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A.1 LLISTA D'ABREVIATURES

%
ACTH
ATP
ATSDR
AUD
BSA
CAT
CDNB
CHO
CRH
DLso
DNA
DO
DU
EDTA
GPx
GR
GSH
GSSG
GSSG/GSH
H20;
HCI
HNO;

HPA

Percentatge

Hormona adrenocorticotropa
Adenosinatrifosfat

Agency for toxic substances and diseases registry
Acetat d’uranil dihidratat

Albdmina sérica bovina

Catalasa

1-clor-2,4-dinitrobenzée

Cél-lules ovariques d’hamster xinés
Factor alliberador d’hormona adrenocorticotropa
Dosi letal 50

Acid desoxirribonucleic

Densitat optica

Urani empobrit

Acid etilendiaminotetraacétic

Glutatié peroxidasa

Glutatié reductasa

Glutatid reduit

Glutatié oxidat

Ratio entre el glutatio oxidat i el reduit
Peroxid d'hidrogen

Acid clorhidric

Acid nitric

Hipotalamohipofitic adrenal
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ICP

KCI
KH,PO4
K;HPO,
LOAEL
LOEL
MDA
Na,CO;
NacCl
NAD
NADP+
NADPH
NaHCOs;
Na H,PO,
Na, H PO,
NaOH
NEM
NEM
NMC
NOAEL
NOEL
NPV
NO,
HO’
OPT

pH
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Induccid de plasma acoblat

Clorur de potassi

Potassi di-Hidrogen Fosfat

di-potassi hidrogen fosfat anhidro

Nivell minim al qual s‘observen efectes adversos
Nivell minim amb efectes observables
Malondialdehid

Carbonat sodic

Clorur de sodi

Dinucleotid d'adenina i de nicotinamida

Fosfat de dinucleotid de nicotinamida i adenina
Fosfat de dinucleotid de nicotinamida i adenina reduit
Sodi hidrogen carbonat

Sodi di-Hidrogen fosfat

di-sodi hidrogen fosfat anhidro

Hidroxid sodic

N-etil-maleimida

N-etil-maleimida

Nivell maxim contaminant

Nivell sense efectes adversos observables
Nivell sense efectes observables

Nucli paraventricular

Dioxid de nitrogen

Radical hidroxil

O-phtalaldehid

Potencial Hidrogen
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REDOX
ROS
RNA

SN

SNC
SNP
SNS
SNV
S.P.S.S.
SOD
TBA
TBARS
T-BuOOH
TCA

TI

U
UFs
uo,
UO;
U3Os

EUA

UNSCEAR

USEPA

WHO

Reduccio oxidacio

Espécies reactives d’oxigen
Acid ribonucleic

Sistema nervios

Sistema nervids central
Sistema nervids periféric
Sistema nervids simpatic
Sistema nervids vegetatiu
Statistical Package for the Social Sciences
Superoxid dismutasa

Acid tiobarbituric
Tiobarbituric acid reactive substances
T-butilhidroperoxid

Acid tricloracétic

Ingesta tolerable

Unitats

Urani

Hexafluorur d’urani

Dioxid d’urani

Trioxid d’urani

Octaoxid d’urani

Estats Units d’America

Comite Cientific de les Nacions Unides sobre els efectes de

la radiacié atomica
United States Environmental Protection Agency

Organitzacié Mundial de la Salut

245



Annexos

A.2 Documents per obtenir les dades:

 Cesaries

RATA N.: DATA:

PES ANIMAL DIA O:

PES ANIMAL DIA 14:

PES UTER:

NRE. IMPLANTACIONS:

FETUS VIUS:

FETUS MORTS:

REABSORCIONS:
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+ TOXICITAT REPRODUCTIVA DE L'URANI

DOSIS:

DATA: ANIMAL:

1. Pes de I'animal sencer, testicle i epididim

Pes cos: g
Epididim esquerre: g
Epididim dret: g
Testicle esquerre: g
Testicle dret: g
Total pes testicles: g % Testicles/Cos: %
2. Epididim esquerre
a) Valoracié de la mobilitat dels espermatozoides
GRAUS DE MOBILITAT
CAMP MOBILS + ++ +++ ++++ IMMOBILS
1
2
3
4
5
Percentatges formes mobils:
b) Valoracié de la morfologia dels espermatozoides
TIPUS ANORMALITAT
CAMP NORMAL | GARFI CAP CAP | PLEGAT | DOBLE ANORMAL
AMORF CUA
1
2
3
4
5

Percentatge anormalitat:
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3. EPIDIDIM DRET: Recompte espermatides

TOTAL = x 10.000 x 16 x 2 =

Nre. espermatides (10°)/epididim:

Nre. espermatides/g epididim:

Nre. espermatides/epididim/g animal:

4. TESTICLE DRET: Recompte espermatides

TOTAL = x 10.000 x 16 x 2 =

Nre. espermatides (10°)/testicle:

Nre. espermatides/g testicle:

Nre. espermatides/testicle/g animal:
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AVALUACIO CRIES

SEGUIMENT DEL PES DE LA VENTRADA

Data Dia Pesd(g) Mitjana Pes (g) Mitjana
Q
1
4
12
21
DESPLEGAMENT DEL PAVELLO AUDITIU
Data Dia g % Q %
2
3
4
5
ERUPCIO DELS INCISIUS
Data Dia g % Q %
5
6
7
8
OBERTURA D'ULLS
Data Dia 3 % @ %
13
14
15

INDEX DE VIABILITAT/INDEX DE LACTANCIA

Nre. cries vives en néixer

Nre. cries vives el dia 4

Nre. cries vives el dia 21

Index de viabilitat

Index de lactancia
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REFLEX D'ADRECAR-SE (SURFACE RIGHTING)

Data Dia Temps ‘(s‘segons) Temps gsegons)

EVITACIO D’UN DESNIVELL (CLIFF AVOIDANCE)

Data Dia Temps gsegons) Temps (segons)
Q

FORCA D’AFERRAR-SE (FORELIMB GRIP STRENGH)

Data Dia Temps gsegons) Temps gsegons)
10
11
12
13
PASSIVE AVOIDANCE
Data Dia Temps g\segons) Temps gsegons)
20
21
OBSERVACIONS:
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« D’aquesta tesi s’han derivat els seglients articles i participacions a

congressos:

CONGRESSOS

Linares V., Bellés M., Albina ML., Sanchez DJ., Domingo JL.

Influence of chronic exposure to uranium and stress on male reproduction in rats
XXXIII Congress The Physiological Society

Publicacié: J Physiol Biochem 2005; 61(1);178

Societat de Fisiologia; Sevilla 2005

Belles M., Albina ML., Linares V., Gomez M., Sanchez DJ., Domingo JL.
Combined action of uranium and stress in the rat. Behavioral effects.
Measuring Behavior 2005

Noldus; Amsterdam 2005

Belles M., Albina ML., Linares V., Colomina MT., Sanchez DJ., Domingo JL.
Influence of restraint stress on uranium-induced behavioral effects in rats.
Finnish Institute of occupational health

Finnish Institute of occupational health; Finlandia 2005

ARTICLES

Toxicology Letters 2005, 158; 176-185

Combined action of uranium and stress in the rat. I. Behavioral effects

Montserrat Bellés, M. Luisa Albina, Victoria Linares, Mercedes Goémez, Domenec
J. Sanchez, José L. Domingo.

Toxicology Letters 2005, 158; 186-195

Combined action of uranium and stress in the rat. II. Effects on male reproduction
Victoria Linares, M. Luisa Albina, Montserrat Bellés, Emilio Mayayo, Doménec J.
Sanchez, José L. Domingo.

Toxicology 2005, 215; 69-79

Restraint stress does not enhance the uranium-induced developmental and
behavioral effects in the offspring of uranium-exposed male rats

M. Luisa Albina, Montserrat Bellés, Victoria Linares, Doménec J. Sanchez, José L.
Domingo
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Conclusions

De forma generalitzada, no s’observen variacions en els tests
d'aprenentatge realitzats a mascles exposats a urani, ni en funcié de

les dosis administrades ni per |'estres.

L'exposicid oral a I'urani de manera cronica produeix alteracions en la
morfologia i la produccié d’esperma. L'estrés aplicat conjuntament no

potencia aquests efectes.

No s’observen diferencies significatives en el pes dels testicles, aixi
com en la ratio del pes del testicle/pes corporal i pes de I'epididim, en
funcid de les dosis d’'urani emprades, ni pel fet d’estar estressats o

no.

En els animals exposats a wurani, la concentracid6 augmenta
significativament en tots els organs estudiats. L'estrés no modifica la

concentracidé d’urani ni al cervell ni al testicle ni al ronyé.

