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Laburpena

Egunero erabiltzen ditugun konposatu asko disruptore endokrino (EDC) moduan sailkatu dira
bizidunengan izan ditzaketen eragin endokrino nabarmenengatik. Konposatu horiek banakoen
intersexualitatea, malformazioak, ugalketa-arazoak eta tamainaren txikitzea sor ditzakete, besteak
beste. Lan honetan, laborategian, heldugabeko lupiak (Dicentrarchus labrax) 4 EDCtara (17-B-
estradiola, 4-tert-oktilfenola, dietilestilbestrola eta bisfenol-A) esposatu ziren 10 egunetan zehar
metatze-maila aztertzeko (gibelean, behazunean eta plasman). Ondoren, beste 12 egunez eduki ziren
ehunen berreskurapena aztertzeko. Lan honetan, EDCen kontzentrazio baxuek arrainetan hainbat kalte
sortu dituztela ikusi da.

Hitz gakoak: konposatu disruptore endokrinoak, bioakumulazioa, lupiak (Dicentrarchus labrax).

Abstract

Many compounds used in our everyday life are classified as endocrine disrupting compounds
(EDCs) due to the endocrine disruption effect they can have in living organisms. Low concentration of
EDCs can cause intersexuality, malformations, fertility problems and a reduction of the size, among
others. In the present work, juvenile European Seabass (Dicentrarchus labrax) were exposed under
laboratory conditions to 4 EDCs (17-p-estradiol, 4-tert-octylphenol, diethylstilbestrol and
bisphenol-A) during 10 days with the objective of evaluating the accumulation capacity in different
tissues (liver, bile and plasma). Afterwards, fish were depurated for 12 days. In the present work it has
been proved that low concentration of EDCs can cause several alterations in fish.

Keywords: endocrine disrupting compounds, bioacummulation, European Seabass (Dicentrarchus
labrax).

1. Sarrera eta motibazioa

Azken urteotan, disruptore endokrino (EDC) moduan ezagutzen diren konposatuen erabilera
izugarri hazi da eta, horrekin batera, horien arriskuarekiko ardura ere. EDCak, sistema
endokrinoan aldaketak sortzen dituzten substantzia exogenoak, edo horien nahasteak, dira.
Konposatu horiek organismo osasuntsuetan edo bere ondorengoetan kalteak sor ditzakete (A.
Bergman et al., 2012). Europar Batasunak EDC moduan joka dezaketen 553 konposatu ebaluatu
ditu dagoeneko. Asko dira EDC moduan sailkatu direnak; alkil fenolak (APs), bisfenol-A
(BPA), fungizidak, pestizidak, zenbait surfaktante, zenbait konposatu farmazeutikoak eta
estrogenoak, besteak beste (Alvarez-Mufioz et al., 2015; Wang et al., 2016). EDCak eguneroko
bizitzan etengabe erabiltzen dira eta saneamendu-sarean zehar, araztegietara heldu eta bertan
kontzentra daitezke. Araztegiak ez dira gai konposatu horiek guztiz arazteko, eta ondorioz,
araztegiaren irteera-korrontea bilakatu da konposatu horiek ingurumenera isurtzeko iturririk
nagusienetako bat. Araztegiez gain, abeltzaintza, nekazaritza, akuikultura eta industriak dira
konposatu horien iturri nagusiak (Mortazavi et al., 2012; Alvarez-Mufioz et al., 2015).
Orokorrean, kontzentrazio baxuetan (ng/L, pL/L mailak) aurkitzen dira ingurumen-uretan
(Alvarez-Mufioz et al., 2015; Ros et al., 2015b). Hala ere, kontzentrazio horiek nahikoak dira
bertan bizi diren bizidunei kalteak sortarazteko. Eragindako kalteen artean, besteak beste,
malformazioak, ugalketa-arazoak, tamainaren txikitzea edo intersexualitatea aurkitu dira
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arrainetan, anfibiotan, moluskuetan, narrastitan eta ugaztunetan (Bizarro et al., 2014; Wang et
al., 2016). EDCek sistema endokrinoa kontrolatzen duten konposatu naturalak ordezkatzen
dituzte eta haien ohiko funtzionamendua aldatzen dute. Ondorioz, hormonek kontrolatzen
dituzten erreakziok azkartu, inhibitu edota alda ditzakete. Beraz, 0so garrantzitsua da
kutsatzaile organiko horiek arrainen gorputzaren atal desberdinetan metatzeko duten gaitasuna
aztertzea, beraien eraginak hobeto ulertzeko.

