ionizacion y analizadores. Los diferentes espectrémetros disponibles son el resultado
de la combinacion de estos dos elementos. En protedmica, los sistemas de ionizacion
utilizados son la ionizacion por desorpcién mediante laser asistida por matriz (MALDI) y
por electroespray (ESI). Existen cuatro tipos de analizadores: de sectores (eléctricos y/o
magnéticos), de cuadrupolo (Q), de tiempo de vuelo (TOF) y de atrapamiento de iones
(trampas idnicas y resonancia ciclotronica) (Traum et al. 2005, Vlahou y Fountoulakis
2005, Simpson 2005).

1.3.2.1.- Mapeo peptidico por MALDI-TOF

En el caso de especies cuyo genoma se conoce, generalmente las proteinas son
identificadas por mapeo peptidico utilizando MALDI-TOF. En esta técnica, la ionizacion
de péptidos (producto de la digestion previa de las proteinas con tripsina) por MALDI se
lleva a cabo mediante la irradiacion de la muestra (previamente cocristalizada junto con
una matriz adecuada) con pulsos de luz laser de longitudes de onda en el IR o UV. Las
funciones de la matriz son incorporar y dispersar las moléculas del analito, y absorber la
energia de radiacién para producir iones mediante reacciones fotoquimicas. En la
ionizacion por MALDI se generan iones monocargados derivados de la protonacién o
desprotonacion de las moléculas, a pesar de observar también iones con 2 0 mas cargas
en el caso de proteinas con PM > 5000 Da. El método estandar para el analisis de
péptidos y proteinas es la combinacion de MALDI con el analizador de tiempo de vuelo
(TOF). En un espectrémetro de masas MALDI-TOF los iones formados son acelerados
tras aplicar un campo eléctrico. Estos iones adquieren la misma energia cinética durante
la aceleracién con lo cual iones con distinta masa presentan “velocidades de vuelo”
distintas. Considerando constantes la carga y la energia cinética, la medida del tiempo de
vuelo permite determinar de forma muy precisa la masa de cada uno de estos iones. Los
instrumentos MALDI-TOF permiten caracterizar la masa de los péptidos con un error de
20-100 ppm (Simpson 2005). Mediante este analisis se consigue determinar el PM de los
pétpidos tripticos de una determinada proteina. El resultado es lo que se conoce como

huella peptidica, y es caracteristica de cada especie proteica. A continuacion y tras
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realizar una busqueda en las bases de datos puede llegar a identificarse la proteina. Si
esta proteina no esta recogida en las bases de datos o la busqueda no nos da las
suficientes garantias de identificacion, entonces se recurre a la secuenciaciéon “de novo”
para luego realizar una busqueda por homologia obteniéndose asi un resultado mas
fiable (ver apartado 1.3.2.2). Si la proteina en estudio pertenece a una especie no
secuenciada o de la que no se tienen datos de su genoma, entonces se realiza una

busqueda por homologia en otras especies o familias cercanas (Carrascal et al. 2002).

1.3.2.2.- Espectrometria de masas en tandem (MS/MS)

En los casos en que las proteinas no han podido ser caracterizadas por MALDI-TOF, se
recurre a la espectrometria de masas en tandem en la que se obtiene mas informaciéon
que la relacion m/z como, por ejemplo, la estructura o secuencia de aminoacidos que
constituyen el péptido. Mediante esta técnica un idn generado en la fuente de ionizacion
es aislado (i6n precursor) y sometido a procesos energéticos que lo fragmentan. El
analisis de los iones fragmentados proporciona informacién estructural del i6n precursor.
La espectrometria de masas en tadndem puede llevarse a cado de dos formas: (1)
utilizando dos analizadores situados en serie (en tandem) como, por ejemplo, dos tubos
de vuelo en los sistemas TOF-TOF o (2) produciendo una separacion en el tiempo, en la
que se usa un solo analizador donde de forma secuencial los iones precursores son
seleccionados, fragmentados y analizados (por ejemplo, la trampa iénica) (Simpson
2005).

El patron de fragmentacion de un péptido analizado por MS/MS depende del tipo de
rotura que sufre el idn precursor. Ademas, este patrén es caracteristico de la secuencia
aminoacidica especifica del péptido, de forma que la secuencia puede deducirse del
analisis del correspondiente espectro MS/MS. En teoria, a partir de un espectro de
fragmentacion se podria determinar de forma manual la secuencia lineal de dicho péptido
(secuenciacion “de novo”) o al menos una parte de la secuencia. Para ello basta con
calcular las pérdidas de masa molecular entre dos iones consecutivos de cada serie, este
valor debe coincidir con la masa molecular del residuo de aminoacido al que pertenece.
No obstante, no siempre son faciles de interpretar las senales de fragmentacién, ya que
pueden existir modificaciones postraduccionales que modifiquen el valor de masa de los
residuos de aminoacidos. También puede ocurrir que falte alguna sefial de alguna de las
series, ya que la quimica de los aminoacidos hace que no todos los enlaces se

fragmenten con la misma eficacia. Ademas, los sistemas de alto rendimiento que utilizan
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instrumentos capaces de generar miles de espectros por minuto, hacen inviable la
interpretacion de forma manual. Para resolver estos problemas se han desarrollado
diferentes programas informaticos capaces de secuenciar de “de novo” a partir de

espectros de fragmentacion.

1.4- Neurotoxicidad del metilmercurio

El mercurio es un compuesto altamente toxico que ocupa el tercer lugar en la lista de
prioridad de sustancias peligrosas publicada por la Agencia de sustancias téxicas y
registro de enfermedades de USA (ATSDR, Agency for Toxic Substances & Disease
Registry) (ATSDR 2005). Histéricamente, las intoxicaciones por mercurio fueron de origen
ocupacional o iatrogénico, existiendo evidencias de la utilizacién del mercurio desde la
antigiiedad. Ya los egipcios, griegos y romanos utilizaron el mercurio con fines estéticos
en cosmeticos, en preparaciones médicas y en amalgamas. El primer registro del uso del
mercurio proviene de Aristoteles en el siglo IV a.C. quien describié su uso en ceremonias
religiosas. Se sabe también que el cinabrio o sulfuro de mercurio se usaba como
pigmento para la decoracion corporal y en pinturas rupestres. Los sintomas toxicos
producidos por el mercurio fueron descritos ya en la Edad Media a raiz de la utilizacién
del cinabrio o sulfuro de mercurio como pigmento rojo para la ilustracion de textos, en el
s. XVI a raiz del uso del calomel o dicloruro de mercurio contra la sifilis y en el s. XVI- XX
a raiz de la utilizacion del nitrato de mercurio en la industria sombrerera. Hasta el s. XX,
el mercurio ha sido empleado en el campo de la medicina como antihelmintico, catartico,
diurético y también para combatir la sifilis. Todavia puede encontrarse la utilizacién del

calomel y el cinabrio en la medicina tradicional china (Ernst and Coon 2001, WHO 2003).

1.4.1.- Origen del mercurio: fuentes naturales y antropogénicas

El mercurio ha sido catalogado como contaminante ambiental. En la naturaleza el
mercurio puede encontrarse en 3 estados distintos: el mercurio metalico o elemental
(Hg®), el mercurio inorganico (compuestos derivados del mercurioso -Hg,™*- y del
mercurico -Hg®'-; destaca el cloruro de mercurio) y el mercurio organico (mercurio unido
de forma covalente a los atomos de carbono, principalmente el metilmercurio). La
presencia de mercurio en el medio ambiente, fruto de la actividad natural vy

antropogénica, se ha convertido en un problema global para la poblaciéon debido a su
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potencial como agente toxico. El mercurio es emitido a la atmdsfera en forma de mercurio
elemental o vapor (Hg®) procedente tanto de la desgasificacion natural de la superficie
terrestre y reevaporacion del mismo depositado previamente en la superficie como de la
accién antropogénica. Existen dos tipos de reacciones quimicas que permiten la inter-
conversién del mercurio a cualquier de las otras formas existentes de mercurio: (1)
reacciones de oxido-reduccién y (2) procesos de metilacidn-desmetilacion. El Hg® es un
compuesto altamente volatil que una vez emitido a la atmdsfera puede residir en ella
entre 0.4 y 3 afios hasta volver a ser depositado en la superficie (WHO 1990, 2003). En
contraposicién, la vida media del Hg?* en la atmdsfera es inferior a las dos semanas
debido a su elevada solubilidad en agua, su baja volatilidad y sus propiedades reactivas
(WHO 1990, US EPA 2001). La oxidacién del vapor de Hg° a Hg** en la atmdsfera es la
responsable de la deposicion del mercurio en la superficie terrestre y en el agua a través
de la lluvia. La transformacién del mercurio inorganico a mercurio organico tiene lugar
principalmente en los sistemas acuatico y en el subsuelo por procesos de metilacion. El
metilmercurio (MeHg), surge de la metilacion del Hg®* a través de procesos no
enzimaticos o de la actividad bacteriana. Es un compuesto potencialmente téxico debido
a su caracter hidrofébico que le permite acumularse en los tejidos de los organismos. Una
vez el MeHg es liberado al medio acuatico, éste difunde a través de la cadena alimentaria
acuatica acumulandose en peces y mamiferos marinos de la cadena tréfica que
posteriormente pueden ser consumidos por los humanos (figura 1.5). Practicamente, todo
el mercurio que se acumula en un organismo es en forma de mercurio organico y en
particular en forma de MeHg. En contraposicién, el mercurio inorganico no tiende a
acumularse en el organismo ya que se absorbe con dificultad y es eliminado faciimente

del organismo.
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Figura 1.5.- Ciclo global del mercurio. Modificacion del esquema extraido de la Agencia de Medio
Ambiente de Canada. Las flechas de distintos colores indican las reacciones de interconversion
entre las distintas formas del mercurio (rosas para los procesos de metilacion — desmetilaciéon y
azules para los procesos de oxido-reduccién del mercurio); y los procesos de volatilizacion,

deposicion y emisién del mercurio (flechas amarillas, verdes y grises, respectivamente).

Se estima que alrededor del 30% de la cantidad total de mercurio es de origen natural
(procedente de la desgasificacion de la superficie terrestre, de los gases volcanicos y de
la evaporacion de los océanos) mientras que el 70% procede de la actividad humana
(Davidson et al. 2004, Gray et al. 2004, Trasande et al. 2006). La revolucion industrial (s.
XVIII — XIX) provocéd un incremento de los niveles de mercurio de origen antropogénico
de 3 — 6 veces comparado con los niveles existentes en la época anterior a la
industrializacion. Las principales fuentes antropogénicas de mercurio proceden de la
mineria, de la combustién de combustibles fésiles como el carbén, de la produccion de
cemento, de la incineracién de residuos urbanos y médicos, de las industrias productoras
de sosa caustica y cloro, de la industria eléctrica en la fabricacion de lamparas
fluorescentes, rectificadores, osciladores, contactos de control de energia, tubos, de los
procesos de extraccion de oro del mineral, de los amalgamas utilizados en odontologia y
de la utilizacion como fungicida en la agricultura y como conservante en pinturas (figura
1.6).
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Figura 1.6.- Consumo global de mercurio en el afio 2000 (modificado de Maxson 2004)

En Estados Unidos la demanda industrial de mercurio disminuyé alrededor de un 75 %
entre los anos 1988 y 1996 debido a la eliminacion del uso del mercurio como aditivo en
pinturas y pesticidas asi como la reduccién del mercurio en baterias (US EPA). Se estima
que para el afio 2020 el consumo global de mercurio (figura 1.6) habra disminuido un
44% respecto al consumo del afio 2000 como consecuencia de la disminucion,
mayoritariamente, del uso del mercurio en baterias, de su utilizacién en la industria del
cloro y en los procesos de obtencion de plata y oro (Maxson 2004). Actualmente, el 80%
del mercurio utilizado en el mundo se concentra en paises en vias de desarrollo como

Asia del este y Asia del sur (Greer et al. 2006).