L'administraci6 de dosis elevades d’‘urani produeix una important
transformacié angiomatosa al ronyd. L’aplicaci6 de I'estres
conjuntament amb l'urani no potencia significativament aquests

efectes.

L'urani provoca alteracions morfologiques progressives als tubuls
seminifers dels testicles en funcid de la dosi. L'estres no modifica

significativament aquest parametre.

En el testicle augmenta I'SOD, i disminueixen la GR i el GSH com a
conseqiiéncia de l'exposicid a l'urani. L'estrés no poténcia aquests

efectes.

L'urani, pero no l'estres, provoca un augment dels valors de TBARS,
GSSG i SOD en el ronyé.

Al cervell, I'efecte de l'urani es manifesta amb una alteracié dels
valors de TBARS, GPx, GR i del sistema del glutatié. L'estres, aplicat

conjuntament, no poténcia aquests efectes.
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10.

11.

No s'observen, de forma global, diferencies significatives en el
nombre total d’implantacions, implantacions viables i no
viables/ventrada. No obstant aix0, |'urani provoca una disminucié, no

dependent de la dosi, del percentatge de femelles prenyades.

En la descendencia dels animals exposats a urani, els diferents
parametres de desenvolupament fisic i neuromotor, aixi com
d’aprenentatge, globalment no es veuen afectats. A més, I'estrés no

modifica els resultats.

CONCLUSIO GLOBAL

L'exposicid a urani per via oral cronica en rates produeix signes de

toxicitat en testicles, ronyd i cervell. L'estrés, per immobilitzacid, aplicat

conjuntament amb I'urani a les dosis estudiades no en poténcia els

efectes. No obstant aixd, aquests resultats no comporten que |'estres en

general es pugui descartar com a factor potenciador del efectes de |'urani

en altres dosis.
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Discussio

1. Efectes neuroconductuals derivats de I'exposicio oral cronica a

urani i estrés en rates mascle adultes

L'urani empobrit és un element potencialment toxic des del punt de vista
guimic i radiologic. Els efectes per a la salut depenen de la naturalesa
fisica i quimica de l'urani al qual l'individu hagi estat exposat, aixi com

de la concentracié i durada de I'exposicid.

S’han realitzat diferents estudis que avaluen els efectes d’aquest metall.
Els resultats obtinguts no sén unanimes. Recentment Briner i Murray
(2005) han posat de manifest que el DU és una toxina que traspassa la
barrera hematoencefalica i s'Tacumula a I'SNC, on s’han observat canvis
electrofisiologics que provoquen alteracions en la conducta de rates
mascle (Pellmar i col-ls., 1999b; McClain i col-Is., 2001). Briner (2002)
va trobar que l'exposici6 a DU en laigua de beguda altera el
desenvolupament i el comportament de ratolins i de rates. En canvi en
aquest treball només hem trobat alteracions puntuals en algun grup dels
exposats a l'urani. No s’ha trobat cap empitjorament ni en l'activitat
motora (camp obert), ni en l'aprenentatge (laberint d’aigua), ni en la

memoria recent (passive avoidance).

McDiarmid i col-lIs. (2004) han fet un seguiment médic sobre els efectes
del DU en veterans de la guerra del Golf deu anys després de I'exposicid.
D’acord amb els nostres resultats tampoc han observat diferéncies
estadistiques entre els grups exposats a baixes i altes dosis d’urani sobre

els parametres neurocognitius realitzats.
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A més a més de l'estudi dels efectes de I'urani hem avaluat la influencia
de l'estres per immobilitzacié sobre aquests. L’estrés cronic indueix
efectes deleteris en I'hipocamp (Sousa i col:ls., 2000). L'hipocamp esta
implicat en la memoria espacial i I'eix hipotalamohipofitic adrenal, en el
cicle dia-nit i l'ansietat. Els efectes neurologics observats després de
I'exposicid cronica a l'urani sén similars als produits per I'estrés cronic
(Houpert i col-ls., 2005). S’ha vist que l'estrés cronic induia un perfil
ansiogenic (Weiss i col-ls., 2004) de la mateixa manera que fa l'urani. A
diferéncia d’aquests treballs, en |'actual estudi, I'estrés no ha potenciat
els efectes de l'urani per a cap dels grups d’animals exposats. Aquest
fet també s’ha observat en estudis realitzats amb altres metalls com

I'alumini i el manganes (Torrente i col:ls., 2005).
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2. Efectes sobre la reproduccié en rates mascle adultes tractades

amb urani i estres

Fins fa pocs anys, s’'ha prestat poca atencié als possibles efectes
adversos de I'exposicid a l'urani (incloent-hi DU) sobre la reproduccio
humana. No ha estat fins l'inici de la guerra del Golf que s’han dut a

terme estudis més exhaustius sobre la toxicitat d’aquest metall.

En un estudi sobre la ratio del sexe en la descendéncia d’homes miners
es va veure més descendencia femenina de l'esperada, la qual cosa
suggeria una possible alteracid en I'esperma (Mdller i col-ls., 1967).
També s’ha descrit una disfuncié del sistema endocri-gonadal, amb una
reduccio significativa dels nivells de testosterona, en miners de Namibia,
comparats amb individus sense relacié ocupacional amb la mina (Zaire i

col-ls., 1997).

En aquest treball hem avaluat diferents parametres reproductors:
concentracid, funcionalitat i morfologia de lI'esperma de rates mascle
exposades a urani i estres. S’han trobat alteracions en la morfologia i la
produccié d’espermatozoides com a conseqiliéncia del tractament, pero
independents de la dosi d’'urani. Al igual que en els resultats obtinguts
per Llobet i col-Is. (1991), la funcid testicular/espermatogénica no s’ha
afectat per a cap dosi d’AUD. Aix0 s’ha fet evident per als pesos normals
dels testicles i epididims i una espermatogenesi normal. La principal
afectacié trobada és una disminucidé significativa (no relacionada amb la

dosi) en el percentatge de femelles prenyades. Estudis dels mateixos
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parametres en humans (McDiarmid, 2001) han mostrat unes
caracteristiques seminals normals, sense evidéncies cliniques que

afectessin la fertilitat de la persona.

A diferéncia d’estudis previs realitzats (Llobet i col-ls., 1991; McDiarmid i
col-Is., 2004) també hem avaluat la possible interaccié de |'estres sobre
els efectes d’aquest metall. En aquest cas, s’ha observat que per a les
dosis i periode d’exposicié establert, |'estrés no ha modificat cap dels
parametres reproductors avaluats. Recentment s’ha demostrat que
I'estrés matern augmenta la toxicitat induida per l'urani, sembla ser
perd, que no provoca els mateixos efectes sobre la fertilitat en els
mascles (Colomina i col:ls., 1998; Albina i col-ls., 2003; Domingo i

col-ls., 2004).
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3. Efectes de l'urani i l'estrés sobre diferents organs diana.

Avaluacio de I'estat antioxidant en aquests organs

En determinar la concentracid d’urani als diferents organs (ronyo,
testicles i cervell) hem comprovat que efectivament s’acumula i, a més,
els nivells més alts es corresponen a les dosis més elevades emprades
(40 mg/kg/dia). A més, i de forma significativa, I'Organ amb més
contingut d’urani ha estat el ronyd, seguit del cervell i el testicle. En
aquests resultats no s’ha observat cap variacié significativa de la
concentracié d’urani a causa de l'estres. Aquest fet també s’ha observat
en estudis realitzats amb altres metalls com el manganés (Chandra i

col-Is., 1979; Torrente i col-ls., 2002).

Un dels efectes toxics més descrits de l'urani és la nefrotoxicitat. Els
ronyons excreten més del 90% dels components solubles de l'urani i
menys d’un 1% és excretat a través de les femtes. Estudis realitzats tant
amb animals (Diamond i col:ls., 1989; Gilman i col:ls., 1998a) com
epidemiologics (Singh i col-ls., 1987; Kathern i col-Is., 1989) demostren
gue els ronyons sén el primer reservori de l'urani. Tot i aixi, no han
trobat un increment de la mortalitat en treballadors exposats al metall
com a consequeéncia del dany renal (Polednak i Frome, 1981; Checkoway
i col-ls., 1988). Tot i que l'efecte més comu que provoca l'exposicié a
urani és una alteracié tant dels tubuls proximals com dels glomeruls
(Craft, 2004), en el present treball les alteracions més importants s’han
trobat a nivell vascular. La transformacié angiomatosa descrita s’ha fet

més evident a les dosis d’'urani més elevades (20 i 40 mg/kg/dia). Altra
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alteracié observada és un augment progressiu de la peroxidacié lipidica
renal segons augmenta la dosi d’exposicié. Aquesta podria alterar la
conductancia ionica, fluidesa de la membrana cel-lular o altres funcions
cel-lulars (Schaich, 1992). A més hi ha una induccié de l'activitat de
I’'SOD a la dosi de 40 mg/kg/dia + estrés. Aquest és I'Unic parametre
renal afectat per I'estres. L'increment en la produccié dels TBARS reflexa
la toxicitat cel-lular provocada per aquest metall. Possiblement les
alteracions renals sén la manifestacié subclinica de la toxicitat provocada
per l'urani. Hi ha certa ambigUlitat sobre quines sén les conseqiiéncies
sobre la salut d’aquestes manifestacions. D’altra banda, un estudi
realitzat per Kurttio i col-ls. (2002), aixi com altres treballs sobre la
cinetica de l'urani (WHO, 2001), descarten que els efectes de |'urani
siguin acumulatius; és a dir, que tant en humans com en animals
d’experimentacié l'urani provoca una nefrotoxicitat reversible (Bentley i

col-ls., 1985; Pavlakis i col-ls., 1996).