Aurretiaz azaldu bezala, EDCak 0so kontzentrazio baxutan egon ohi dira uretan eta askotan
detektaezinak izaten dira egun ezagutzen diren teknika analitikoekin. Arrainek, aldiz, konposatu
horiek metatzeko (kontzentratzeko) joera erakusten dute. Modu horretan, uretan detekta ezinak
diren konposatu asko, arrainetan topa daitezke eta konposatu horietara esposatuak izan direla
ziurtatu (Gibson et al., 2005; Yang et al., 2014). Gibela da konposatu naturalak zein toxikoak
metabolizatzeko ardura duen organoa. Transformazio pauso horren ondoren, konposatuak
behazunera garraiatzen dira gorputzetik kanporatzeko. Hori dela-eta, behazuna da konposatu
horien kontzentrazio-maila altuena espero den ehuna (Martinez-Gomez et al., 2013). Arrainek
konposatuak  metatzeko duten ahalmena biokontzentrazio-faktorearen (BCF=Cjnaiito
ehunean/C,na o Uretan) bidez determinatzen da. BCF-maila 5000 baino handiagoa denean,
konposatu hori ehunetan metatzeko joera 0so handia dela esaten da.

BCF balioak kalkulatzeko egindako lan gehienetan, ingurumenean arrantzatutako arrainak
erabili izan dira (Stasinakis et al., 2012; Wang et al., 2016), baina kasu horietan ingurumen-
baldintzak ezin dira kontrolpean mantendu eta zaila da ondorio garbiak lortzea. Arazo horri
aurre egiteko, laborategian egiten diren kontrolpeko esperimentuak dira irtenbide bat. Bertan,
arrainak kontzentrazio ezaguneko Kkutsatzaile bakarrera zein nahaste batera esposatzen dira.
Horrez gain, posiblea da arrain-talde homogeneo batekin lan egitea, edo sexualki heldugabeko
arrainekin, kasurako. Zenbait lanetan aipatzen da kutsatzaileen nahasteak gehitzen direnean,
beraien efektua arrainean asko handitzen dela (Martinez-Gémez et al., 2013, Tang et al., 2013).

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

Konposatu organikoek bizidunetan, ur organismoetan bereziki, duten metatzeko gaitasuna
dela-eta, ezinbesteko da laborategiko baldintzetan hainbat esperimentu egitea ondoren
ingurumeneko portaera hobeto ulertu ahal izateko. Tamalez, lan gutxi dago eginda horren
inguruan. Lan honen helburua, beraz, efektu estrogenikoa duten familia desberdineko 4 EDCren
nahasteak, (4-tert-oktil fenola (4tOP), BPA, dietilestilbestrola (DES) eta 17-p-estradiola (E2))
heldugabeko lupien atal desberdinetan (plasman, gibelean eta behazunean) metatzeko duten
joera aztertzea izan da.

3. Ikerketaren muina

3.1 Esposizio esperimentuak eta laginen analisia

Heldugabeko (~20 g, 5 hilabete) lupiak (Dicentrarchus labrax) laborategiko girora
moldatzeko hilabetez eduki ziren itsasoko ura zuen akuario batean eta egunean behin eman
zitzaien jaten (lupien pisuaren % 5 inguru). Erabilitako argi periodoa 12 ordukoa izan zen.
Arrainen erdia inolako kutsatzailerik ez zuen 250 L-ko ontzi batera (kontrol-ontzira) pasatu
ziren eta gainontzekoak, EDC bakoitzeko 150 ng/L-ko kontzentrazioa zuen ontzira (esposizio-
ontzira). Lupiak 10 egunez egon ziren kontzentrazio horretara esposatuak eta, ondoren, 12
egunetako arazketa (kutsatzailerik gabe) jasan zuten. Esperimentua hasi eta 1., 3., 7. eta 10.
egunetan, 10 lupia jaso ziren ontzi bakoitzetik. Esposizio-denbora amaituta, esposizio-ontzian
geratutako arrainak, ontzi garbi batera eraman ziren arazketa urratsari hasiera emateko.
Arrainak, arazketa hasi eta 4., 7. eta 12. egunen ostean jaso ziren.