En Espana, la produccién de mercurio procedia de las minas de mercurio de Almadén
explotadas desde la época de los romanos hasta el afio 2002, momento en el que
terminé la explotacién minera. Espafia producia una tercera parte de la produccién anual
mundial de mercurio y un 90 % de la produccién total de la Uniéon Europea (WHO 2000)
aunque se desconoce la cantidad exacta de mercurio liberado al medio ambiente. En la
actualidad se ha detectado la acumulaciéon de mercurio en aguas, sedimentos, suelo,
atmosfera, plantas y crustaceos de las zonas colindantes a Almadén superior a los
niveles establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud suponiendo un riesgo para
la poblacion de la zona y el medio ambiente (WHO 2000, Higueras et al. 2006). Un
accidente en las minas de Aznalcéllar en el afio 1998 produjo un vertido de 30 toneladas

de mercurio entre otros metales en el parque Natural de Dofiana (Grimalt et al. 1999).
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1.4.2- Rutas de exposicidon a mercurio

La poblacion esta continuamente expuesta a las distintas formas quimicas del mercurio
(vapor de mercurio, mercurio inorganico y organico), siendo el consumo de pescado, las
amalgamas dentales y las vacunas las principales fuentes de exposicion. La fuente
mayoritaria de exposicion a mercurio elemental procede de la inhalacién del Hg® presente
en la atmdsfera (los niveles en zonas rurales son de 2 - 4 ng/m® y en zonas urbanas de
10 ng/m® y de las amalgamas dentales compuestas por un 50 % de mercurio,
aproximadamente un 30% de plata y otros metales como el cobre, zinc y estafio (WHO
2000, 2003, 2005). Las amalgamas dentales emiten vapor de mercurio (Hg°) a la cavidad
bucal que puede ser inhalado y absorbido por la sangre. Se estima que la cantidad
ingerida diaria de Hg° mercurio inorganico y MeHg procedente de la contaminacién
ambiental y amalgamas bucales (exposiciones no ocupacionales) es de 3.9 -21,4.3y 1 -
6 ug/dia, respectivamente (NRC 2000, WHO 2003). Los niveles de mercurio en sangre de
poblaciones que consumen pescado con niveles bajos de mercurio son del orden de 5-10
Mg/L. Estos datos sugieren que en estos casos el mercurio detectado en sangre
procederia del Hg® ya que la capacidad del organismo de retener el mercurio inorganico

es menor a la del mercurio organico o Hg® (IPCS 1991, NRC 2000).

Aunque es incierta la cantidad de mercurio inorganico presente en el agua o los
alimentos, se estima que la cantidad media consumida de mercurio inorganico en el agua
es de 50 ng/dia aunque tan solo se absorben pequefas cantidades. En los alimentos es
dificil de determinar la cantidad de mercurio inorganico ya que ésta suele estar cerca del
limite de deteccion (10 — 20 ug mercurio/kg de tejido fresco) (US EPA 1997, 2001). Los
compuestos inorganicos de mercurio pueden encontrarse también en antisépticos,
diuréticos y productos cosméticos como en cremas para blanquear la piel (contienen 6 —
10% de HgCl) a pesar de que el uso de estas cremas fue prohibido en EEUU, en la
Comunidad Europea y en muchos paises africanos. Sin embargo, el organismo esta
expuesto a mercurio inorganico como consecuencia de la oxidacién del Hg® a Hg?
catalizada por la catalasa en la sangre o derivado de las amalgamas dentales y como
resultado de la desmetilacion de las formas organicas. Estudios realizados en primates
expuestos a 50 upg/dia de MeHg durante 6 meses demostraron la presencia de
cantidades importantes de Hg?* en cerebro (Charleston et al. 1994, 1996, Vahter et al.
1995).

19



lolanda Vendrell Monell, 2006

Las formas de mercurio organico a las que la poblacién esta expuesta son basicamente
el MeHg vy el etilmercurio. Las fuentes mayoritarias del etilmercurio y MeHg provienen de
las vacunas que contienen el timerosal como agente antiséptico y del consumo de
pescado, crustaceos y mamiferos marinos, respectivamente. En muchos paises la
poblacidn, y concretamente los recién nacidos, estan expuestos al etilmercurio (principio
activo del timerosal) durante el periodo de vacunacién contra la difteria-tetanus-pertusis
acelular, la hepatitis B y contra el Haemophilus influenzae de tipo B. En Julio de 1999, la
agencia de proteccion ambiental de Estados Unidos (EPA) retiré el timerosal de las
vacunas aunque éste continta siendo utilizado en otros paises desarrollados. Los efectos
téxicos del timerosal a concentraciones elevadas son similares a los del MeHg pero se
desconocen sus efectos a concentraciones bajas. La dosis normal en una vacuna
pediatrica es de 125 — 25 uyg de Hg en 0.5 ml (Ball et al. 2001). Aunque existen
controversias sobre el riesgo en el desarrollo del SN en bebés expuestos a etilmercurio
durante el periodo de vacunacion, no existen evidencias sustanciales de que la cantidad
de etilmercurio presente en las vacunas esté asociado a alteraciones en el desarrollo del
SN incluyendo el autismo espectral (Ball et al. 2001, Magos 2001, Bernard et al. 2001,
Pichichero ME et al. 2002, Geier and Geier 2003, Counter y Buchanan 2004, Verstraeten
2004).

1.4.3.- Biotransformacién y acumulaciéon de mercurio en el organismo

El vapor de mercurio (Hg°) difunde rapidamente a través de la barrera hematoencefalica
(BHE) y la placenta facilitando su acumulacién en el cerebro y en el cerebro fetal,
respectivamente. Por otro lado, el MeHg conjugado con los grupos tioles (-SH) de las
cisteinas es transportado hacia el interior del cerebro a través de los transportadores de
aminoacidos de la BHE acumulandose en el cerebro y en la sangre fetal (Simmons-Willis
et al. 2002). Se estima que el 90 - 100 % del MeHg ingerido a través de la alimentacion
(pescado) es absorbido por el sistema gastrointestinal y distribuido al resto de los tejidos
en un periodo de 30h. Alrededor de un 10% del MeHg ingerido se acumula en el cerebro.
En contraposicion, el Hg? presenta una difusién limitada a través de la barrera
hematoencefalica y de la placenta debido a su baja solubilidad lipidica aunque presenta
una toxicidad selectiva para otros érganos sistémicos como el rindn y el higado.
(Simmons-Willis et al. 2002, WHO 2003, Counter y Buchanan 2004). Sin embargo,
autopsias realizadas en cerebros de individuos que desarrollaron la enfermedad de

Minamata tras ser intoxicados con el MeHg mostraron la presencia de Hg?*. Este hecho
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sugirié que la desmetilacion del MeHg era el origen del Hg* presente en el cerebro
(Takeuchi y Eto, 1989). La tasa de desmetilacion en cerebros de mamiferos depende de

la especie, de la region del cerebro y del tipo celular.

Los niveles de mercurio en muestras de sangre, orina, leche materna y pelo se utilizan
como marcadores indicativos del grado de exposicion a mercurio. Se mantiene una
relacion de proporcionalidad entre la cantidad de mercurio y su acumulacion en distintos
organos y tejidos. La relacibn en humanos de mercurio en cerebro:sangre es de
alrededor de 5:1, en sangre de cordon umbilical:sangre materna es de 2:1 y en sangre de
cordén umbilical:pelo materno es de 5:1. Se ha observado que los niveles de mercurio en
cerebro fetal son de 5 a 7 veces superiores a los niveles en sangre materna. Por otro
lado, la acumulacién de mercurio en el pelo es indicativo también del grado de exposicion
a MeHg a razén de 250:1 en pelo:sangre (US EPA 1997, 2001, WHO 2000, NRC 2000,
Budtz-Jorgensen et al. 2000, Hihgtower et al. 2003). Un estudio realizado en 119 mujeres
de Suecia demostré una acumulacién de mercurio en la placenta, el 60 % del cual
correspondia a MeHg. A pesar de que gran parte del MeHg queda retenido en la

placenta, se estima que buena parte de él puede llegar al feto (Ask et al. 2002).

1.4.4.-Efectos toxicos del MeHg en humanos

De todas las formas de mercurio, la forma con mas riesgo neurotoxicolégico para la
poblacion es el MeHg ingerido a través de la dieta y, concretamente, a través del
consumo de pescado. Los efectos toxicos del MeHg sobre los seres humanos se
conocen a raiz de dos grandes epidemias que tuvieron lugar en Japén (1953, 1965) y en
Irak (1971-1972). Estos efectos se centran principalmente en el SNC y difieren segun si
afectan a un SNC en desarrollo o adulto. En adultos, el dafo provocado por MeHg va
dirigido a estructuras cerebrales especificas como la capa de células granulares de
cerebelo y la corteza visual. En cambio, los efectos del MeHg en cerebros en desarrollo
son mas difusos y extensos ya que afectan a procesos de formacién de microtubulos,
migracion neuronal y division celular (WHO 1990, OTA 1990, para revision Castoldi et al.
2001, Counter et al. 2004). En cerebros en desarrollo, el tiempo de inicio de la exposicion
al toxico correlaciona con la severidad de los efectos inducidos, es decir cuanto mas
temprana sea la exposicion, mayores son los efectos toxicos observados en el cerebro.
Estudios realizados en animales expuestos a MeHg demostraron una inhibicion de la

migracion de las neuronas granulares de cerebelo y de las células de Purkinje hacia las
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capas interiores del cerebelo (Kunimoto et al. 1997). El umbral de aparicion de los efectos
neuroldgicos inducidos por mercurio en cerebros de individuos adultos es de 50 ug de
mercurio/g de pelo y en cerebros en desarrollo es de 10 — 20 ug mercurio/g de pelo
materno. En adultos niveles de mercurio en sangre de 200 ug/l no se relacionaron con la
aparicion de efectos neurotdxicos, mientras que en mujeres embarazadas niveles de
mercurio en sangre de 40 — 50 ug/l se asociaron con un mayor riesgo neurotoxicologico
para el feto (WHO 1990, Myers et al. 1997, Clarkson et al. 2002).