Respecte l'efecte de l'urani i l'estrés sobre els testicles i epididims,
I'avaluacid histopatologica ha mostrat una alteracid progressiva dels
teixits. Hi ha alteracions tubulars i intersticials, sobretot pérdua cel-lular,
de cél-lules de Sertoli, amb vacuolitzacié citoplasmatica. A diferéncia
d’estudis previs realitzats per Llobet i col-Is. (1991), on no va ser fins la
dosi de 80 mg/kg/dia que es va observar la vacuolitzacid, en aquest

treball les alteracions testiculars s’han detectat a dosis més baixes.



Discussio

En relacid a l'estat antioxidant, l'urani ha provocat una disminucio
significativa dels nivells testiculars de GSH i un augment forca
significatiu dels valors de I'SOD. A més a més, s’ha observat una
disminucidé significativa de la GR testicular, la qual aporta GSH als
espermatozoides (Gandy i col-ls., 1990; Kaneko i col:ls., 2001, 2002).
Sembla ser que l'urani provoca alteracions en els valors de GSH, bé per
disminucid directa, bé per inhibicié de la sintesi. Aquest fet, acompanyat
de la disminucié de l'activitat de la GR, provoca una menor activitat
catalitzadora en la reduccié del GSSG a GSH. El GPx, que rep electrons
del GSH, i I'SOD sén enzims que “segresten” ROS en els oOrgans
reproductors masculins (Fujii i col-ls., 2003). L'activacié de I'SOD, en
aquest treball és conseqliencia d'un augment dels radicals lliures en
aquest teixit a causa de les diferents dosis d’urani. A diferencia d’altres
metalls, com el cadmi i l'arsenic, la peroxidacié lipidica en aquest teixit
no és significativa. L'estrés no ha provocat cap alteracidé significativa
d’aquests parametres. En cap cas s’ha apreciat una interaccido entre

I'estres i 'urani.

A diferencia del que succeeix al tracte reproductor, a les diferents
fraccions del cervell s’observa una induccié de la peroxidacié lipidica a
causa de l'exposicié a l'urani. Aquests resultats segueixen la linia dels
efectes obtinguts per Briner i Davis (2002) en ratolins. En el present
treball s’han trobat correlacions positives entre el contingut d’urani i els
TBARS, tant en l'escorca com al cerebel. No obstant aix0, i discrepant

resultats obtinguts per Briner i Murray (2005) en dues setmanes
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d’exposicid, no s’ha trobat cap correlacié entre la peroxidacié lipidica
observada al cervell i I'activitat motora dels animals exposats durant tres
mesos. La resta de sistemes antioxidants estudiats han mostrat pautes
comunes en les tres regions d’estudi. La GR disminueix de forma
significativa en la majoria dels teixits. S’ha descrit que I'estrés cronic per
immobilitzacié disminueix els nivells de GSH (Liu i col-Is., 1996; Madrigal
i col-ls., 2001). No obstant aix0, en aquest treball, no hem apreciat cap
alteracid addicional a la obtinguda pel metall. A I'hipocamp també s’ha
apreciat una correlacidé positiva entre el contingut d’urani i I'activitat de
la SOD i la CAT, el que demostra clarament que I'augment de l'activitat
antioxidant és la conseqiéncia de l'excés d’oxidacid en un intent de
restaurar parcialment |'homeostasia cel-lular alterada com a
conseqliencia de l'exposicié a l'urani. Aquests efectes també s’han
observat amb altres metalls com l'alumini (Gémez i col-ls., 2005).
L'activacié diferenciada observada del sistema antioxidant en el cervell,
probablement ve determinada per una vulnerabilitat d’aquest cap al
dany oxidatiu, especifica de cada regié (Kovacs i col-ls., 1996; Kaushik i

Kaur, 2003).
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4. Efectes toxics embriofetals per I'exposicié prenatal a urani i

estrés, en rates mascle

En l'estudi realitzat per avaluar els efectes embriofetals per exposicidé a
l'urani, no s’han observat diferéncies significatives en el nombre
d'implantacions no viables, pes de I'Uter gravid o nombre
d'implantacions per ventrada entre els animals exposats o no a l'urani.
Les diferéncies entre grups de tractament han estat minimes. Aquests
resultats concorden amb un estudi previ realitzat amb ratolins (Llobet i
col-Is., 1991) també exposats a urani a través de I'aigua de beguda. No
obstant aix0, altres estudis on |'urani ha estat administrat a través de
sonda intragatrica (gavage) han mostrat signes d’embrioletalitat a la

dosi de 25 mg/kg/dia (Paternain i col:ls., 1989).

Estudis realitzats per valorar la influéncia de I'estrés matern suggereixen
gue la immobilitzacié pot augmentar la toxicitat induida pel metall i
afectar el desenvolupament postnatal i la conducta de les cries
especialment a les dosis que s6n també toxiques per a les mares
(Torrente i col-ls., 2005). En el present estudi no s’han observat
influéncies evidents de I'estrés en cap dels parametres avaluats. Es
evident que sén molt diferents els efectes embriofetals provocats
causats per l'estres exercit sobre mares gestants, que els obtinguts al
estressar les rates mascle abans de la fecundacié, ja que durant la
gestacid les mares gestants no sén sotmeses a estrés. L'Unic efecte toxic
gue podriem esperar vindria donat per una alteracié dels parametres

seminals.
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5. Efectes postnatals del desenvolupament i neuroconductuals en

cries de rates mascle exposades a urani i estres

Tot i que s’han dut a terme moltes investigacions on s’ha demostrat que
I'estrés matern potencia la toxicitat embriofetal a nivell del
desenvolupament i de la neuroconducta, induida per metalls tals com
I'alumini, I'arsenic o metilmercuri (Colomina i col-ls., 1996, 1997, 1998),
en canvi no hi han dades sobre els efectes de la interacci6 metall +

estreés sobre cries de mascles tractats abans de I'encreuament.

En aquest estudi, l'administraci6 d’urani no ha provocat efectes
significatius en els desenvolupament fisic de les cries. No s’han observat
diferencies en l'index de viabilitat, l'index de lactancia, dia del
desplegament del pavelld auditiu, entre d’altres. Les Uniques diferencies
han estat en el dia de I'erupcid dels incisius en les dosis més elevades

d’urani + estrés.

En relacié a la maduracid neuromotora de les cries, no es van trobar
diferencies significatives en els resultats del reflex d’adrecament i forca
en les extremitats anteriors. Al igual que en estudis realitzats amb el
manganes (Torrente i col:ls., 2002), les Uniques diferéncies entre grups
s’han trobat en la geotaxi (només en femelles), van ser aillades i no
estaven relacionades amb la dosi. En l'avaluacié de la conducta de les
cries, no es van trobar diferéncies entre grups. Només i de forma aillada,

no relacionada amb la dosi, es van observar diferéncies en la distancia
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recorreguda o el temps en el test del Water maze (dies 1-3) i en el

temps en el Trial Probe (dia 4).

Els resultats d’aquests experiments, juntament amb els d’estudis previs
amb altres elements (Colomina i col:ls., 1995, 1999) indiquen que la
influencia de l'estrés en els efectes de I’'exposicié prenatal als metalls
sobre la toxicitat embriofetal, el desenvolupament postnatal i posterior
conducta, depenen de cada element de manera especifica, més que

d’una influéncia general d’una situacié comuna.
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DISCUSSIO GLOBAL

En termes generals, els resultats obtinguts en aquest treball demostren
gue l'estrés no potencia els efectes provocats per |I'exposicié a l'urani. De
fet hi ha diversos factors que influeixen tant sobre el toxic com sobre
I'estrés i que podrien contribuir a que aquests resultats no hagin estat
els esperats. Un d’aquests factors és la via d’administracié de l'urani. En
aquest treball la via d’eleccié ha estat la via oral per la facilitat a I’'hora
d’administrar-la tenint en compte que el tractament ha estat cronic.
Possiblement, la via optada no és la més homogenia donat que el volum
d'aigua ingerit pels animals no és el mateix i per tant, la quantitat
d’urani que reben tampoc és idéntica. També s’ha de tenir en compte
que les rates estan engabiades de dos en dos de forma que no es pot
discriminar la diferencia de beguda ingerida per cada animal. A més a
més hi ha moltes variables implicades en el procés d’absorcid i per tant
d'incorporacié del metall en lI'organisme. Aquests fets podrien explicar,
en part, l'elevada variabilitat obtinguda en els resultats de diversos
parametres estudiats. Una forma de reduir aquesta variabilitat podria ser
I'augment del nombre d’animals per grup. No obstant aixo, I'elevada
variabilitat també es veuria reflectida si féssim un estudi en la poblacid

humana (Taylor i Taylor, 1997; Arfsten i col:-Is., 2005).