Laginen analisiari dagokionez, lagin solidoak (arrain-gibela) ultrasoinu fokatuaren bidez
erauzi eta fase solidoko erauzketa dispertsoarekin garbitu ziren (Ros et al., 2016) eta likidoak
(arrain-plasma, behazuna eta ura), aldiz, polietersulfonaren bidezko mikroerazuketaren bidez
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(Ros et al., 2015a; Ros et al., 2015b). Lan honetako lagin guztiak likido kromatografia-tandem
masa espektrometriaren bidez neurtu ziren.

3.2 Organoen neurriak eta itxura

Esperimentuak iraun bitartean jasotako arrain guztien luzerak (cm), arrain osoaren pisuak (g)
eta arrain bakoitzaren gibelaren pisuak (g) jaso ziren (1. taula). 1. taulan ikus daitekeen
moduan, ez zen inolako desberdintasun esanguratsurik ikusi luzerari dagokionez egun guztiak
kontuan hartuz eta arrainaren pisuan esperimentuko lehenengo 7 egunetan, baina bai ordea 10.
egunean. Azken kasu horretan, esposatutako ontzian pisu galera ikusi zen, baina behin arazketa
garaira helduta, arrainek hasierako pisua berreskuratu zuten. Esperimentu osoan zehar arrainei
jaten eman zitzaien arren, arazketa-egunera heldu arte ez zuten gehiegi jan, emandako jana
ontzien hondoan ikusten baitzen, eta hori izan zitekeen pisu-galera sortzeko arrazoietariko bat.

1. taula. Arrainen datu morfometrikoak eta gibelaren organometria (batezbestekoa + desbideratze
estandarra): luzera (cm), arrain osoaren pisua (g) eta gibelaren pisua (g).

Luzera (cm) Avrrainaren pisua () Gibelaren pisua (g)
Esposatua | Kontrola Esposatua Kontrola Esposatua Kontrola

leguna | 134+09 | 128+0,6 | 2448+541 | 2261+4,40 | 0,54+0,18 | 0,43+0,12
3.eguna | 13,2+0,9 | 13,3+0,6 | 2537+4,69 | 2492+220 | 051+0,14 | 0,48+0,19
7.eguna | 134+06 | 132+16 | 24,89+3,90 | 24,18+6,56 | 0,38+0,14 | 0,49+0,16
10.eguna | 12,8+0,6 | 136+0,9 | 20,76 £2,51 | 2513+3,77 | 0,25+0,09 | 0,41+0,14
14.eguna | 13,3+0,9 24,09 + 4,33 0,41 +0,16
17.eguna | 13,3+1,0 23,16 £ 4,91 0,34 +0,15
22.eguna | 13,1+0,9 23,41 + 6,08 0,28 +0,22

Azkenik, gibelaren pisuari erreparatzen badiogu, esposizioko lehenengo bi egunetan pisua
nahiko egonkor mantendu zen, baina 7. egunetik aurrera pisuak behera egin zuen (ikus 1. taula).
Era horretan, 10. egunerako desberdintasun esanguratsuak zeuden esposizioko eta kontroleko
ontzien artean. Behin arazketa egunera helduta, bazirudien gibelaren pisua berreskuratuko zela
(14. eguna), baina hurrengo egunetan berriro beherakada bat ikusi zen, esposizioko 7. eta 10.
egunetako pareko balioak lortuz. Badirudi, EDCen ondorioz, gibela kaltetu zela, eta arrain
osoaren pisuarekin gertatzen denaren kontrara, arazketa garaian ez zela gai izan hasierako
balioak berreskuratzeko.