1.4.4.1.- Efectos del MeHg en adultos

Alrededor de 1953 en Japén, una planta productora de acetaldehido vertid grandes
cantidades de residuos de mercurio, producto secundario de la sintesis del acetaldehido,
a la bahia de Minamata que se extendié hacia el rio Minamata y el mar de Shiranui. Este
vertido provoco la acumulacion del MeHg en peces y marisco de la zona siendo éstos la
principal fuente de exposicién para la poblacion de la zona cuya dieta se basa en el
consumo de pescado. En el ano 1965 se produjo una segunda intoxicacion en Niigata
provocada por un vertido toxico de residuos de mercurio al rio Agano. Como
consecuencia de estos dos vertidos toxicos, los niveles de MeHg en peces de la Bahia de
Minamata y del rio Agano fueron de 11 y 10 ug/g de tejido, respectivamente. Han
transcurrido 50 afios desde el descubrimiento de la enfermedad de Minamata provocada
por la ingesta de pescado contaminado. Los principales sintomas de esta enfermedad
son alteraciones sensoriales en las partes distales de las extremidades, ataxia,
constriccion bilateral concéntrica del campo visual, alteracion de la postura y el habla,
debilidad muscular, temblores, anormalidad del movimiento ocular y la pérdida de oido.
Entre 1953 y 1962 ciento-once pacientes desarrollaron la enfermedad de Minamata.
Entre 1963 y 2003, se confirmo la deteccidon de esta enfermedad en 2.154 pacientes.
Actualmente, dos terceras partes de los enfermos diagnosticados con esta enfermedad
han muerto. Entre los supervivientes, la mayoria de los pacientes sufrian la enfermedad
de Minamata crénica que se manifestdé después del afo 1960 con sintomas neurolégicos
leves o imprecisos, mientras que la aparicion de los efectos patolégicos (como por
ejemplo la tension arterial y las cataratas) se vieron modificados con la edad (Uchino et
al. 1995). Por otro lado, hasta 1999, el registro de personas intoxicadas en Niigata
constaba de 690 casos de los cuales 338 personas murieron y 352 seguian con vida
(Ninomiya et al. 2005, Uchino et al. 2005).
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La poblacion de la zona de Minamata y alrededores estuvieron expuestos a MeHg
durante 20 anos (1950 al 1968). La determinacion del contenido de Hg-total en pelo de
los habitantes de Goshoura (alrededor del mar de Shiranui) reveld la presencia de niveles
de mercurio de 37 ug/g en 1960 y de 2.4 pg/g en 2002. La reduccidén de estos niveles
coincide con el cierre de la planta productora de acetaldehido con la consiguiente
disminucioén del aporte antropogénico de mercurio al rio (Ninomiya et al. 2005). Los
niveles de MeHg encontrados en cordones umbilicales de 151 individuos nacidos entre
los afios 1952 — 1955 en la zona de Minamata y subclasificados segun si presentaban la
enfermedad de Minamata fetal o congénita, la enfermedad de Minamata adquirida,
retraso mental, otras enfermedades o sin sintomas fueron de 1.6, 0.72, 0.74, 0.22 y 0.28
Mg de mercurio/g, respectivamente (Harada et al. 1999). Recientemente, la utilizacion de
métodos de analisis de regresion multiple en el estudio del perfil neurolégico de pacientes
con la enfermedad de Minamata ha demostrado que el indice de prediccion de la
severidad de la enfermedad se reduce en 25 anos en la mayoria de pacientes. Tan sélo
un grupo minoritario de enfermos presentaron un aumento de los sintomas neurolégicos

debido a complicaciones neuroldgicas asociadas con la edad (Uchino et al. 2005).

El segundo gran brote de intoxicacion por MeHg tuvo lugar durante el invierno de 1971 —
1972 en Irak. En este caso la fuente de exposicion a MeHg fue el consumo de grano de
trigo tratado con MeHg como pesticida. En las comunidades rurales de la zona, este
grano fue utilizado para la elaboracion de pan en lugar de ser usado con fines agricolas.
El consumo de la harina de trigo se inicié alrededor de Octubre — Noviembre del afo
1971 y los primeros casos de intoxicacion se registraron a finales de Diciembre del mismo
afo. Se produjeron unas 6.530 hospitalizaciones de las cuales 459 murieron, aunque se
estima que hubo unos 50.000 afectados. Los primeros sintomas observados en adultos
fueron parestesia seguido de ataxia, constriccién del campo visual y pérdida de oido. Se
reportaron algunos casos de debilidad muscular pero la mayoria de sintomas se
atribuyeron al SNC. La exposicion prenatal se manifestdé con una disfunciéon sensorial
grave como ceguera y sordera, paralisis general, reflejos hiperactivos, alteraciones
cerebrales y una alteracion del desarrollo mental (WHO 1990, US EPA 2001, Counter y
Buchanan 2004). Las concentraciones de MeHg halladas en grano tratado fueron de 4.8-
14.6 pg/g con un valor medio de 9.1ug/g. Los niveles de mercurio en sangre
correlacionaron con la severidad de los sintomas observados en individuos intoxicados.
Se hallaron niveles de mercurio en sangre de 1 — 50 ug/L en 93 pacientes intoxicados y
las muertes se produjeron cuando los niveles de mercurio en sangre eran > 30 ug/L

(Wade et al. 1993). En adultos, el MeHg altera las funciones sensoriales y la capacidad
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de coordinacion debido a la alteracién de las neuronas de la corteza visual y de las
granulares de cerebelo. La parestesia en extremidades y boca son los primeros sintomas
observados de la intoxicacion con MeHg. Efectos irreversibles como la ataxia y la
constriccion del area visual aparecen tras un periodo de latencia de semanas o meses.
Precisamente la degeneraciéon de neuronas granulares de cerebelo es la causa de la
ataxia. Este tipo de neuronas son diana especifica para el MeHg (Korogi et al. 1994,
Anthony et al. 2001, Eto 2000, Eto et al. 2002). El analisis post-mortem de los niveles de
MeHg en un individuo que fallecié a los 29 afos, a pesar de que la exposicion a MeHg
tuvo lugar a la edad de 8 afios, revel6 la presencia de niveles de MeHg superiores a 1

Mg/g de tejido en la corteza occipital, frontal y el cerebelo (Davis et al. 1994).

Las intoxicaciones por MeHg que tuvieron lugar en Japén e Irak encajan con los perfiles
de una exposicién prolongada a bajas concentraciones del toxico y de una exposicion a
corto plazo a altas concentraciones del téxico, respectivamente. A pesar de que
actualmente las intoxicaciones por elevadas concentraciones de MeHg son poco
comunes, existen evidencias de la exposicion continua a bajas concentraciones de MeHg
en la poblacién, principalmente a raiz del consumo de pescado. Pocos son los estudios
epidemiolégicos existentes en poblacién adulta sobre una exposicién prolongada en el
tiempo a concentraciones bajas de MeHg. El andlisis de los datos de un estudio realizado
con 306 indios Cree adultos del Quebec en el afo 1977 desveld una asociacion entre los
niveles de Hg en pelo (0.5 — 46 ug/g; < 50ug/g, umbral téxico) con la aparicion de

temblores en adultos jovenes pero no en adultos de mas de 40 afios (Auger et al. 2005).

1.4.4.2.- Efectos del MeHg en nifios

Los efectos del MeHg en cerebros en desarrollo se describieron a raiz de las
intoxicaciones ocurridas en Japén (1956, 1965) e Irak (1971 — 1972). Mujeres gestantes
expuestas a MeHg en Minamata e Irak dieron a luz a nifios con importantes dafos
cerebrales irreversibles. La inhibicion de la division celular y de la migracion neuronal, y la
alteracion de la citoarquitectura del cerebro en desarrollo son algunos de los principales
efectos producidos por una exposicion prenatal. Existe una relacion dosis — respuesta
entre la exposicion prenatal a MeHg y los efectos neurotdxicos del MeHg. En Japén se
detectaron algunos casos de la enfermedad de Minamata fetal caracterizada por
alteraciones graves en el desarrollo incluyendo alteraciones cerebrales, retraso mental y
convulsiones (Davidson et al. 2004). Los niveles de MeHg detectados en tejido del cordon

umbilical de 25 nifios diagnosticados con la enfermedad de Minamata fetal (incluidos en
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un estudio de 171 nifios de la region de Minamata) fueron significativamente diferente a
los niveles detectados en nifios controles (1.63 pg/g y 0.24 pg/g, respectivamente).
Utilizando los coeficientes de regresion derivados de los estudios de las Islas Faroe
(Akagi et al. 1998), los niveles de MeHg en cordon umbilical de los nifios con la
enfermedad de Minamata fetal equivaldrian a 216 ug/L de sangre del cordon umbilical y a

41 ug/g de pelo materno.

La exposicion prenatal a concentraciones elevadas de MeHg produce una alteracion en el
desarrollo del cerebro induciendo una pérdida de las neuronas en los dos I6bulos del
cerebro. Los efectos asociados a estas alteraciones incluyen reflejos hiperactivos,
sordera, ceguera, alteraciones cerebrales, retraso mental y paralisis general (NRC 2000,
Counter y Buchanan 2004). En contraposicion, los efectos neurolégicos producidos por la
exposiciéon prenatal a bajos niveles de MeHg producen un déficit en el lenguaje, el
aprendizaje, la atencién y en menor grado producen alteraciones motoras y disfunciéon de
la organizacién espacio-visual. Las posibles dianas del MeHg en el SN incluyen la BHE,
el citoesqueleto, el transporte axonal, la produccion, secrecion, captacién y metabolismo
de neurotransmisores, los procesos de senalizacion celular, sintesis de proteinas, ADN y
ARN; y sistemas respiratorios y productores de energia. Un estudio realizado con 83
mujeres embarazadas e intoxicadas con MeHg en Irak, mostraron niveles de mercurio en
pelo del orden de 1 — 600 pg/g. La evaluacion de los afectos adversos del mercurio en los
nifios de 30 meses de edad desveld una relacion dosis — respuesta entre los niveles de
mercurio en pelo y la aparicion de los efectos neurologicos (Cox 1989, para revision
Davidson et al. 2004).

La valoracion de los efectos neurotdoxicos del MeHg en nifios se analizdé en diferentes
poblaciones de riesgo: Canada, Peru, Nueva Zelanda, Brasil, Islas Faroe e Islas
Seychelles. En Canada, se realiz6 un estudio con 234 nifios indios del norte del Quebec
de 12 — 30 meses de edad. La fuente de exposicion fue el consumo de pescado
contaminado con MeHg. El contenido medio de mercurio en el pelo de las madres fue de
6 ug/g, pero en un 6% de las mujeres los niveles eran superiores a 20 ug/g. Se observo
tono muscular y reflejos de los tendones anormales en el 11.4% de los nifios y en el 12.2
% de las nifias y solo se obtuvo una asociacion significativa de estos efectos con los
niveles de mercurio en el pelo materno de los nifios. Por otro lado, en nifas se observo
una relacion negativa entre la incoordinacién y la exposicion a mercurio. Ningun otro
parametro de funcion neuroldgica o de desarrollo mostré una asociacion significativa con