Un altre punt de discussid seria la baixa afectacid de les dosis emprades
i la possibilitat d’'augmentar-les. En aquest treball es va optar per les
dosis de 10, 20 i 40 mg/kg/dia que es corresponen a la 1/20, 1/10i 1/5

de la DLsy (Domingo i col-ls., 1987). Aquestes dosis es van basar en
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estudis previs (Paternain i col-Is., 1989; Llobet i col:ls., 1991) on es van
establir els efectes adversos de l'urani sobre la reproduccié i el
desenvolupament. El nivell maxim contaminant (NMC) que la US EPA
2000 estableix per l'urani en l'aigua de beguda és de 30 pg/L (US EPA,
2002). Aixo0 significa que un home adult de 70 kg consumint 2L/dia
d’aigua, no hauria d’ingerir més de 60 ug d’urani per dia. Tenint en
compte que aquesta quantitat és equivalent a 1,42 pg AUD/kg/dia i
comparant-la amb la dosi més baixa emprada en aquest estudi (10
mg/kg/dia), el marge d’exposicio és de 10.000 respecte els nivells
d’urani permesos en la poblaci® humana, pel que seria incomprensible
un augment molt elevat de les dosis de |'estudi. De totes maneres, s’ha
de tenir en consideracid que l'extrapolacid entre especies és un pas

susceptible en I'avaluacié de riscos.

D’altra banda, un altre factor a tenir en compte és el tipus d’estres
aplicat (per immobilitzacid). Es possible que al ser un estudi a llarg
termini, i al aplicar I'estres sempre a la mateixa hora, els animals hagin
desenvolupat processos adaptatius a la immobilitzacid; és a dir, s’hagin
adaptat a la situacié estressant. No obstant aix0, tot i que els efectes
obtinguts per l'estrés en el present treball no sén molt accentuats, en
molts dels parametres avaluats (pes dels animals, anormalitats
histopatologiques i altres), la tendencia de I'estrés ha estat potenciar els
efectes de l'urani, tot i que no de forma significativa. En estudis
realitzats per avaluar el model d’estrés més adient en la interaccié amb

metalls (immobilitzacid, soroll, administracié d’hidrocortisona), no
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sembla haver-hi masses diferencies entre aquests. El que s’obté és una
alteracié en l'activitat més accentuada en els animals sotmesos a soroll
de manera intermitent i, al igual que en el present treball, hi ha una
variabilitat d’afectacié interindividual molt elevada (Sapolsky RM, 1994b;
Torrente i col-ls., 2002). Possiblement el soroll podria semblar-se més a
les situacions reals que experimenta la poblacid6 humana diariament, la

qual també presenta una susceptibilitat clarament diferenciada a I'estres.

En relacid als metodes emprats per avaluar el comportament dels
animals (Camp obert, Evitacié passiva i laberint d’aigua de Morris), tot i
gue son els més habituals, no podem descartar que aplicant altres tipus
de tests (T-maze, Y-maze, brag radial, test d’habituacid, test de la cinta
adhesiva, test del cilindre, escala horitzontal i d‘altres) podriem
confirmar els resultats obtinguts i a més obtenir mes informacid dels

processos d’afectacié del comportament dels animals.

Respecte l'estat oxidatiu dels diferents teixits avaluats, les variacions
observades en els nivells d’enzims antioxidants poden ser degudes a una
accio directa de l'urani sobre la seva activitat o bé per una accié del
metall sobre els gens que els codifiquen, provocant una activacié o
inhibicid d’aquests. Mitjancant técniques d’expressid genica es podrien

coneixer els mecanismes basics d’accié de 'urani.

Els resultats d’aquest treball poden ser la base de estudis posteriors que
contribueixin a aportar més informacid sobre els mecanismes d’accié de

I'urani, aixi com els efectes provocats per la interaccio de I'estres.



Hipotesi i objectius

I. ANTECEDENTS

L'urani empobrit (DU) s’ha utilitzat durant décades en |'ambit de la
medicina i també ha tingut aplicacions industrials, pero no ha estat fins a
I"4s militar, en els conflictes del Golf i dels Balcans, que la poblacié s’ha

preocupat sobre les possibles conseqliéncies d’aquesta exposicid.

La preocupacié originada pels problemes de salut que podrien patir les
poblacions que es troben en les zones de conflicte en qué s’ha emprat
munici6 amb DU ha plantejat en I'ambit de la salut ambiental molts

interrogants importants.

D’altra banda, l'estrés és una resposta altament individualitzada a un
repte extern o intern. Es evident que la humanitat pot estar exposada a
diferents tipus d’estrés, i una situacid on es fa especialment evident

I’estres és un conflicte beél-lic.

II. HIPOTESI

Com que tant els canvis neurocomportamentals i fisiologics com les
alteracions bioquimiques es donen com a resposta a l'estrés, I'exposicid
concurrent a U i estrés es podria manifestar com una interaccid, per que

n‘augmenti o en modifiqui els efectes.
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III. OBJECTIUS

3.1 Objectiu general

Aqguest treball té com a objectiu general avaluar els efectes de I'exposicid
a I'U sobre la reproduccio i la conducta, aixi com la influéncia que |'estres

pot exercir en aquesta exposicid.

3.2 Objectius especifics

72

Avaluar els efectes neuroconductuals derivats de I'exposicié oral

cronica a U en rates mascle adultes.

Avaluar els efectes sobre la reproduccid en rates mascle tractades

amb U.

Estudiar I'efecte de I'U sobre diferents organs diana: testicle, ronyd i
cervell. Avaluar la peroxidacié lipidica i la resposta dels sistemes

antioxidants intracel-lulars, enzimatics i no enzimatics.

Valorar la toxicitat embriofetal per exposicio a U abans de Ia

fecundacio.

Valorar els  efectes postnatals de desenvolupament i

neuroconductuals de I'U en cries de rates mascle exposades.

Avaluar per cadascun dels objectius anteriors la influéncia combinada

de I'exposicio a I'U i I'estres.
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Introduccié

I. CONCEPTES GENERALS

1.1 Toxicologia. Conceptes basics

La toxicologia és la ciéncia que estudia les substancies quimiques i els
agents fisics, mentre siguin capacos de produir alteracions patologiques
als éssers vius. Alhora, també estudia els mecanismes de produccio
d’aquestes alteracions i els mitjans per contrarestar-les, aixi com els
procediments per detectar, identificar i determinar aquests agents i

valorar el grau de toxicitat (Repetto, 1997).

Una substancia es considera agent toxic quan és capag de produir a un
organisme un efecte nociu o perjudicial. Aquest efecte nociu generat per
gualsevol agent quimic, que administrat a dosis prou elevades pot
provocar accions toxiques als éssers vius, és el que es defineix com a
toxicitat. Pot manifestar-se en poques hores o tardar diversos mesos a
apareixer. Aixi, seguint un criteri cronologic, podem classificar la toxicitat

en:

-Toxicitat aguda: els efectes adversos apareixen en un periode menor a

24 hores després de I'exposicio a I'agent toxic.

-Toxicitat subaguda: els efectes nocius apareixen a partir de les 24 hores

i fins a 14 dies després de I’'exposicid.

-Toxicitat subcronica: els efectes adversos es manifesten a partir dels 15

dies i fins a 3 mesos.
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-Toxicitat cronica: la manifestacid dels efectes nocius apareix a partir

dels 3 mesos (Ladron de Guevara i Moya Pueyo, 1995).

La toxicitat també es pot classificar en funcid de l'efecte nociu que
provoca a l'organisme. Aixi doncs, es parla de toxicitat tisular
inespecifica, toxicitat tissular especifica, carcinogenesi i teratogénesi

(Ladron de Guevara i Moya Pueyo, 1995).