Gibelaren koloreari eta testurari erreparatuz gero (1 irudia), esan daiteke, egunak igaro ahala,
liofilizatutako gibelaren kolorea iluntzen zihoala eta itxura geroz eta koipetsuagoa zela. Kolore
aldaketa hori, lehenago aipatu berri den gibelaren pisuarekin zuzenki erlazionaturik egon
daiteke, gibelaren pisua minimoa zen kasuetan, kolorerik ilunena lortu baitzen.

1. irudia. Arrain-talde desberdinetan (n=10) jasotako gibelaren itxura liofilizatu ostean.

it

Kontrola(l,3,7,10)

IEsposnznoa(lS?'lU) | | Arazketa(d, 7, 12) |

Gibelarekin gertatu zen moduan, behazunean ere esposizio-egunen menpeko aldaketa
nabariak ikusi ziren koloreari dagokionez (2. irudia). Kontroleko arrainen behazunaren kolorea
berde mantendu zen 10 egunetan zehar, tonu-aldaketa batzuk gorabehera. Esposizio-ontziko
arrainetatik jasotako behazunean, aldiz, egunak aurrera joan ahala, behazunaren kolorea
aldatzen joan zen. Nabariena esposizioko 7. eta 10.egunean ikusi zen, non, behazun-xixkuan
zegoen likidoak kolore zuria eta itxura koipetua zuen. Behin arazketa-egunak aurrera joan ahala,
behazunaren itxura hobetzen joan zen, hau da, behazunaren berde kolorea berreskuratu egin zen.
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2. irudia. Arrain-talde desberdinetan (n=10) jasotako behazunaren kolorea Milli-Q urarekin eta fosfato
tanpoiarekin diluitu ostean.
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| Kontrola(l,3,7, 10) || Esposizioa(l, 3,7, 10) || Arazketa(7,12) |

Gibelean eta behazunean gertatutako aldaketa fisikoen ondorioz, pentsa zitekeen EDCen
eraginagatik gibela kalteturik zegoela eta ez zela gai behar bezala bere eginkizunak betetzeko.
Gibelaren funtzioetako bat, azido biliarren sintesia da, bertan dagoen kolesteroletik (CHL)
abiatuz (Stellaard et al., 2016). Badirudi, esposaturiko lupien gibela ez zela gai izan azido
biliarrik sintetizatzeko, eta ondorioz, eraldatu gabeko kolesterola behazun-poltsan pilatu zela.
Hipotesi hori baieztatu zen CHLaren analisiak behazunean egin ostean.

3.3 Ur-laginak

Esperimentuak iraun bitartean, EDC desberdinen kontzentrazioak neurtu ziren kontrol eta
esposizioko ontzietan. Kontroleko ontzian BPA izan zen antzeman zen konposatu bakarra 23-
57 ng/L bitartean. BPA, plastikoen osagaietariko bat izanik, ohikoak izaten dira BPA
konposatuarekin izaten diren kutsadura arazoak (Salgueiro-Gonzélez et al., 2012).

Esposatutako ontzian, aldiz, BPA (112 ng/L), E2 (102 ng/L) eta 4tOParen (101 ng/g)
kontzentrazioak nominalen (150 ng/L) parekoak izan ziren 0. egunean, hau da, arrainik ez
zegoen egunean, DESaren kasuan izan ezik, bere kontzentrazioa apur bat baxuagoa baitzen (68
ng/L). Esposizio-egunak aurrera joan ahala, eta arrainak ontzira sartzearekin batera, uretan muki
itxura zuten zuntz antzekoak ikusi ziren ontzian (arrainen defentsa mekanismoa, Guardiola et
al., 2015). Muki horien agerpenarekin 4tOP, DES eta E2 analitoen kasuan kontzentrazioen
beherakada ikusi zen urak 0,45 pm-tako iragazkietatik iragazten zirenean. BPAren kasuan 0.
egunean neurtutako pareko balioak lortu ziren. Ura iragazi gabe kontzentrazioak 0. egunekoen
parekoak izan ziren, beraz, gainontzeko egunen urak iragazi gabe egitea erabaki zen.
Esperimentuak iraun bitartean neurturiko uren kontzentrazioa hurrengoa izan zen: BPA (97
12), 4tOP (87 £ 24), DES (59 £ 12) eta E2 (78 = 17). Azkenik, behin arazketa garaira helduta,
BPA izan zen antzeman zen konposatu bakarra 47-55 ng/L bitartean, balio horiek kontroleko
ontzian neurtutakoen parekoak ziren, beraz, badirudi arrainek ez zutela inolako konposaturik
kanporatu arazketa-egunetan zehar.