los niveles de MeHg ni tampoco se observé una relacion dosis-respuesta. Estos
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resultados fueron interpretados con cautela por los autores ya que las alteraciones
observadas solian ser anormalidades aisladas de severidad media con dudosa
importancia clinica. (McKeown-Eyssen et al. 1983, US EPA 2001). En Peru, se realizé un
estudio a partir de 131 madres (con sus respectivos hijos) cuya dieta era rica en pescado.
Los niveles de mercurio detectados en el pelo materno fueron de 1.2 — 30 pg/g (valor
medio de 8.3 ug/g). Sin embargo, no se hallé ninguna relacion significativa entre los
niveles de mercurio en el pelo materno y los signos de alteracion en el desarrollo
neurologico de los nifios. (Marsh et al. 1995, US EPA 2001). Por otro lado, en Nueva
Zelanda se realiz6é un estudio con 935 mujeres cuya ingesta de pescado era superior a 3
veces por semana durante el embarazo. De las mujeres incluidas en el estudio 73
presentaron niveles de mercurio en pelo superiores a 6 ug/g (media de 8.3 ug/g; rango de
6 — 86 ug/g) y fueron definidas como el grupo de alto riesgo. Los resultados obtenidos de
las pruebas de evaluacién neurolégica aplicadas a 237 nifios de 6 — 7 afios, reveld una
asociacion entre los niveles de mercurio en pelo de las madres durante el embarazo (13-
15 pg/g) y la disminucion de la capacidad de realizar las pruebas de inteligencia,
lenguaje, habilidades motoras y de organizacion espacio-temporal (WHO 1990, US EPA
2001, para revision Counter y Buchanan. 2004). En Brasil, se realizé un estudio con 351
nifios de 7 — 12 afios habitantes de 4 comunidades cercanas a un rio en el Amazonas.
Estos nifios consumian peces contaminados con MeHg procedente de la utilizacién del
mercurio en los procesos de extraccion de oro. Los niveles de mercurio en pelo de 197
nifos de zonas expuestas a altas concentraciones de mercurio y de 105 nifios de zonas
con una menor exposicion ( > 10 pg/g e < a 10 pg/g, respectivamente) correlacionaron
con una disminucién de la funcion motora, de la atencién y de la capacidad espacio-visual
(Grandjean et al. 1999). Un quinto estudio epidemioldgico, se realizé en las Islas Faroe
doénde la principal fuente del MeHg provenia del consumo de carne y grasa de ballena.
Se observo una relacién entre el consumo de ballena y los niveles de mercurio en el pelo
materno o en la sangre del cordon umbilical. El estudio se realizé con 917 nifios nacidos
entre 1986 y 1987 correspondientes al 90.3% de los sobrevivientes de la cohorte inicial.
El 15 % de las madres presentaban niveles de mercurio en el pelo superiores a 10 ug/g, y
niveles de mercurio en la sangre del cordén umbilical hasta 350 ug/l (valor medio de 22.8
Mg/l). A los 7 afios de edad los nifos fueron sometidos a distintitas pruebas
neurofisiolégicas. Estos niflos no presentaron anomalias neurofisiolégicas o clinicas
asociadas a la exposicion a MeHg. Sin embargo, se observé una asociacion entre los
niveles de mercurio en pelo materno (mercurio en pelo < 10 pg/g) en el momento del

parto y una disminucién de la capacidad motora. A su vez, los niveles de mercurio en
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sangre de corddn umbilical se asociaron con un déficit en el lenguaje, la atencién y la
memoria (Grandjean et al. 1997, Grandjean y White 1999, US EPA 2001). Las
asociaciones encontradas entre las alteraciones observadas y los niveles de MeHg
fueron mas sodlidas en cordén umbilical que en pelo materno (Budtz-Jorgensen et al.
2000, US EPA 2001). Por ultimo, en las islas Seychelles, se realiz6 un macroestudio
epidemiolégico con 711 nifios de 66 meses de edad (5.5 anos) residentes en las islas en
el que no se observd correlacidn alguna entre la exposicion a MeHg y el dafio
neurologico. La exposicién prenatal a MeHg a través del consumo de pescado (media de
12 ingestas/semana) produjo una acumulacion de mercurio en el pelo de 6.8 ug/g (0.5 —
26.7 ug/g) en mujeres expuestas durante el embarazo. A los 9 afnos de edad 643 nifios
del mismo cohorte fueron sometidos a 21 pruebas para evaluar las alteraciones en el
lenguaje, la memoria, las funciones neurocognitivas, motoras, perceptiales-motoras y de
comportamiento provocadas por MeHg. Los resultados de las pruebas relacionadas con
la funcién motora y la atencién mantenida en el tiempo correlacionaron con los niveles de
mercurio en el pelo. La presencia de mercurio incrementd el indice de hiperactividad y
disminuyd la funcién motora sélo en nifios y en la mano no dominante (Davidson 1997,
US EPA 2001, Myers et al. 2003, para revision, Counter et al. 2004, Huang et al. 2005).
Derivado de los estudios estadisticos, concluyen que estos resultados podrian ser
casuales y que sélo existen pequenas evidencias de los efectos adversos de la

exposicion prenatal a MeHg (Myers et al. 2003, Huang et al. 2005).

El riesgo neurotoxicolégico de la exposicidn pre-natal a MeHg derivado de los estudios
epidemiolégicos de las Islas Faroe y Seychelles es una fuente de controversia. La
comparacion de ambos estudios revela que la poblacion de las islas Faroe estuvo
expuesta a concentraciones de MeHg 5 veces superiores a las concentraciones halladas
en los peces consumidos en las islas Seychelles (1.6 ug/g a 0.3 ug/g, respectivamente)
(Myers 1998). Ademas, en la carne de ballena se encontraron niveles de bifenilos
policlorados (PCB, uno de los 12 contaminantes persistentes) que podrian potenciar la
toxicidad del MeHg. Estos hechos podrian explicar en parte el porqué se encontré una
asociacion entre los niveles de MeHg y las alteraciones neuroldgicas en nifios de las Islas
Faroe y no en los nifios de las islas Seychelles. Sin embargo, la reevaluacion de los
resultados obtenidos en las islas Faroe indicd que no existia tal interferencia entre ambos
tipos de contaminantes (NRC 2000, Stewart et al. 2003). Por otro lado, la utilizaciéon de
métodos de evaluacion del dafio neuroldgico y biomarcadores distintos (el pelo materno y

la sangre de cordén umbilical) podria explicar, en parte, la diferencia entre estos dos
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estudios. Con lo cual, con estos datos no se puede inferir una conclusion firme de la
asociacion entre la exposicion prenatal a MeHg y los efectos adversos en el desarrollo del

cerebro en nifios (Spurgeon, 2006).

1.4.5.- Evaluacién del riesgo

El consumo de mercurio a través de la dieta es considerado un factor de riesgo. El MeHg
es acumulado en el organismo cuando la cantidad de MeHg ingerida es superior a la
cantidad eliminada. El riesgo para la salud de la poblacién asociado al consumo de

pescado y marisco es todavia tema de controversia.

1.4.5.1.- Regulacion de los niveles tolerables de mercurio

Tras conocer la capacidad neurotéxica del MeHg a partir de las dos grandes epidemias
de Japon e lIrak, varias organizaciones internacionales entre ellas la Agencia de
proteccion Ambiental de Estados Unidos (US EPA), la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), Food and Drug administration (FDA) y la Agencia de registro de enfermedades
provocadas por sustancias téxicas de EEUU (ATSDR) regularon los niveles de MeHg
tolerables en la ingesta diaria basados en los cambios neuropsicolégicos producidos en
nifos expuestos a MeHg in utero. Por primera vez en 1989, la EPA establecié la dosis de
referencia (DRf) para el consumo de mercurio en 0.3 pg/kg/dia, basandose en los
estudios realizados en la poblacion Iraqui. Posteriormente, en 1995 el valor de DRf se fijo
en 0.1 pg/kg/dia, vigente hasta la actualidad. Este consumo daria lugar a unos niveles de
mercurio de ~ 5.8 pg/L de sangre y 1.1 ug/g en el pelo. El término dosis de referencia
(DRf) se define como la dosis maxima de una sustancia toxica ingerida diariamente por la
poblacion mas sensible, a lo largo de la vida, sin aparicion de efectos téxicos. Por otro
lado, la OMS, la ATSDR y la FDA establecieron la dosis tolerable diaria para la poblacion
general en 0.23 pg/kg/dia (~1.6 pg/kg/semana, revisado en 2003, valor anterior 3.3
Ma/kg/semana), 0.3 ug/kg/dia (derivado del estudio de las Islas Seychelles) y 0.4
Mg/kg/dia, respectivamente. Japdn a su vez establecié este umbral en 0.43 pg/kg/dia
(WHO 1990, US EPA 1997, 2001, Budtz-Jorgensen et al. 2000, WHO 2003, Gochfeld y
Burger 2005). A pesar de que la DRf establecida por estas organizaciones procede de los
estudios de exposiciébn a MeHg in utero, éstas son extensibles a toda la poblaciéon
(Grandjean y White 1999, Kaiser et al. 2000).
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1.4.5.2.- Datos de exposicion humana

El Consejo Nacional de Investigacion de los EEUU (NRC, National Research Council)
estimoé que alrededor de 60.000 nifios / afio podrian nacer con problemas neurolégicos
debido a la exposicion in utero a MeHg (NRC 2000, Davidson et al. 2004). Estos
resultados pueden ser considerados polémicos ya que los niveles del mercurio en nifios y
mujeres en edad fértil reportados en un estudio realizado en EEUU por la National Health
and Nutrition Examination Survey, (NHANES 2001) fueron inferiores a los niveles
considerados peligrosos (1.2 ng/g en mujeres de 16 — 49 afios y 0.3 ng/g en nifos de 1 —
5 afos). En EEUU, se ha estimado que en nifios nacidos el afo 2000 el 3.2% de casos
de retraso mental (IQ<70) esta asociado a la exposicién pre-natal a MeHg (Trasande et
al. 2005, 2006). En San Francisco durante el afilo 2000 — 2001 se realiz6é un estudio de
los niveles de mercurio en la poblaciéon adulta en el que se demostré que el poder
adquisitivo y el nivel de educacién podrian considerarse también factores de riesgo. Para
ello se analizaron los niveles de mercurio de 123 individuos con buena posicién social (93
mujeres y 30 hombres) cuyas dietas incluian grandes cantidades de pescado. Los valores
de mercurio en sangre fueron de 2.0 - 89.5 pg/L, indicando que el 89% de los pacientes
presentaban niveles superiores a la DRf fijada por la US EPA. Una disminucion de la
ingesta de pescado fue acompafada por una reduccién de los niveles de mercurio en
sangre. Estos resultados mostraron una correlacion positiva entre el consumo de

pescado y los niveles de mercurio (Hightower y Moore, 2003).