Per altra banda, els efectes toxics d’una substancia quimica poden ser
reversibles i irreversibles, ja que depenen en gran manera de la
capacitat dels teixits on actua per a regenerar-se. Els efectes induits per
un toxic en el teixit hepatic sén, en gran manera, reversibles, perque
aquest teixit té una gran habilitat de regeneracié. No obstant aixo, els
efectes toxics produits al sistema nerviés central (SNC) solen ser
irreversibles, perque les cél-lules diferenciades de I'SNC no poden dividir-
se ni ser regenerades. Normalment els efectes carcinogens i teratogenics
d'agents quimics es consideren efectes toxics irreversibles (Goyer,

1996).

Altres conceptes importants en toxicologia sén:

+ DLsg 0 dosi letal 50: és la dosi calculada estadisticament d’un agent
quimic o fisic (radiacid) que s’espera que produeixi mortalitat al 50%
dels organismes d’una poblacié sota un conjunt de condicions

definides.



Introduccié

NOEL o nivell sense efecte observable: és la concentracié més
elevada o quantitat d’'una substancia que no causa alteracions en la
morfologia, capacitat funcional, creixement, desenvolupament o
duraci6 de la vida dels organismes sota condicions definides

d’exposicio.

NOAEL o nivell sense efecte advers observable: es poden detectar
alteracions en la morfologia, capacitat funcional, creixement,
desenvolupament o duracié de la vida de I'organisme, les quals sén

considerades no adverses.

LOEL o nivell minim al que s’observen efectes.

LOAEL o nivell minim al qual s’‘observen efectes adversos (Faustmann

i Omenn, 1996)

Xenobiotic: en sentit estricte, és qualsevol substancia que interactua
amb un organisme i que no és un dels seus components naturals

(substancia exdgena, substancia estranya) (Repetto, 1997).

TI o ingesta tolerable: la ingesta d’una substancia, que pot donar-se
al llarg de la vida, sense risc apreciable per a la salut (s’expressa com

a mg/kg de pes corporal per dia).



Introduccié

10

La toxicologia experimental, bé sigui en models in vitro o in vivo, tracta
de descriure els efectes dels toxics, estudia els mecanismes d’accid i
possibles tractaments sota condicions que permetin controlar un gran
nombre de variables. En els estudis amb animals s’han de seguir una
serie de normes. En primer lloc, I'estudi s’ha de realitzar en espécies que
tinguin un metabolisme similar a I'home, amb la finalitat de poder
extrapolar els resultats obtinguts. En segon, la via d’administracié del
toxic ha de ser la mateixa en els animals d’experimentacié que en els

homes.

1.2 Toxicologia de la reproduccié6 i el desenvolupament.

Conceptes basics

Els efectes adversos que les substancies quimiques produeixen sobre la
reproduccio i el desenvolupament en mamifers varia en funcié de l'etapa

en la qual es produeix I'exposicidé a la substancia.

Generalment, els efectes produits en els sistemes reproductors dels
adults es refereixen a canvis en la fertilitat i alteracions en
I'espermatogenesi o ovogenesi. L'exposicid perinatal s’associa amb
deficits en el desenvolupament i deficits en les funcions organiques,
mentre que els efectes produits prenatalment s’associen amb defectes
en el naixement i canvis en el desenvolupament i maduracié del sistema

nerviés central (SNC) (Zelikoff i col-ls., 1995).
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Els efectes més greus de I'exposicié prenatal a agents toxics s’associen
amb la mort abans del naixement (embrioletalitat) i d'altres de valorats
en el moment del naixement: les malformacions i el retard en el
creixement (Neubert i colils, 1980). Un dels periodes critics de
susceptibilitat als toxics és I'organogenesi, etapa en quée la majoria dels
sistemes organics s’estan formant. El periode d’organogénesi varia
d’'unes espeécies a altres. Aixi per exemple I'organogenesi en el ratoli es
considera des del dia 6 al 15 de gestacié. En humans seria del dia 20 al

55 de gestacidé (Slikker, 1994).

Per estudiar de manera experimental els efectes dels agents toxics, els
animals més utilitzats sén rates i ratolins, a causa del periode de
gestacid curt i I'ampli nombre d’individus per ventrada, aixi com el baix
cost i la facil manipulacié. Actualment, per poder classificar i interpretar
millor els resultats, la majoria dels protocols divideixen els treballs en
tres fases per estudiar els toxics en la reproduccio i el desenvolupament
(Bosque i col-ls., 1993). Segons els objectius plantejats, sera necessari

elaborar un estudi de fase I, II o III.

Fase I: Es tracta de determinar els efectes que la substancia quimica
exerceix sobre la fertilitat, etapes inicial i final de la gestacio, part i
lactancia. El toxic s'administra a mascles i femelles adults abans de la

concepcio.

11
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Fase II: S’avaluen la toxicitat materna i els potencials embriotoxic i

teratogenic de la substancia quimica. Els experiments de la fase II sdn
molt rellevants ja que s’examinen els efectes maternotoxics i els
potencials embriotoxics i teratogenics de I'agent toxic quan s’administra

durant el periode d’organogéenesi (Manson i Kang, 1989).

En la fase II, la dosi pot administrar-se durant tota la gestacié, que
s’'assemblaria més a l'exposici6 humana, o durant certs moments o
periodes de la gestacid que es consideren més sensibles a I'efecte del
toxic que es vol estudiar. D’aquesta manera, podem perfilar millor els

efectes de I'exposicié toxica en moments concrets del desenvolupament.

S’acostumen a valorar les variables seglients:

. La toxicitat materna es refereix al conjunt d’efectes nocius
sobre la mare gestant, el comportament, l'increment de pes,
la ingesta, el pes dels organs, la funcionalitat organica, i la
incidéncia de lesions macroscopiques o microscopiques en
animals gestants exposats a una determinada substancia

quimica (Khera, 1987; Domingo i col-ls., 1988).

. L'embriotoxicitat i la fetotoxicitat es refereixen a qualsevol
efecte toxic sobre el producte de la concepcid com a resultat

de I'exposicid prenatal.
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La caracteristica distintiva entre aquests dos termes és la fase
del desenvolupament durant el qual es produeix aquest efecte,
si és en la fase d’embrid embriotoxicitat o en la fase de fetus
fetotoxicitat. Els termes inclouen malformacions i variacions,

alteracions en el creixement i mort en |'Uter.

En humans, l'estadi d’embrié dura fins aproximadament 8
setmanes després de la concepcid i és seguida de l'estadi fetal
(U.S. EPA, 1986, 1991). En ratolins, I'estadi d’embrié es déna
entre els 4 dies i mig fins als 15 dies després de la concepcid
aproximadament, al qual segueix l'estadi de fetus (Rugh,

1990).

En rates, fins a finals de la segona setmana de gestacié es
doéna l'estadi d’embrid, al qual segueix l'estadi de fetus
(Rowett, 1960). Aixi, en rosegadors, comenca l'estadi fetal a

partir del dia 15 de gestacid fins al moment del part.

La fetotoxicitat acostuma a donar-se quasi sempre junt amb la
toxicitat materna, i molt sovint se’n considera conseqliéncia

directa (Khera, 1984).

Podem parlar de teratogénia quan una substancia provoca
I'aparici6 d’anomalies permanents, estructurals o funcionals

(Manson i Kang, 1989).

13



Introduccié

14

Fase III: s’avaluen els efectes de la substancia sobre I'etapa final de la

gestacio, el part, la lactancia, la viabilitat neonatal i el desenvolupament
de les cries. En aquesta fase el toxic s'administra des del periode final de

la gestacio fins al deslletament (Domingo i col-ls., 1988).

1.3 Neurotoxicologia

La neurotoxicologia és la ciéncia que estudia els efectes adversos
estructurals i funcionals en el sistema nervids (SN) provocats per
I'exposicid a agents quimics. La neurotoxicologia pot ser permanent o
reversible i es pot expressar en canvis estructurals o alteracions
funcionals (neuroquimiques, electrofisiologiques, conductuals) (Dorman,

2000).

L'SN esta format pel cervell, el cerebel, el tronc del cervell, la medul-la
espinal (SNC) i els nervis periferics (SNP) que proporcionen innervacio
motora i sensitiva. Esta clarament involucrat en el manteniment de la
conducta sota condicions normals i sota I'exposicid a agents quimics

(MacPhail, 1994).

En neurotoxicologia, tant els simptomes i signes com les alteracions
motores, modificacions sensorials o I'estat mental alterat sorgeixen dels

trastorns de les funcions de ceél-lules especialitzades de I’'SNC i de I'SNP.
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Desviacions dels nivells de rendiment esperat en tasques especifiques i
tests de funcionament neurologic sén considerades com a anormalitats

(Feldman i col:ls., 1999).

L'SN ofereix una diana uUnica amb especials vulnerabilitats a agents
toxics. L'organitzacid intricada que té aporta innombrables oportunitats
per al trastorn i la conducta reflectiria una sortida integrada de I'SN

(Weiss i O'Donoghue, 1994).