3.4 Konposatuen metaketa arrainen organo desberdinetan

Arrainak, 4 EDC desberdinen 150 ng/L-ko kontzentraziora esposatuak egon ziren arren, 3.3
atalean ikusi den moduan, lehenengo 3 egunetan, lupiak 4 EDCetara esposatuak egon ziren eta
ondorengo egunetan, badirudi BPA izan zela uretan disolbaturik zegoen konposatu bakarra.

Analitoen metaketa behazunean

Arrainaren behazunean 1. egunetik aurrera azterturiko 4 EDCak metatzen hasi ziren (3.irudia)
esperimentuko 3. egunera arte, non azterturiko 4 konposatuentzako maximo bat ikusten den. 7.
egunetik aurrera ez zen konposatuen inolako metaketarik ikusi eta hemendik aurrerako egunetan
ere ez zen inolako konposaturik antzeman. Lehenago aipatu den moduan, 7. egunetik aurrera
lortu zen likidoa, behazuna ez zelako susmoa geneukan, eta CHL izan zitekeela uste zen. Hala
ere, argi geratzen da arrainaren organismo barruan aldaketak gertatu zirela. Wu eta lankideek
(Wu et al., 2016) heldugabeko karpak (Cyprinus carpio) BPAren kontzentrazio desberdinetara
(0,1-1.000 pg/L) esposatu ondoren, gibelaren metabolismoa kaltetu zelako susmoa zuten,
analitoen kanporatzea oztopatuz. Gure kasuan, lupiak BPAra esposatuak izateaz gain, beste hiru
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EDCra esposatuak izan dira. Konposatuen nahasketei esposatuak izan diren arrainen kalteak
handiagoak direla kontuan edukita, suposa daiteke BPAK, DES-ak, E2-ak eta 4tOP-ak kalteak
sortu zituztela gibelean eta, ondorioz, behazunean metatzen diren kontzentrazio-mailan eragina
eduki zutela.

BPA da maila altuenean metatu zen konposatua, gero DES, E2 eta metatzeko joera gutxien
zuen konposatua 4tOP da (3.irudia). Aipatu beharra dago, BPA izan dela uretan era askean egon
den konposatu bakarra, eta hori izan daitekeela BPA kontzentrazio altuenean ikusteko
arrazoietako bat.

3. irudia. Arrainen behazunean ikusitako metaketa ng/g-tan. 1-10 egunak esposizio garaiari dagozkio eta
11-22 egunak arazketa garaiari.

— - 4tOP BPA «+veee DES = = E2

ng/g
1200

1000
800
600
400
200

Analitoen metaketa gibelean

Gibel laginei dagokienez, DES analitoak metatze maximoa 3. egunean erakutsi zuen bitartean
4tOPk eta BPAK esposizioko 7. egunean izan zuten maximoa (4. irudia). Badirudi gibelaren
mekanismoa kaltetuz zihoala egunetan zehar eta konposatuak metabolizatu eta behazunaren
bidez kaleratu beharrean, gibelean metatzen hasi zirela. Hori ikusita, ondoriozta daiteke, EDCen
eraginez, gibelaren itxura fisikoa aldatzeaz gain, gibelaren metabolismoa guztiz kalteturik egon
zitekeela, eta ondorioz ez zen gai konposatuak hidrolisatzen jarraitzeko.