En Espafa existen distintas regiones con riesgo potencial a ser expuestas a mercurio
debido a la mineria, a la industria productora de sosa caustica o a las incineradoras de
residuos urbanos. En 1996 se realizé un estudio con 223 nifios de edades comprendidas
entre 6 y 16 afos residentes en la provincia de Tarragona, concretamente en Flix
(poblacion cercana a una planta productora de sosa caustica y una incineradora),
Tarragona (cercana a refinerias petroliferas, una incineradora de residuos urbanos y con
actividad pesquera) y Tortosa (poblacién agricola) con niveles promedio de mercurio en
el pelo de 0.77 pg/g. Los niveles de mercurio en el pelo correlacionaron positivamente
con las variables sexo, la frecuencia de consumo de pescado y el lugar de residencia,
aunque no correlacionaron con la edad, ni el numero de empastes dentales ni la
ocupacion de los padres. Los niveles de mercurio en las nifias (n = 154) era casi el doble
de los niveles observados en los nifios (n = 79) (0.92 y 0.54 pg de mercurio/g de pelo,
respectivamente). Por otra parte, el consumo de pescado de 3 (n = 25 sujetos)y 4 (n=5

sujetos) veces por semana dio lugar a niveles de mercurio > 1.25 pg/g respecto los nifios
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(n = 5) que no consumian pescado (0.45 ug/g). Teniendo en cuenta el lugar de
residencia, los niveles de mercurio en nifios residentes en Tortosa (63 nifios), Tarragona
(100 nifios) y Flix (70 nifos) presentaron niveles de mercurio en pelo de 0.97, 0.83 y 0.57
Mag/g, respectivamente. Era de esperar que los nifios de Flix (pueblo de interior)
presentaran niveles mas altos de mercurio en pelo debido a la ubicacion de las plantas
productoras de sosa caustica y cloro en su localidad. Sin embargo, estos presentaron
unos niveles de mercurio inferiores a los niveles de los residentes en Tarragona vy
Tortosa, diferencia provocada probablemente por el consumo de pescado. En Flix el
pescado consumido era principalmente congelado cuyos niveles de mercurio (55 ug/kg
peso fresco) son inferiores a los del pescado fresco (219 ug/kg peso fresco) (Batista et al.
1996). Recientemente, se han realizado distintos estudios en nifios residentes en
Constanti (localidad cercana a Tarragona) donde en 1999 se puso en marcha una
incineradora de residuos urbanos. En una muestra de 100 nifios (39 nifios y 61 nifas) de
12 — 14 afos se observd una correlacion positiva entre los niveles de mercurio en el pelo
(0.70 pg/g) y la funcién cognitiva de la capacidad espacio-visual (Torrente et al. 2005,
Nadal et al. 2005). Paralelamente, la determinacién de los niveles de mercurio en
distintos alimentos de la zona reveld que en general la poblaciéon de Tarragona consume
diariamente 5.3 pg de mercurio (Bocio et al. 2005). Estos niveles de mercurio son
comparables a los niveles hallados durante la construccion de la incineradora (1996 —
1998) e inferiores a los valores tolerables establecidos por la OMS y la FDA pero no para
la US EPA (Bocio et al. 2005).

1.4.5.3.- Poblacién de riesgo

Como hemos descrito anteriormente, el SN en desarrollo es mas vulnerable a los efectos
téxicos del mercurio que el SN de un adulto ya que el MeHg es capaz de atravesar la
placenta y afectar directamente al feto. Es por esto que mujeres embarazadas, en edad
fértil o en periodo de lactancia, bebés y nifios forman parte de la poblacién de riesgo. La
UE, asi como la US EPA y la FDA recomiendan a las mujeres embarazadas (poblacién
de riesgo) no consumir mas de 100 g y 340 g de pescado a la semana, con niveles altos
y bajos de mercurio, respectivamente (Evans et al. 2002, European Commission 2004,
Arnold et al. 2005) y evitar el consumo de determinadas especies con niveles de mercurio

elevado, haciendo extensiva esta recomendacion para los nifios.
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1.4.5.4.- Regulacion de los niveles de MeHg en peces. Riesgo — beneficio del consumo

de pescado.

El MeHg es una de las formas mas téxicas del mercurio caracterizado por tener una vida
media larga y acumularse en la cadena alimentaria, siendo esta acumulacion un riesgo
para la poblacién. La US EPA estima que la ingesta de MeHg procedente de alimentos
distintos al pescado es del orden de 10° — 10® pg/kg/dia y del consumo de pescado y
marisco del orden de 2.7 x 102 ug MeHg/kg/dia en un individuo adulto. Estos valores
representarian el 27.1 % de la dosis de referencia establecida por la US EPA (0.1
Mg/kg/dia) (US EPA 2001). Estos hechos confirman que la principal ruta de exposicion a
MeHg procede del consumo de pescado.

El nivel maximo de MeHg en peces y marisco destinados al consumo permitido en EEUU
es de 1 pg/g de tejido fresco. En la Comunidad Europea este valor es de 1 ug/g de tejido
fresco para especies predadoras y 0.5 ug/g de tejido fresco para el resto de peces y
marisco (Egeland y Middaugh 1997, EC 466/2001, EC 221/2002, Gochfield y Burger
2005, Cabariero et al. 2005). La cantidad de MeHg acumulada en los peces depende de
su tamano y del eslabon que ocupen en la cadena tréfica. Es por esto que debe
controlarse los niveles de mercurio en los predadores de la parte alta de la cadena tréfica
(peces y mamiferos marinos como el pez espada, la ballena, el tiburdn, el atun y la
caballa entre otros) para su comercializacién y consumo. En la tabla 4.1 se indican los
niveles de mercurio detectados en peces en Estados Unidos y en diferentes regiones de

Espafa.

Tabla 4.1.- Niveles de mercurio detectados en peces de distintas zonas geograficas

Niveles de mercurio Especies analizadas ]
B ) Referencias
(ug /g tejido) (con niveles de Hg altos)
EEUU 0.01-1.3 tiburdn, atun, barracuda, pez  US EPA 1997
espada, ostras, atun en lata
Espafa
Rio Gallego 0.25-4.41 ) Raldua y Pedrocchi 1996
Carpa, barbo, lucio del norte
Rio Cinca 1.02-3.74
Mercados de 0.01 -0.301 Atun, bonito, merluza, atun Sanzo et al. 2001
Guipuzcoa en lata
Mediterraneo 0.5-1 Pez espada y atun Storelli y Marcotrigiano
2001
Atlantico 0.3-0.5 Pez espada y atun Cabariero et al. 2005
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Los elevados niveles de mercurio detectados en peces procedentes de los rios Gallego y
Cinca derivan de la contaminacién de los rios debido a la presencia en la zona de plantas
productoras de cloro. Por otro lado y a pesar de que los niveles de mercurio en la zona
del pais Vasco fueron bajos, un estudio realizado con 8417 voluntarios de la provincia de
Guipuzcoa, cuyo consumo de pescado diario fue de 88.6 g y 55 g en hombres y mujeres,
respectivamente, mostré que la ingesta de Hg en un 25 % de los hombres y un 15 % de
las mujeres superaria la DRf establecida por la US EPA (0.1 pg/kg/dia) pero no el limite
establecido por la OMS (1.6 ug /kg/semana) (Sanzo et al. 2001). Es importante destacar
que los valores de referencia establecidos por las diferentes organizaciones
internacionales se establecieron a partir de los efectos téxicos observados en la

poblacion de riesgo.

A pesar de que el pescado es una fuente de MeHg, su consumo aporta nutrientes
beneficiosos para la salud como acidos grasos poli-insaturados (PUFA) omega 3 que
ayudan a disminuir/prevenir el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares,
antioxidantes como el selenio y la vitamina E, proteinas y materia grasa con bajo
contenido en acidos grasos saturados. Los PUFA son importantes durante el desarrollo
cerebral y de la retina, la maduracion de la corteza visual y el desarrollo motor. El
consumo de selenio y vitamina E a través de la dieta puede ejercer un papel importante
en la proteccion frente a la exposicion cronica a bajos niveles de MeHg a la cual estamos
sujetos a través de la alimentacion (Egeland y Middaugh 1997, Myers 1998).
Recientemente, se ha publicado un estudio en el que se muestra la relaciéon entre los
niveles de mercurio y selenio en los peces mas consumidos en Espafia y Portugal (tabla
1.1) (Cabarfiero et al. 2005). Estos resultados confirman la mayor acumulacién de
mercurio en peces predadores (pez espada y atun) a la vez que sugieren un mayor
consumo de peces de eslabones inferiores de la cadena tréfica por sus menores niveles

de mercurio y mayores niveles de selenio.
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Tabla 1.1.- Niveles totales de mercurio y selenio en peces destinados al consumo en mercados

espafoles y portugueses. Datos extraidos de Cabaniero et al. 2005.

Hg total Se total
Pescado Se:Hg
(ug /g peso seco)+ (ug /g peso seco)
Caballa 0.033 £ 0.001 1.21+£0.02 20
Pulpo 0.024 £ 0.001 0.59 £ 0.02 13
Pez espada o emperador 0.47 £0.02 2.09 £0.02 3
Sardina 0.048 £ 0.002 1.81+£0.02 22
Atan 0.31 £ 0.01 2.32+£0.03 8

El selenio es un micronutriente esencial con gran potencial de prevenir enfermedades al
mismo tiempo que puede antagonizar los efectos téxicos del mercurio, aunque hasta el
momento se desconoce su mecanismo de accion. Concretamente, la selenio metionina
es la forma de selenio mas absorbida por el organismo que tiende a acumularse en los
tejidos, a incorporarse en las proteinas y en las enzimas. Se cree que el selenio puede
redistribuir el MeHg hacia tejidos menos sensibles como el musculo, competir con el
MeHg por los mismos receptores, formar complejos con el MeHg y la selenio-proteina, y
promover la transformacién del MeHg a formas menos téxicas (Egeland y Middaugh
1997, Combs y Gray 1998, Navarro-Alarcon et al. 2000). Teniendo en cuenta estos
resultados se recomienda consumir pescado con elevados niveles de PUFA,

antioxidantes y bajos niveles de MeHg y PCB.

Un estudio realizado en 8998 mujeres embarazadas revel6 una mayor probabilidad de
parto prematuro y menor peso de los bebés entre mujeres cuya dieta no contenia
pescado. Se observé que un consumo de 8 — 15 g de pescado / dia es beneficioso para
la salud (Olsen and Secher 2002, Gochfield and Burger 2005). Teniendo en cuenta la DRf
establecida por EPA, la poblaciéon puede consumir, sin que esto suponga un riesgo
toxicoldgico, entre 15 — 65 y 15 — 27 g de pescado/dia si los niveles de MeHg en el
pescado son del orden de 0.1ug/g (por ejemplo salmén, sardina, bacalao, cangrejo) o de

0.27 ug/g de tejido fresco (por ejemplo atun blanco y pez espada), respectivamente.
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1.5.- Alteraciones celulares y subcelulares inducidas por MeHg en el sistema

nervioso relevantes para la evaluacion del riesgo

La elevada afinidad del MeHg para grupos tioles convierte a las proteinas o péptidos que
contienen residuos de cisteinas en moléculas susceptibles a ser modificadas estructural y
funcionalmente en cualquier compartimento subcelular. En los sistemas bioldgicos, el
MeHg se halla formando complejos con las cisteinas, las homocisteinas, las
metalotioninas, el glutation o la albumina (entre otros). Es por esto, que no existe un
Unico mecanismo ni una unica molécula diana capaz de explicar la multitud de efectos
neurotéxicos inducidos por MeHg en el SNC. Los efectos del MeHg sobre la integridad
celular y tisular han sido estudiados en animales de experimentacion (Zhang et al. 2003,
Miyamoto et al. 2001, Sakamoto et al. 1996) y en distintos modelos celulares, incluyendo
células gliales (Daré et al. 2001, Belleti et al. 2002), células madre neuronales (Tamm et
al. 2006), neuroblastomas (Miura et al. 1999, Sanfeliu et al. 2001), cultivos de
reagregados de cerebro (Monnet-Tschudi et al. 1996) y cultivos primarios en especial de
células granulares de cerebelo (Castoldi et al. 2000, Daré et al. 2000, Gasso et al. 2001,
Fonfria et al. 2002, 2005, Limke y Atchinson 2002, Sakaue et al. 2003, 2005). Ademas,
de los efectos nocivos en la estructura celular del SN, otros elementos como la
transmision nerviosa (receptores, sefalizacion celular, sintesis, degradacién y transporte
de neurotransmisores), la homeostasis del calcio, los procesos relacionados con la
respiracion mitocondrial y la obtencién de energia, y finalmente la sintesis de proteinas,
ADN, ARN se barajan como las principales dianas del MeHg en el SN (ver referencias en
apartados siguientes; para revisién ver Castoldi et al. 2001, Patrick 2002, Sanfeliu et al.
2003, Aschner y Syversen 2005).