La toxicologia del comportament és un camp emergent que esta
esdevenint molt important a I'hora d’avaluar el risc d’exposicid a
substancies neurotoxiques, a causa de l'alta sensibilitat de la conducta
cap a l'accid neurotoxica i la integracid en funcions conductuals de
diferents processos subjacents i neurofuncions, com la motora, la

sensorial, I'atencional i la motivacional (Lucchini i col:ls., 2000).

Les analisis de la conducta han aportat, i continuaran fent-ho,
importants contribucions al coneixement dels efectes toxics dels agents
guimics en general i dels efectes neurotoxics en particular (MacPhail,

1994).

Els canvis conductuals poden influir en el desenvolupament de les cries,
en l'increment de l'activitat motora, en la disminucié de la forca a les
extremitats, en l'increment de les conductes d’escapament i en déficits
de l'aprenentatge cognitiu (Dobbing i Sands, 1971; Moorcraft, 1981;

Gerber i O’'Shaughnessy, 1986).

15
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Existeixen molts exemples en la bibliografia en que alguns agents toxics
provoquen neurotoxicitat a les cries i no necessariament a la mare. En
d’altres casos, també s’ha trobat en animals d’experimentacié que els
adults sén més susceptibles que no pas els animals en desenvolupament

(Paule i col-ls., 1986; St. Omer i col:ls., 1991).

També s’ha proposat que de les exposicions perinatals a alguns agents
en podria resultar una toxicitat silenciosa (o latent), la qual es
manifestaria amb I'edat o els canvis ambientals (Weiss, 1990). Per tant,
hi ha una evidencia creixent que |'exposicié durant el desenvolupament a
molts agents quimics pot produir alteracions a llarg termini en la

conducta i en I'SNC (MacPhail. 1994).

1.4 Toxicitat dels metalls

Els metalls s6n probablement un dels grups de toxics més antics
coneguts per la humanitat. Difereixen d’altres substancies quimiques en
el fet que no son creats ni destruits per I’'home; no obstant aixo, I'Us que
en fa influeix en els potencials efectes que poden produir sobre la salut.
En primer lloc, per la presencia al medi ambient deguda a la contribucid
humana o antropogenica a l'aire, sol, aigua i aliments. En segon lloc, per
alteracions d’espécies o formes bioquimiques de l'element (Beijer i

Jerneldv, 1986).
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Els metalls es redistribueixen de forma natural en el medi ambient
mitjancant els cicles bioldgics i geologics. Des del punt de vista geologic,
I'aigua de pluja dissol roques i minerals, transporta el material dissolt
cap a torrents i rius, i afegeix o treu en el seu trajecte part d'aquest
material al sol adjacent. Per altra banda, als oceans poden precipitar
com a sediments, o bé passar a lI'aigua de pluja per ser transportats cap

una altra banda.

Els cicles biologics inclouen la bioconcentracid de metalls en plantes i
animals, els quals s’incorporen a cicles alimentaris. De la seva banda, els
metalls presents en l'aigua i el sol poden entrar alhora a la cadena

alimentaria (Goyer, 1996).

L'activitat de I'home pot reduir considerablement el temps de
permaneéncia dels metalls en forma mineral, formar nous compostos i
augmentar-ne la distribucié. Per aix0, la contaminacié mediambiental
per metalls reflecteix totes dues fonts naturals, aixi com la contribucié

procedent de I'activitat industrial.

Per a la poblacié general, la dieta constitueix la principal font d’exposicid
a metalls amb una contribucié addicional procedent de l'aire. A més a
més, s’han de tenir en compte fonts potencials d’exposicié procedents de

productes i residus industrials, i una exposicié potencial ocupacional.

17
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L'estudi toxicologic d’un metall requereix una informacié quantitativa
respecte a les dosis o concentracions rebudes i els corresponents
continguts del metall en organs i teixits. Les relacions dosis-efecte estan
en funcid del temps d’exposicid i de la concentracid del metall. Una
exposicid a metalls pot ser recent i prolongada segons el temps de
retencid del metall al teixit. Un parametre important del metabolisme i
del comportament del metall toxic en l'organisme és el temps de
semivida (t;2), és a dir, el temps que tarda l'organisme a excretar la

meitat del toxic acumulat.

Hi ha molts factors exdgens que poden influir en la toxicitat produida per
metalls, entre els quals s’han de destacar l'edat i el grau de
desenvolupament, ja que nens i gent gran semblen ser més susceptibles
davant una exposicié a metalls toxics que la majoria d’adults (NRC,
1993). D’altres factors exogens soén els relacionats amb l'estil de vida i
inclouen I'habit de fumar o la ingesta d’alcohol. El consum de cigarretes,
a més de provocar efectes pulmonars adversos, és una font d’exposicid
perque en la composicié hi ha alguns metalls toxics. Per altra banda, la
ingesta d’alcohol pot fer alterar la dieta i disminuir I'absorcié d’elements

essencials.
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II. URANI
2.1 Generalitats

L'urani (U) és un element platejat blanc, dens, natural i normalment
radioactiu debil. Es troba en tot el medi natural de forma variada, pero
en petites quantitats en roques, terra, aigua, aire, plantes, animals i en

tots els éssers humans.

Taula 1. Concentracions d’urani en diferents materials i ambients (Kaye i Laby,
1993)

Material Concentracié (mg/kg)

Roques 1,8
Mar 0,0033
Aigua Corrent 0,00004
Homes 0,001

L'urani elemental té un nombre atomic de 92, un pes atomic de
238,0289 g/mol i forma part de la série actinids de la taula periodica.
L'urani metal-lic té una gran densitat, 19 g/cm?®. El metall brilla a l'aire i

és ductil, mal-leable.

L’'urani natural conté tres isdtops radioactius (o radioisdtops): 2**U, 2°U i
2381, El percentatge de cada radioisotop en pes és 0,0054% ***U, 0,72%

235U i 99,27% 238U,
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La vida mitjana (temps perque la radioactivitat disminueixi a la meitat
del seu valor) d’aquests isdtops és molt llarga, 244.000 anys per U,
710 milions d’anys per ?**U i 4.500 milions d’anys per 2*®U. L'urani decau
en altres radioisotops, anomenats progéenie, fins que acaba com a isotop

estable (no radioactiu) de plom.

Quan es fragmenta en l'aire, I'urani metall és combustible i inflamable,
una propietat anomenada piroforicitat, comuna a d’altres metalls com

I"alumini (Al) i el ferro (Fe).

Tots els isotops de l'urani tenen les mateixes reaccions a la natura i
presenten gairebé les mateixes caracteristiques fisiques, com el punt
d’ebullicié, la volatilitat i el punt de fusié. En canvi les propietats

radioactives dels isotops sén diferents.

En estat pur, l'urani natural, l'urani empobrit i I'urani enriquit només
difereixen en la composicid d’isotops i per aquesta rad son practicament
identics quimicament, ja que tenen les mateixes reaccions al medi i

produeixen els mateixos efectes quimics, bioquimics i biologics a I'home.

2.2 Urani empobrit (DU)

El DU com a subproducte de I'enriquiment de l'urani requerit per la
industria nuclear s’obté des de 1940. L'urani es classifica com a DU quan
les quantitats de 2*°U i ***U es redueixen cap a **®U. El DU conté

aproximadament de 0,3% a 0,2% 23°U, i 99,8% 238U.



Introduccié

L'urani empobrit té una activitat especifica de 14,8 Bg/mg que és
aproximadament el 60% de la de l'urani natural (25,4 Bg/mg) a causa

de I'extraccié parcial del 2*U.

Tant I'U com el DU i els seus productes (***Th, ***mPa i 2*'Th) es
desintegren i emeten particules a i B que no sén gaire penetrants i

s’absorbeixen facilment per mitja de l'aire i la pell.

L'U i DU es consideren poc radioactius. Durant el procés que el DU es
forma per |I'enriguiment, els radioisotops addicionals en el DU
augmenten la dosi radioactiva del DU menys d’'un 1%. Aquesta radiacid

afegida no produeix efectes radiologics addicionals.
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Residus

Mineria " *,T
Processament . Residus

Transformacio

Enriquiment

4

Urani enriquit Urani empobrit
l - Emmagatzematge
AL LU — Us (ex. contrapeés,
escuts radiacio,
Residus militars...)

ol

Central eléctrica

Figura 1. Esquema de la produccio, enriquiment i Us de l'urani.
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2.3 Fonts d'urani a 'ambient

L'urani es troba a les roques, l'aigua i el cos huma. Es tracta d’'un
element natural amb una abundancia a la terra aproximada de 2 mg/kg

(rang de 0,1 a 20 mg/kg). Es més abundant que la plata i I'or.

Principalment I’'exposicié a l'urani es produeix per inhalacié, ingestié o
irradiacio externa, mentre que de forma secundaria, mitjancant absorcio

dérmica o més concretament formes mobils de l'urani.