Arazketa garaiari erreparatzen badiogu, konposatuek 14. egunean zuten metatze txiki
horrekin, gibelaren metabolismoa apur bat hobetu zelaren susmoa egon daiteke, hala ere,
hipotesi hori baieztatu ahal izateko, azterketa gehiago egin behar dira. Gernhofér eta lankideen
arabera (Gernhofer et al., 2001), EDC desberdinetara esposatutako arrainek, 3 hilabete behar
izan zituzten arazketa garaian gibela eta giltzurrunaren erabateko berreskurapena lortzeko

4. irudia. Arrainen gibelean ikusitako metaketa ng/g-tan. 4tOP analitoa eskumako Y ardatzean dago
irudikaturik eta DES eta BPA ezkerreko Y ardatzean. 1-10 egunak esposatutako garaiari dagozkio eta 11-
22 egunak arazketa garaiari.

nglg BPA  ceeeees DES == - 4tOP nglg
200 1 - 16000
150 1 7\ - 12000
100 A / . - 8000
. N
501 LA N - 4000
0 . . :"“": ---------- !. > -t = o cmmm o | 0

egunak
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Analitoen metaketa plasman

Plasma laginei erreparatzen badiegu (5. irudia), BPA eta DES izan ziren antzemandako EDC
bakarrak eta BPA izan zen kontzentrazio altuenean zegoen konposatua. Konposatu horren
metaketa esposizioko lehenengo egunetik hirugarrenera jaitsi egin zen arazketa-garaia heldu
arte konstante mantentzeko. Arazketa-garaian, BPAren kontzentrazioa plasman igo egin zen eta
0s0 astiro jaitsi zen hasierako balioetara heldu arte. DESaren konportamendua antzekoa izan zen
esposizio-garaian baina arazketa hasi zenean konposatua metodoaren detekzio muga balioetatik
behera zegoen, BPA ez bezala.

5. irudia. Arrainen plasman ikusitako metaketa ng/g-tan. BPA analitoa ezkerreko Y ardatzean dago
irudikatuta eta DES eskumako Y ardatzean. 1-10 egunak esposatutako garaiari dagozkio eta 11-22
egunak arazketa garaiari.

ng/ ng/g
300 1 BPA  ceecees DES r 40
250 A
B - 30
200 {°
150 1. - 20
100 1 h— T .
e .. - 10
50 d  ®eegeecc® .
O T T T T T I.. T L T A 0

23 egunak

4. Ondorioak

Disruptore endokrinoak diren 4 konposaturen metaketa aztertu zen heldugabeko lupien atal
desberdinetan (behazuna, gibela eta plasma). Nahiz eta erabilitako kontzentrazioa baxua izan,
askotan ingurumenean aurkitzen denaren parekoa, badirudi nahikoa izan zela azterturiko
arrainetan hainbat kalte eragiteko. Posiblea da erabilitako konposatuen nahasketak toxikotasuna
handitu izana eta, nahiz eta kontzentrazio baxuak izan, nahikoa izatea heldugabeko arrainetan
kalteak eragiteko. Kalte horien ondorioz, badirudi arrainek defentsa mekanismoa martxan jarri
zutela konposatu arrotzak gorputzetik kanporatzeko. Esperimentuaren hasieran (1-3. egunak)
arrainaren mekanismoak behar bezala funtzionatu zuen konposatuak behazunetik kanporatuz.
Egunak aurrera joan ahala, ohiko mekanismoa kaltetzen joan zen eta konposatuak gibelean
metatu ziren nagusiki. Azkenik, gibelaren mekanismoa are gehiago kaltetzearekin batera,
gibelean zegoen BPA guztia plasmara igaro delako susmoa dago. Azken finean, konposatu
arrotzak kanporatzeko ohiko bideak ez badu funtzionatzen, arrainak beste mekanismo batzuk
bilatu behar ditu.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Lan honetan lortu diren emaitzak ikusita, argi geratzen laborategiko esperimentuak burutu
behar direla ingurumenean gertatzen dena hobeto ulertu ahal izateko. Beraz, etorkizuneko lana,
ingurumenean dauden arrainen azterketa egtea ziango litzateke laborategiko esperimentuan lortu
dugun informazioaz baliatuz.
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