1.5.1.- Inhibicion de la sintesis de proteinas y alteracion de la fosforilacion de

proteinas

Los compuestos organicos de mercurio son capaces de inhibir la sintesis de proteinas tal
y como se ha demostrado en modelos in vivo e in vitro. La inhibicion de la sintesis se
debe a alteraciones a nivel de los ARN de transferencia y no a las fases de iniciacion,
elongacién de la sintesis ni a un mal funcionamiento de los ribosomas (Sarafian et al.
1984, Cheung y Verity 1985, Sanfeliu et al. 2003 y Limke et al. 2005). Alteraciones en el
patrén de fosforilacion de proteinas es otro de los efectos del MeHg observado en

sistemas in vivo e in vitro. La tubulina es una de las proteinas cuya fosforilacion esta
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incrementada por MeHg, afectando su funcién en los procesos celulares en los que

participa (Sarafian et al. 1990, Yagame et al. 1994).

1.5.2.- Alteraciones en la homeostasis del calcio

El i6n calcio desempefia un papel critico en los procesos de muerte en el SN. Diferentes
trabajos realizados con distintos modelos neuronales, incluido cultivos primarios de
células granulares de cerebelo, demuestran que las exposiciones a corto plazo (de
minutos hasta 24h) a concentraciones micromolares de MeHg alteran la homeostasis del
calcio (Sarafian 1993, Marty et al. 1997, 1998, Castoldi et al. 2000, Gasso et al. 2001,
Limke y Atchinson 2002, Limke et al. 2004, Atchinson et al. 2005). La utilizacion de
inhibidores de canales y quelantes de calcio revertié de forma significativa los efectos
citotoxicos inducidos por exposiciones cortas (<4h) a MeHg pero no los efectos
citotoxicos producidos por exposiciones > 18 h en células granulares de cerebelo,
sugiriendo que la desregulacion de la homeostasis del calcio puede contribuir a la muerte
neuronal a corto plazo (Marty et al. 1998). Ademas Sakamato et al. (1996) demostraron la
proteccion por agentes bloqueantes del canal de calcio frente la neurotoxicidad inducida
por MeHg tanto en modelos experimentales in vivo como en cultivos de células
granulares de cerebelo. En conclusidon, parte de la neurotoxicidad ejercida por las
exposiciones a corto plazo a MeHg en cultivos primarios de células granulares de
cerebelo proviene de la alteracién de la homeostasis del calcio ya que la utilizacién de
quelantes o inhibidores de canales de calcio protege de ciertos efectos toxicos entre ellos
de la muerte neuronal. (Castoldi, et al. 2000, Marty y Atchinson 1997, 1998, Limke et al.
2004).

1.5.3.- Alteraciones en el citoesqueleto

El citoesqueleto, implicado en el movimiento y en procesos de division celular, es una de
las dianas especificas del MeHg y, en especial, los microtubulos. La fragmentacién de los
microtubulos y la disolucidn de la red neuronal se observo en cultivos primarios de células
granulares de cerebelo expuestos a concentraciones de MeHg de 0.5 — 1 uM (30 min —
18 h) precediendo a la muerte neuronal por apoptosis (Castoldi et al. 2000). La integridad
de los microtubulos es fundamental para el desarrollo del SN, la proliferacion celular, la
migracion de células mitéticas durante la formacion de la corteza cerebral y cerebelar,

para la extension y estabilizacion de las neuritas y para el transporte axodendritico.
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Todos estos procesos estan alterados por la presencia del MeHg (Kunimoto et al. 1997,
Miura et al. 1999, Castoldi et al. 2000). En cultivos organotipicos de cerebelo se ha
mostrado la inhibicion y alteracion de la migracién neuronal desde las capas externas del
cerebelo hacia las capas internas en presencia del MeHg de manera dosis-dependiente
(1 =10 pM) (Kunimoto y Suzuki 1997).

La actina es una proteina estructural que junto con los microtubulos y los filamentos
intermedios constituyen el citoesquelo celular. Leong et al. (2001) demostraron una
alteracion del crecimiento de las neuritas de neuronas de Lymnaea stagnalis (serpiente
de agua) expuestas a cloruro de mercurio debido a la interaccién del mercurio con la
tubulina, pero no con la actina. Por otro lado, un estudio realizado en una linea celular de
rindn de rata mostré que la exposicion a MeHg (< 2 yM, 17 h) producia una disrupcién de
los microtubulos de tubulina, pero no de los filamentos de actina, excepto en algunas
células expuestas a 2 yM de MeHg. Estos resultados indican el potencial del MeHg como
disruptor selectivo de microtubulos con efectos secundarios en otros elementos del

citoesqueleto a concentraciones elevadas de MeHg (Sager et al. 1988).

1.5.4.- Alteraciones en la transmision nerviosa

Los efectos del mercurio sobre la transmision sinaptica pueden ocasionar debilidad
muscular y alteraciones en el sistema nervioso central (SNC) como el déficit
comportamental observado en exposiciones in utero a MeHg (Castoldi et al. 2001). Los
compuestos de mercurio son capaces de alterar la funcién de los receptores GABA,,
NMDA, de dopamina y de acetilcolina de tipo nicotinico y muscarinico afectando la
transmision nerviosa (Scheuhammer and Cherian, 1985, Arakawa et al. 1991, Huang y
Narahashi 1996, Castoldi et al. 1996, Fonfria et al. 2001, Miyamoto et al. 2001, Coccini et
al. 2006). EI MeHg produce liberacion espontanea de noradrenalina y de amino acidos
excitatorios en modelos in vitro neuronales y gliales. Los compuestos de mercurio alteran
el transporte de glutamato inhibiendo su captacién en glia y neuronas granulares de
cerebelo e induciendo una liberacion neta del glutamato endégeno (Aschner et al. 1993,
1995, Gasso6 2000, Fonfria 2005). La sobreestimulacion de los receptores NMDA podria
provocar la muerte neuronal por excitotoxicidad. La inyeccién esterotaxica de MeHg en la
corteza cerebral de ratas produjo un incremento de la concentracion de glutamato
extracelular y del dafno en el ADN, que fue reducido por el antagonista del receptor NMDA

MK-801 sugiriendo la asociacion entre el dafio en el ADN vy el proceso de excitotoxicidad
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(Juarez et al. 2002, 2005). Por otro parte, ratas expuestas a MeHg mostraron una
degeneraciéon neuronal en la corteza, el hipocampo y el cerebelo, que fue revertida por
MK-801 en la corteza e hipocampo, pero no en el cerebelo (Miyamoto et al. 2001).
Ademas, el MK-801 produjo una reduccién del dano inducido por MeHg en las neuronas
corticales de rata, asi como una disminucioén de los productos proteoliticos derivados de
la activacion de la calpaina (Zhang et al. 2003). Por ultimo, en cultivos primarios de
neuronas granulares de cerebelo, el antagonista MK-801 no fue capaz de proteger de la
muerte neuronal inducida por la exposicion a 1 yM MeHg durante 18 h (Castoldi et al.
2000). Estos datos sugieren que la muerte neuronal inducida por MeHg puede tener un
componente excitotdéxico en neuronas corticales e hipocampales, pero no en neuronas

granulares de cerebelo.

1.5.5.- Alteraciones en la actividad mitocondrial y en la homeostasis de

oxidorreduccion

El cerebro es un 6rgano especialmente vulnerable al estrés oxidativo debido a la elevada
tasa de actividad metabdlica oxidante, a la alta demanda energética para el transporte de
neurotransmisores e iones, a la elevada concentracién de sustratos oxidables (como por
ejemplo los acidos grasos polinsaturados de las membranas), a la generacién endogena
de ROS, a la alta relacion superficie de membrana / volumen citoplasmatico y finalmente
a los bajos niveles de mecanismos intracelulares de proteccién (GSH, metalotioninas,
catalasa y glutation peroxidasa) (Kodavanti, 1999, Castoldi et al. 2001). El estrés
oxidativo, asociado a una acumulacion de especies reactivas toxicas (ROS, especies
reactivas al nitrdgeno o iones metalicos no unidos) procedente de la alteracion del
equilibrio entre los componentes celulares pro-oxidantes y antioxidantes, es un factor
fundamental en la neurotoxicidad mediada por MeHg. En organismos eucariota, la

mitocondria es el principal organulo productor de ROS.

El MeHg es capaz de alterar distintas funciones mitocondriales incluyendo la respiracion y
la fosforilacién oxidativa ademas de inducir cambios en la concentracion de calcio
mitocondrial (Yee y Choi 1996, Limke et al. 2004). El MeHg altera la cadena de transporte
de electrones a nivel del complejo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxidoreductasa) de la cadena
respiratoria mitocondrial, traduciéndose en un incremento de ROS, una depleccion de
GSH y un aumento en la peroxidacién lipidica tal y como se ha observado en ratas

expuestas a MeHg (Yee S y Choi 1996). Asi mismo, el MeHg es capaz de reducir los
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niveles de ATP intracelular en células granulares de cerebelo (Fonfria et al. 2005). El
MeHg promueve la apertura del poro de permeabilidad transitoria en la mitocondria (MTP)
(Insug et al. 1997, Shenker et al. 2000) a través del cual pueden difundir de forma pasiva
hacia el citosol moléculas con pesos moleculares < 1.5 kDa tales como iones, metabolitos
y agua (Green y Reed 1998, Martinou 1999, Broker et al. 2005). La apertura del MTP es
un proceso irreversible acompafiado de una hinchazén de la mitocondria que conduciria a
la liberacion de Ca?*, de factores mitocondriales como el citocromo ¢ y el factor inductor
de apoptosis (AIF) procedentes de la mitocondria (Petit et al. 1998) como ha sido
observado en el caso del MeHg (Shenker et al. 2000, Limke et y Atchinson 2002, Fonfria
et al. 2002). La sobreexpresion de Bcl-2 o la exposicidon a ciclosporina A, agentes
inhibidores de la formacién del MTP, disminuyen el estrés oxidativo y la muerte neuronal
inducidos por MeHg en preparaciones neuronales (Sarafian et al. 1994, Myhre y Fonnum
2001). Estos resultados sugieren la participacion de la mitocondria y en particular la

formacion del MTP en la muerte neuronal inducida por MeHg.