La naturalesa pirotécnica de l'urani té una rellevancia especial sobre
I'exposicid humana a causa de la produccié de pols que contenen Oxids
d’urani. Els oxids més importants son el dioxid d’urani (UQ;), el trioxid
d’urani (UOs) i l'octadoxid de triurani (UsOg) (Harley i col-ls., 1999;

CHPPM, 2000).

La biosolubilitat i la disponibilitat dels oxids UsOgi UO, sén relativament
baixes, comparades amb d’altres formes d‘urani a les quals estan

exposats els treballadors de la industria nuclear (ex. UOs).
2.3.1 Aire

Segons |'Organitzacié Mundial de la Salut (WHO 1998) els valors d'U
en l'aire van de 0,02 ng/m® a 0,076 ng/m?>. Durant aquests estudis

s’ha vist que el quocient **U/?*%U varia molt en les mostres de pols.
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A més d'altres carcinogens, el fum del tabac conté quantitats
significatives d’urani i ?'°Po. Aixi doncs, fumar dos paquets de tabac

produeix a la zona 50 ng d’U que poden ser inhalats (WHO, 1998).

S’ha estudiat la solubilitat pulmonar de les particules (<10um de
diametre) produides immediatament després dels impactes de les
municions (Jette 1990). Algunes d’aquestes particules poden ser
extretes pel transport mucociliar al tracte gastrointestinal (GI) i

arribar a l'intesti on s’han de tenir en compte factors d’absorcio.

El nivell d’exposici6 humana a la pols i aerosols derivats del possible
impacte de DU oxidat incontrolat esta en funcié de la proximitat de
I’home a la font de contaminacid, el grau en que l'urani s’ha dispersat
fisicament i quimicament al medi local, la mida de les particules i la

densitat de la pols produida.

L'agencia de protecci6 mediambiental americana (US EPA) estima
gue una exposicié tipica d’urani en l'aire resulta en una inhalacié total

d’aproximadament 2-20 ng **®U/dia (US EPA, 2000).

2.3.2 Aigua

L'U sempre es troba en les aiglies superficials i en les freatiques. Hi
ha un gran rang de concentracions des de 0,01 pg/l a 1.500 pg/I

d’aigua.
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En l'aigua de pluja les concentracions d’urani son baixes i variables
(rang de 0,018 a 0,17 pug/l als EUA durant marg-maig 1993; ATSDR,
1999). Diverses activitats antropogeniques implicades en el procés o
Us de materials rics en urani poden modificar-ne I'abundancia natural
en aigua. Aquestes activitats mineres (urani, plata, altres minerals) i
els processos industrials de I'urani per aconseguir la manipulacié de

fuel nuclear i d’altres productes inclouen el DU en diferents usos.

Els acetats, sulfats, carbonats, clorats i nitrats d‘urani es dissolen
rapidament en aigua i generalment predomina la forma carbonatada.
Aguests complexos poden estar carregats negativament o ser neutres
i com a tals sén molt movedissos als sOls i a les aiglies infiltrades en
regions arides i semiarides, com les zones mediterranies. Sota
condicions lleument acides, tipiques de climes humits, la propietat
quimica de l'urani dominant sera la formacié de complexos estables
amb el terra organic. Aix0 implica I'acumulacié i retencié de I'U en

diposits de turba (Benes i col-ls., 1998; Ebbs i col-Is., 1998).

Herranz i col-ls. (1997, 1999) van determinar el contingut mitja
d’'urani en l'aigua de beguda de quatre plantes de tractament de la
zona nord d’Espanya, i el valor obtingut va ser de 0,11 pg/l. Els
mateixos autors van observar una davallada del 60% en el contingut
d’'urani de les aiglies residuals vessades durant el procés de
tractament, cosa que indicava un augment del contingut d’urani en

els fangs d’aquestes aigles.
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2.3.3 Terra

Els nivells d’urani al sol, normalment no associats amb les fonts
antropogeniques de contaminacié conegudes, son d'1 a 2 mg/kg. Tot
i aixd, poden haver-hi variacions que reflecteixin no només fonts
geologiques, sind6 també zones de dispersi6 amb el transport de
sediments fluvials. Les concentracions tan elevades com 4 mg/kg es

troben en zones llunyanes de qualsevol activitat antropogéenica.

En llocs industrialitzats, l'urani es pot trobar associat a plantes
processadores (ex. British Geological Survey, 1992) i residus del
sector miner (Ledvina i col-ls., 1996; McConnell i col:ls., 1998), i
també en zones d’agricultura on s’han fet servir fertilitzants fosfats

rics en urani.

A diferencia d’altres metalls, tals com el plom, la mobilitat de I'urani
és deguda a la formacido de complexos negatius estables (oxianions)

amb oxigen i carbd.

2.3.4 Menjar

L'urani com a component del medi natural és present en quantitats
infimes en tots els aliments. S’incorpora a la fibra dels aliments o
s’'adhereix a la superficie com a particula de la contaminacid. Les

arrels vegetals sén les que en contenen els nivells més elevats.
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L'’ATSDR (1999) cita una revisié de la ingesta oral d'urani als EUA
amb un rang de 0,9 a 4,5 ug/dia al menjar i el mateix rang a l'aigua
de beguda, per una ingesta total de 1,8 a 3 ug/dia. Harley (1988) cita
una revisio de diferents fonts naturals de contaminacié radioactiva
duta a terme a diferents paisos europeus i estima la ingesta d’urani
en un rang d’entre 0,5 i 2 ug/dia. Aquestes dades comparades amb
la xifra de 0,5 a 3 pg/dia al Japo i de 0,5 a 0,9 pg/dia al Regne Unit
suggereixen als autors una ingesta mitjana al mén de 4 ug/dia tot i
que afirmen que no és clar si I'aigua de beguda s’ha inclos o no en les

afirmacions revisades.

Segons els estudis realitzats (taula 2) les concentracions d’U més
elevades s’han trobat al marisc, als mol-luscos i a les margarides
llises (9,5 a 31 pg/dia), suposadament a causa de les elevades
concentracions d’urani a la mar. En d’altres aliments com el pa i les
verdures fresques, les concentracions eren dues magnituds inferiors

(= 2 ug/kg) mentre que en l'arros i la carn era de 0,1 a 0,2 pg/kg.

Els aliments amb un contingut elevat de fibra, afecten la incorporacio
d’urani a l'intesti huma, de la mateixa manera que ho fara amb altres
minerals (Gibson, 1994). L'eficacia en la neteja dels vegetals frescos

pot variar significativament aquests valors.
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La concentracié mitjana en nou begudes diferents, incloent-hi te i
cafe, és de 0,98 pg/l (rang de 0,26 a 1,65 ug/l) i en series d'aigua
minerals, de 9,20 pg/l (Cheng i col-ls., 1993). Misund i col:ls. (1999)
van fer un seguiment de 56 aiglies minerals embotellades triades a
I'atzar i van observar que el contingut d’urani oscil-lava de 0,0104 a

9,45 ug/l.

Com molts altres metalls, la disponibilitat als aliments, aigua i terres,
afecta l'absorcié del cos a través del tracte gastrointestinal. Per
exemple, dietes riques en fibra en disminueixen |'absorcié (Gibson,
1994; Golden i Golden, 1981) mentre que dietes amb la preséncia de
lligands de baix pes molecular, tals com el citrat, en promouen
I'absorcié. Spencer i col-ls. (1990) van investigar els patrons
d'ingesta i excrecid d’urani i calci en I'home. Aquests estudis van
confirmar el comportament similar dels diferents isotops al cos i
també I'eliminacié d’una part significativa de tota la ingesta per via
fecal (I'excrecié per via urinaria és aproximadament del 2% de tota

I'excrecid) (Leggett i Harrison, 1995).

L'’ATSDR (1999) considera que la font principal d’exposicié a I'urani és
la ingesta. En una dieta estandard la ingesta s’estima entre 0,9 i 4,5

ug/dia amb una mitjana d’1,5ug/dia (Linsalata, 1994).
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Aliments
Verdura fresca

Verdura en conserva
Arrels de vegetals

Patates

Fesols

Fruita fresca
Fruita enllaunada
Sucs de fruites

Productes de forns de pa

Farina
Productes integrals
Macarrons

Arros

Carn

Aus

Ous

Peix fresc

Marisc
Productes lactics
Te

Cafe
Aigua

Concentracio d’urani (ng/kg)
1900!
590-9202
3401
90-180?
6201
940-1200°
721
2660-29202
15000-18000°3
22001
1500-36702
1602
710-12902
81!
180-2902
49!
40-1207
1900!
1320-15007
120003
3901
250-6807
1400!
14502

300!
400-6302
2401
1430-60007
150007
190!
580-1320°
200003

64!
140-4202
150!