El estrés oxidativo y la formacién de radicales libres (0%, OH", H,O, peréxidos lipidicos
etc.) contribuyen a la neurotoxidad del MeHg mientras que los antioxidantes ofrecen una
proteccion parcial en sistemas in vivo e in vitro. En la figura 1.7 se muestran de forma
esquematica como el MeHg puede inducir estrés oxidativo. La expresion de genes
relacionados con el estrés oxidativo y la apoptosis experimentd un incremento tras 6 y 24
horas de exposicion a 1uM MeHg en células PC12, respectivamente (Wilke et al. 2003).
Los antioxidantes vitamina E (Vit E), probucol y propil gallato protegieron del dafo
neuronal y de la generacion de ROS en sistemas in vivo e in vitro, respectivamente
(Sarafian et al. 1991, Sorg et al. 1998, Usuki et al. 2001, Gass6 et al.2001). Los
antioxidantes ejercen una mayor proteccién de la muerte neuronal inducida por MeHg
que los inhibidores de canales y transportadores de calcio (Gass6 et al, 2001 Sanfeliu et
al. 2003).
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Figura 1.7.- Mecanismos implicados en la generacién de estrés oxidativo por MeHg. Modificacién

del esquema original de Sarafian et al. 1996

Ratas expuestas a largo plazo con MeHg mostraron una muerte apoptética de las células
neuronales al mismo tiempo que se observé también una disminucién de la actividad
catalasa y citocromo ¢ oxidasa en musculo esquelético. La reversion de la muerte
neuronal por el antioxidante trélox (analogo de la vitamina E) sugirio la implicacion del
estrés oxidativo en los procesos de intoxicacion con MeHg (Usuki et al. 2001). El efecto
del MeHg sobre el estrés oxidativo ha sido valorado en tres modelos in vitro diferentes: en
cultivos de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) y en cultivos primarios de neuronas y
astrocitos de feto humano. El patrén de muerte inducido por concentraciones de 0 — 10
MM de MeHg durante distintos tiempos de exposicion fue similar en los dos cultivos
neuronales pero diferentes al de los astrocitos. La deplecion de los niveles endégenos de
GSH en los tres modelos mostré que entre ellos, el neuroblastoma humano era el modelo
mas sensible y los cultivos de astrocitos el mas resistente a la accion del MeHg. Si bien,
la muerte neuronal inducida por MeHg fue protegida por la cisteina en astrocitos y en
neuroblastoma, esta muerte fue parcialmente protegida soélo en los cultivos neuronales
por el selenio, la vitamina E y la catalasa (Sanfeliu et al. 2001). Ademas, la muerte
neuronal de neuronas granulares de cerebelo inducida por la exposicion a MeHg durante
24 h fue protegida totalmente por propil gallato, 17-p-estradiol y un derivado del estradiol,
y parcialmente protegida por probucol y vitamina E. La proteccion ejercida por probucol
se debe a la reduccion parcial de los niveles de ROS y a la disminucién de los niveles de

calcio intracelular, a diferencia de la ejercida por propil gallato, que reduce totalmente los
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niveles de ROS y parcialmente los niveles de calcio intracelular sugiriendo que el estrés
oxidativo seria la principal causa de la neurotoxicidad (Daré et al. 2000, Gassé et al.
2001)

Finalmente, la peroxidacion lipidica tiene lugar cuando los lipidos son atacados por
radicales libres. En general, un desequilibrio entre factores pro-oxidantes y antioxidantes
de la célula puede conducir a la peroxidacion lipidica. En la figura 1.8 se esquematiza la
amplificacion del dano oxidativo iniciado por el ataque de un radical libre a la cadena
alifatica de un acido graso. La presencia de hidroperéxidos lipidicos en la membrana
celular puede modificar su estructura y funcion alterando su fluidez, potencial de
membrana y permeabilidad a iones como por ejemplo a Ca?". Los peroxidos lipidicos
formados no se eliminan con lo cual pueden dar lugar a la formacion de otros radicales
(LO") suficientemente reactivos como para atacar a biomoléculas como acidos nucleicos y
proteinas (Kodavanti 1999).

L+-H + radical — L, + radical-H

L," + 0, - L,-00" (radical peréxido) \
L-05" + Lo-H — L4=O0H + Ly’ (radical lipidico) )

L1-OOH (peroxido lipidico)
PN
T Cca* T PLA,

acido araquidonico

Figura 1.8.- Esquema detallado de las reacciones implicadas en la generacion de peréxidos

lipidicos

En sistemas in vivo se ha visto que la vitamina E es capaz de prevenir la lipoperoxidacion
(Sarafian et al. 1999, Usuki et al. 2001). Sarafian y Verity (1991), mostraron que cultivos
primarios de células granulares de cerebelo expuestas a MeHg (agudo) sufrian un
incremento de la peroxidacion de lipidos que podia ser reducido por la vitamina E aunque
esta reduccién no prevenia la muerte neuronal. Ratas expuestas de forma aguda a MeHg
mostraron un incremento de la peroxidacion lipidica en higado (Lin et al. 1996). Por otro
lado, la muerte por apoptosis se caracteriza por una reorganizacion de los lipidos de la

membrana y una pérdida de la simetria de la membrana debido a la translocacion de la
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fosfatidilserina desde las capas internas hacia las externas. En modelos experimentales
in vitro de monocitos, se observaron ambos efectos tras ser expuestos a 5 yM de MeHg
durante 1h (Insug et al. 1997, Shenker et al. 1998).

Todas estas observaciones indican el papel que ejerce el estrés oxidativo en la muerte

neuronal inducida por MeHg.

1.5.6.- Muerte neuronal inducida por metilmercurio

La apoptosis y la necrosis son dos tipos de muerte bien diferenciadas morfologica y
molecularmente. La neurodegeneracion provocada por MeHg cursa por ambos
mecanismos de muerte dependiendo de la concentracién y el tiempo de exposicién al
metal, tal y como se demostrd en estudios realizados en animales de experimentacién y
en sistemas in vitro (Kunimoto et al. 1994, Nagashima et al. 1996, Castoldi 2000, 2001,
Toimela et al. 2004, Wilke et al. 2003). Ratas expuestas a 10 mg/kg/dia de MeHg durante
10 dias mostraron la aparicion de indicios de una muerte necrética en la corteza cerebral
y en los nucleos del tronco del mesencéfalo mientras que las ratas expuestas a 4 mg/kg
cada dos dias durante 20 dias, mostraban signos de atrofia y condensacién nuclear en
las células granulares de cerebelo (tipico de procesos apoptoéticos), aunque no se
observd dafio en las células de Purkinje ni en las células estrelladas o en cesto
(Nagashima et al. 1996). Ademas, estudios realizados en los cultivos de células
granulares de cerebelo expuestos a concentraciones de MeHg >5 uM durante 1h
mostraron alteraciones celulares tipicas de una muerte por necrosis, mientras que
concentraciones de MeHg < a 1 yM inducian una muerte de tipo apoptética después de =
18 horas de exposicion (Kunimoto et al. 1994, Castoldi et al. 2000, 2001, Daré et al.
2000). ElI mismo tipo de muerte apoptética se produjo en las lineas celulares de
neuroblastoma SH-SY5Y, glioblastoma y de células epiteliales de retina, fueron tiempo- y
concentracion-dependientes, aunque la linea SH-SY5Y resulté ser la mas sensible. En
las tres lineas celulares, la muerte neuronal inducida por los compuestos de mercurio fue
de tipo apoptética manifestandose a las 24 h (Toimela et al. 2004). Recientemente, el
mecanismo de muerte activado por MeHg ha sido explorado también en cultivos de
células corticales y en la linea de células madre neuronales C17.2. El porcentaje de
muerte por apoptosis inducida por el tratamiento agudo con MeHg (~ 20% a 50 nM, 24h)
en los cultivos primarios de células corticales fue similar al observado en la linea neuronal

C17.2 pero a concentraciones de MeHg 10 veces inferiores (~ 20% a 500 nM, 24h)
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(Tamm et al. 2006). En cultivos de células granulares de cerebelo, la sintesis de ARNm y
proteinas parecen no estar implicadas en la muerte apoptoética inducida por la exposicion
aguda a MeHg ya que la inhibicién de estos procesos con actinomicina D y cicloheximida,

respectivamente, no protegieron de la muerte neuronal (Castoldi et al. 2000).

Se desconoce cual es la secuencia “cronoldgica” exacta de eventos que evocan a la
muerte apoptoética inducida por MeHg. Las células PC12 muestran una muerte apoptotica
concentracién-dependiente a las 24 h de la exposicion con una ECsg de 1.3 yM. Tras un
insulto agudo con MeHg (5 pM), la secuencia de eventos desencadenada consiste en una
disminucion del potencial de la membrana mitocondrial detectable a los 30 min del
insulto, seguida por una disminucién de los niveles de GSH y ATP (1 h exposicion) siendo
ésta ultima mas pronunciada a las 3h de la exposicion, momento en el que se observd
también un incremento de los niveles de ROS vy de la actividad caspasa 3. La proteccion
de la muerte por N-acetil-cisteina (NAC) y GSH, pero no por la ciclosporina A que a pesar
de inhibir la formacion del poro mitocondrial no fue capaz de mejorar la viabilidad
neuronal, parecen indicar que la deplecién de los niveles de GSH son la primera causa
desencadenante de la muerte. A su vez la disminucién de los niveles de GSH implicaria
un incremento del estrés oxidativo de la célula (Gatti et al. 2004). En contraposicion, la
secuencia de eventos desencadenados en células gliales C6 tratadas de forma aguda
con MeHg se inicia con un incremento inmediato de ROS alcanzando el maximo alas 2 h
0 3 h de la exposicion a 1 — 10 yM de MeHg o a 0.1 uM MeHg, respectivamente. A
continuacion, la fragmentacion del ADN de forma tiempo- y concentracion-dependiente
tuvo lugar de forma paralela a la alteracion del potencial de la membrana mitocondrial
responsable de la formacién del poro de permeabilidad transitoria (MPT). Aunque la
muerte neuronal curso exclusivamente por apoptosis, tan sélo se observé un incremento
en los niveles de caspasa 3 en los cultivos expuestos a la maxima concentracion. Esta
muerte neuronal fue protegida por los secuestradores de radicales libres N-acetil-cisteina
y GSH (Belleti et al. 2002).

La muerte apoptdtica puede cursar por distintas vias segun el mecanismo intracelular
activado. Existen dos vias principales de apoptosis, la via extrinseca dependiente de la
activacion de los receptores de muerte y la via intrinseca dependiente de las mitocondrias
(Strausser et al. 2000, Fan et al. 2005). Generalmente, la muerte apoptética dependiente
de la activacién de los receptores de muerte cursa con la activacién de la caspasa 8,
seguida por la activacién directa de las caspasas efectoras (3, 6 o 7) o de factores

citosdlicos pro-apoptéticos como BID, capaz de activar la via intrinseca de apoptosis
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(figura 1.9) (Fan et al. 2005, Li et al. 1998). La via intrinseca de apoptosis, iniciada por
estimulos externos e internos (estrés oxidativo, dafio en el ADN, agentes toxicos, etc.),
conduce a la permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria debido a la
activacion de las proteinas de la familia bcl-2 o a la formacion del poro de permeabilidad
transitoria (MTP), liberacién del citocromo c¢ y posterior formacion del apoptosoma y
activacién de las caspasas efectoras (3, 6 y 7) (Li et al. 1997, Broker et al. 2005). No
obstante, la muerte apoptética puede ser activada también por el estrés del reticulo

2+]I

endoplasmatico (RE) con el posterior incremento de la [Ca“"]; y activacién de la caspasa

12 (figura 1.9) (Breckenridge et al. 2003).

Por otro lado, en los ultimos afios se han descrito otras formas de muerte celular
programada que cursan o pueden cursar por mecanismos independientes a la activacion
de las caspasas como por ejemplo la muerte neuronal mediada por el factor inductor de
(AIF),
dependientes de calcio) (figura 1.9) (Guttmann y Jonhson 1998, Daugas et al. 2000, Leist

apoptosis por las proteasas lisosomales y por las calpainas (proteasas
y Jaattela 2001; para revisién ver Uchiyama 2001, Guicciardi et al. 2004, Harwood et al.
2005, Broker et al. 2005). No obstante, existen distintos puntos de intercomunicacion

entre las distintas vias apoptoticas descritas.
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azul se indica la apoptosis independiente de caspasa. Esquema modificado de Leist y Jaattela

2001 y Guicciardi et al. 2004.
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En muchas ocasiones la muerte apoptética inducida por MeHg es el resultado de la
activacion de distintas vias de senalizacion tal y como queda reflejado en distintos
modelos de toxicidad del MeHg (Tamm et al. 2006, Nishioku et al. 2000).

1.5.6.1.- Evidencias de la muerte apoptética inducida por metilmercurio dependiente de la

activacion de la caspasa 3

La muerte apoptotica observada en las lineas celulares PC12, C6, SH-SY5Y y en las
células epiteliales y de glioblastoma inducida por la exposicion < 48h a concentraciones
MM de MeHg cursé con la activacion de la caspasa 3 (Belleti et al. 2002, Gatti et al. 2004,
Toimela et al. 2004). Existen algunos modelos celulares en los que la apoptosis inducida
por MeHg es fruto de la activacion de distintas vias de sefalizacion intracelular. Por
ejemplo, la muerte apoptoética inducida por la exposicién a 500nM MeHg durante 24 h en
la linea celular de células madre neuronales C17.2 depende tanto de la activacion de la
caspasa 3 como de la activacién de las calpainas debido al incremento de la [Ca®'].
Como consecuencia de la exposicion a MeHg se produce una oligomerizacion y
activacion de Bax (proteina proapoptética de la familia de las proteinas bcl-2) que permite
la formacién de poros en la membrana mitocondrial a través de los cudles el citocromo ¢
es liberado al citosol dénde, posteriormente, se producira la activacién de la caspasa 3.
La muerte neuronal inducida por MeHg fue protegida parcialmente por los inhibidores de
las caspasas de amplio espectro o por los de las calpainas y totalmente revertida por la
exposicion simultanea a ambos tipos de inhibidores, confirmando la implicacion de ambas
vias de muerte en este modelo celular (Tamm et al. 2006). Un segundo ejemplo de
muerte celular por apoptosis dependiente de la activacion de la caspasa 3 lo
encontramos en cultivos de microglia de rata expuestos durante 48 h a 500 nM MeHg. Si
bien en estos cultivos se observo también una muerte apoptética dependiente de la
liberacion de proteasas lisosomales, aunque ésta tuvo lugar de manera minoritaria
(Nishioku et al. 2000).

1.5.6.2.- Evidencias de la existencia de otras vias de muerte apoptotica inducida por

metilmercurio

Existen distintos trabajos que demuestran que la muerte apoptética inducida por MeHg
puede cursar por mecanismos independientes a la activaciéon de las caspasas (Daré et al.
2000, Nishioku 2000, Castoldi et al. 2000, Fonfria et al. 2002, Zhang et al. 2003, Sakaue
et al. 2003, 2005).
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1.5.6.2.1.- Muerte apoptética mediada por el factor inductor de la apoptosis

El factor inductor de apoptosis (AIF) es una proteina localizada en el espacio
intermembrana de la mitocondria cuya translocacién al nucleo induce la fragmentacién
del ADN de manera independiente a la apoptosis nuclear derivada de la liberacion del
citocromo c al citosol y de la posterior activacion de las caspasas (Susin et al. 1996,
Daugas et al. 2000). Cultivos de células granulares de cerebelo tratadas de forma aguda
con MeHg mostraron una translocacién del factor AIF desde la mitocondria al nucleo.
Esta translocacién fue la responsable de la fragmentacion del ADN 8 h después de
exposicion a 1 yM MeHg (Fonfria et al. 2002). En estas condiciones no se observé un

incremento en la actividad caspasa 3 (Castoldi et al. 2000, Daré et al. 2000).

1.5.6.2.2.- Muerte apoptética mediada por las proteasas lisosomales

En los ultimos afos, se ha descrito la participacién de las proteasas lisosomales
(catepsina B, D y L) en la muerte por apoptosis (Shibata et al. 1998, Bidere et al. 2003,
Canu et al. 2005, Erdal et al. 2005, Kaasik et al. 2005). Cultivos celulares del astrocitoma
humano D348 expuestos a MeHg durante 1 h mostraron una disminucién de la viabilidad
lisosomal acompafada por una reduccién del potencial de membrana mitocondrial a las 8
h de tratamiento, seguido por una alteracién de la integridad de la membrana plasmatica
y por una fragmentacién del ADN a las 24h. En ningun caso se produjo un incremento de
la caspasa 3. Estos hechos parecen indicar que las proteasas lisosomales podrian ser los
factores desencadenantes de la muerte astrocitica inducida por el estrés oxidativo (Daré
et al. 2001). Por otro lado, la inhibicién farmacolégica de la proteasa lisosomal catepsina
D en cultivos primarios de microglia de rata expuestos a MeHg (500 nM, 48h) revertié
parcialmente la muerte celular inducida por MeHg, aunque la via principal de muerte en

estos cultivos dependié de la activacion de la caspasa 3 (Nishioku et al. 2000).
1.5.6.2.3.- Muerte apoptotica mediada por las calpainas

Las calpainas son proteasas activadas por calcio que pueden participar en procesos
apoptéticos tal y como se observé en células SH-SY5Y en las que se indujo estrés
oxidativo (Guttmann y Jonhson 1998). Animales de experimentaciéon expuestos de forma
crénica a MeHg, mostraron una activacién de la p-calpaina y una acumulacién de
productos proteoliticos derivados de la activacion de las calpainas previos a la aparicion
de dano neuronal. Paralelamente, en estos animales no se observd activacion de la

caspasa 3 (Zhang et al. 2003). Por otro lado, se observaron resultados similares en
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cultivos de células granulares de cerebelo tratadas con el MeHg durante periodos de
tiempo de 24 — 48h. En estos cultivos el MeHg indujo una muerte neuronal apoptética, de
tipo concentracion dependiente, que cursd con la activacién de las calpainas. Esta
muerte fue parcialmente revertida por los inhibidores de las calpainas y por los agentes
antioxidantes 17 B-estradiol y J811 (un derivado del 17 B-estradiol), pero no por los
inhibidores de la caspasa demostrando la participacion de las calpainas en la muerte
neuronal (Daré et al. 2000, Sakaue et al. 2003, 2005).

1.6.- Cerebelo. Modelo de toxicidad del metilmercurio

Tradicionalmente, el cerebelo se describi6 como la parte del cerebro encargado del
control de las funciones motoras (concretamente las relacionados con el SN voluntario y
los movimientos finos) y el proceso de aprendizaje, a pesar de que también se le asigna
el control de las funciones cognitivas incluyendo la memoria de trabajo. Estructuralmente
el cerebelo estd compuesto por tres capas de células: la capa molecular (células
estrelladas y en cesto), la capa de células Purkinje y la capa de células granulares (figura
1.8). El cerebelo recibe impulsos nerviosos de las regiones cerebrales relacionadas con
la actividad motora (la médula espinal, el nucleo vestibular y la corteza cerebral) a través
de las fibras trepadoras y musgosas, y solo proyecta al exterior a través de las células de
Purkinje. Estas son activadas por los axones de las células granulares de cerebelo (fibras
paralelas) e inhibidas por las células de la capa molecular (Fonnum et al. 2000, Fonnum y
Lock 2004, Atchinson et al. 2005). Las células granulares son la Unicas células de la capa
interna capaces de liberar el neurotransmisor glutamato. La neurotransmision en las
células granulares, en las fibras trepadoras y en las musgosas tiene lugar a través del
neurotransmisor excitador glutamato, mientras que en las células de Purkinje y en el resto
de neuronas locales tiene lugar a través del neurotransmisor inhibidor GABA. Sin
embargo, las células de Golgi utilizan como neurotransmisores la glicina y el GABA
(Wilkin et al. 1981).
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Figura 1.8.- Esquema de la composicion celular del cerebelo

Los ratones weaver, ratones que de forma natural presentan mutaciones que provocan la
pérdida de las neuronas granulares de cerebelo, muestran alterada su funcién motora
(Rakic y Sidman 1973). Estos mismos efectos se observan en los casos de intoxicacion
por MeHg. Si la exposicion a MeHg tiene lugar durante el desarrollo cerebral, se produce
una alteraciéon de la migracion de las neuronas granulares y de la sinaptogénesis
afectando a la estructura general del cerebelo. En cambio, si la exposicion sucede en las
etapas posteriores al desarrollo cerebral o en adultos, el daio es mucho mas selectivo e
induce la pérdida de las neuronas granulares después de haber migrado hacia las capas
internas del cerebelo. Aunque existen multitud de evidencias, de la especial
vulnerabilidad de las neuronas granulares de cerebelo al MeHg todavia se desconoce el
mecanismo de su selectividad (Davis et al. 1994, Korogi et al. 1994, Nagashima et al.
1996). La vulnerabilidad no es resultado de la cantidad de MeHg acumulada ya que las
células granulares de cerebelo acumulan menos MeHg que las células de Purkinje, pero
sin embargo, son mas vulnerables al MeHg que las células de Purkinje (Leyshon-Sorland
et. al.1994, en Atchinson, et al. 2005, Harada 1995). La exposicion prolongada a MeHg
en ratas produjo una alteracion estructural (fragmentacion del ADN) en las neuronas
granulares de cerebelo pero, sin embargo, no se observaron alteraciones en la corteza o
en la materia blanca. En este trabajo se observé que el MeHg afectd especificamente a
las células granulares de cerebelo pero no a las células de la capa molecular (Nagashima
et al. 1996).
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Una de las ventajas de trabajar con el cerebelo como modelo de toxicidad al MeHg es la
simplicidad estructural y la posibilidad de cultivar in vitro las células granulares de
cerebelo. En este trabajo, como modelo in vitro de toxicidad al MeHg se han utilizado
cultivos primarios monocapa de las neuronas granulares de cerebelo por distintos
motivos: (1) la facilidad de cultivar éste tipo de células y (2) la apreciable vulnerabilidad
de estas neuronas a MeHg. A pesar de ser cultivos mayoritariamente glutamatérgicos,
también contienen un 5 — 6% de las interneuronas GABAérgicas de tipo cesto y
estrelladas (Currie y Dutton 1980, Sonnewald et al. 2004). La contaminacién glial se
mantiene a niveles inferiores al 5% tras afadir un anti-mitético. Se ha descrito que las
neuronas granulares de cerebelo en cultivos, crecidas en condiciones despolarizantes (25
mM KCI) (Peng et al. 1991), adquieren la madurez a los 8 dias de cultivo justo cuando
expresan los receptores funcionales de glutamato y adquieren la capacidad de liberar el
glutamato de forma calcio dependiente (Gallo et al. 1982; Frandsen y Schousboe 1990;
Kato el al. 1991; Griffiths et al. 1997). Estructuralmente, en este momento estos cultivos
presentan conexiones sinapticas principalmente de tipo axodendriticos (Peng et al. 1991),
transportadores de glutamato funcionales (Numakawa et al. 2001; Fonfria et al. 2005) y
receptores GABA, tal y como sucede en las neuronas de la capa granular del cerebelo
(Olsen y Mikoshiba 1978; Palacios et al. 1980, Pomés et al. 1993; Vale et al. 1997; 2003).

48