2302

96003

110!
430-8502
110003
160000
9500-310002
59!
80-310?
50003
60003

49

Taula 2. Concentracié mitjana d’urani en productes alimentaris (*Fisenne i
col-ls., 1987; *NCRP, 1984; 3US EPA, 1985).

29



Introduccié

30

El comite cientific de les Nacions Unides sobre els efectes de la
radiacid atomica (UNSCEAR, 2000) ha calculat que tota la ingesta
anual de I'home és de 460 ug en menjar i aigua, i de 0,59 ug per

inhalacio.

La bioacumulacié del DU en la cadena alimentaria esta subjecta a un
periode de retard (/ag) la magnitud del qual depéen de la climatologia,

la disponibilitat de I'urani metal-lic i les barreges dels oxids d’urani.

2.3.5 Altres fonts d’urani en la dieta humana

Les altres fonts d’urani en la dieta humana inclouen pols i terra, tots
dos ingerits de forma inadvertida, ja que provenen dels estris que

s’utilitzen per servir els aliments i la coccié.

« Material i procés de coccid

Landa i Councell (1992) van dur a terme diferents estudis en que
van calcular la perdua d’urani de 33 productes de vidre i dos de
ceramics en els quals l'urani s’havia emprat com a colorant. Els
productes de vidre van desprendre un maxim de 30 ug/L i en els
productes ceramics mantinguts en contacte amb una solucié d’acid
acetic al 4% durant 24 hores, la concentracié d’urani era de 3,1

mg/L.
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« Urani a la pols i al sol

Hi ha tres categories diferents d’ingestio de terra i pols:

a) Ingestions inadvertides de petites quantitats de terra i pols.
L'elevada densitat de l'urani i la seva reactivitat quimica poden
provocar una concentracié amb diferents rangs de mida i densitat.

Aix0 pot comportar concentracions d’urani elevades.

b) Consum deliberat ocasional. Molts nens ho fan a causa del seu

comportament explorador i durant un periode curt de temps.

c) Geofagia. Es refereix al consum persistent i intencionat de terra
i/o pols, molt sovint en grans quantitats. Historicament s’ha
reconegut un fenomen mundial, tot i que la prevalenca s’ha associat
a determinades comunitats (urbanes i rurals) i persones

malnodrides (Geissler i col:ls., 1997)

El percentatge d’urani absorbit depén de diferents factors com la
forma fisicoquimica del metall, la forma d’ingerir el terra, el pH de
I'estbmac, el consum d‘aliments, el temps de permanencia

intestinal.
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2.3.6 Exposicio laboral

Les condicions de treball dels llocs on els homes s’exposen a l'urani
so6n molt variables i depenen de la cultura de la salut i la seguretat.
Els riscos potencials també depenen del tipus d’urani, de la quimica
de l'urani i dels materials que es manipulen al lloc de treball. S’"han

identificat cinc grups principals de treballadors:

1. Els relacionats amb el sector miner.

2. Els relacionats amb la fabricaci6 i processament del fuel

nuclear.

3. Els relacionats amb Ila manipulacié d’urani metal-lic,
components associats i aliatges durant la manufacturacio i

assemblatge de components industrials.

4. Els relacionats amb la industria en la qual 'urani esta present

com a contaminant o producte.

5. Els implicats en serveis d’emergéncia d’accidents i moments
posteriors o incidents implicats amb DU (incendis de fabriques,

accidents aeris).

2.4 Metabolisme de l'urani

Tot i la ubiqiitat de l'urani al medi, no s’ha trobat que tingui cap funcio
metabolica en I'home ni en els animals, i gaire bé sempre s’ha considerat

com un element no essencial.
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« Biodistribuciod i toxicocinéetica

La seva gran afinitat per molts components fisiologics suggereix que
normalment no es troba com a ions lliures. Per exemple, en molts
fluids corporals i la sang, qui controla la mobilitat de l'urani en la
circulacié sistémica sén el carbonat, bicarbonats i complexos citrats
de l'urani (VI) (Cooper i col-ls., 1982). Aproximadament la meitat de
l'urani que circula a la sang es troba com a complex carbonatat
(UO,CO5 i UO,(CO5),*) (Durbin, 1984) o associat amb complexos
citrats. Tot i aixi, a pH lleugerament inferiors, en el rang de 5 a 6,
I'urani s’adapta a molts lligands organics i se suposa que actuen en
I'assimilacié de l'urani als teixits corporals de la circulacié sistemica.
En l'orina, l'urani predomina com a complex bicarbonat (Cooper i

col-ls., 1982).

« Ingestid

L'absorci6 de l'urani del tracte gastrointestinal depen de Ia
biosolubilitat del component, el consum d’aliments previs i I’exposicid
continuada a agents oxidants. Wrenn i col-ls., (1985) han valorat la
mitjana d’absorcié humana a escala gastrointestinal entre I'1% i el
2%. Tenint en compte que els valors recomanats sén del 2% (Leggett
i Harrison, 1995; ICRP-72, 1996; WHO, 1998), aquests valors sén

acceptats.
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Estudis realitzats en animals sobre els factors que influencien
I'absorcié gastrointestinal han mostrat que depéen de la quantitat
d’urani administrada, I'edat i I'estrés dietétic com una deficiéncia de

ferro.

« Inhalacid

Estudis realitzats postmortem a treballadors exposats de forma
ocupacional mostren grans quantitats d’urani als teixits pulmonars
(Kathren i col-ls., 1989). Aix0 implica que la inhalacié és una via
important d’acumulacié. Acumular particules al tracte respiratori
depen de diversos factors, com la mida i la forma de les particules, la
taxa respiratoria etc. Aquests factors s’han descrit en detall a ICRP
Human Respiratory Tract Model (HRTM) (ICRP-66, 1994). L'absorcio
d’urani inhalat a la circulacié sistemica dependra de la taxa perquée
les particules es dissolguin als pulmons i de les seves interaccions

amb els lligands presents al fluid pulmonar.

En analisis realitzades in vitro de particules (<10um AED en diametre)
produides després d’impactes de munici6 de DU, s’ha trobat que
entre el 24% i el 43% del total de les particules carregades es

dissolen rapidament (Jette, 1990).
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« Danys i absorcié dérmica

Estudis realitzats en soldats amb fragments de DU (Hooper i col:ls.,
1999) mostraven augments en la concentracié d’urani en I'orina (més
de 150 vegades superiors als controls). Aquests estudis també
mostren una petita perdua constant d’‘urani en individus amb
fragments durant un any, la qual cosa suggereix una petita perdua
controlada de DU. En estudis paral-lels realitzats en rates s’observa
un augment de la concentracié de DU en ronyons i os, i també se’n
van detectar certes quantitats al cervell, als testicles i als noduls

limfatics d’animals exposats (Pellmar i col-Is., 1999a)

» Excrecid i eliminacio

La baixa absorcié d’urani a l'intesti implica que la majoria de producte
ingerit no absorbit se secreta per les femtes. Experimentalment s’ha
vist que wun cop l'urani entra a la circulacié sistémica,
aproximadament el 90% s’excretara a través dels ronyons en forma
d’orina durant un periode de pocs dies. La quantitat excretada depén
de les seves caracteristiques quimiques en sang. La retencié d’urani
als ronyons s’ha atribuit a la creacié de complexos amb proteines i
fosfolipids al tubul proximal (Wedeen, 1992). L’excrecié fecal

compren menys de I'1% de |'urani ingerit (ICRP-69, 1995).
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L'eliminacid de l'esquelet és considerablement més lenta; s’han
estimat vides mitjanes de 300 i 5.000 dies, basades en models de

dos compartiments (WHO, 1998; Kathren i col:ls., 1989)

El nivell d’exposicié ocupacional s’ha fixat en 0,8 ug/l en orina (FEMP,
1997). Aquest valor assumeix una inhalaci6 aguda d’urani
moderadament soluble durant un periode de 60 dies de mostreig

d’orina.

« Acumulacid

En estudis realitzats en individus exposats de forma cronica, es
reflecteix |'afinitat de 'urani pel fosfat, que és molt abundant a l'os.
(Wrenn i col:ls., 1985; Arruda-Neto i col-ls., 2004). En d’altres
estudis realitzats per Pellmar i col-ls. (1999a) en rates, es veu com
en aquest model animal l'urani s'acumula a l'interior de I'SNC i als
testicles. L'acumulacié de l'urani als teixits del cervell també I’han

estudiat Ozmen i Yurekli (1998) i Lestaevel i col-Is. (2005).

Pulmé: 1,80%

Muscul: 19,8%

_~Ronyé: 0,36%
—Sang: 3,75%

Os: 57,01%

Teixit
Adip6s:16,5%

Fetge: 0,78%

Figura 2: Distribucié de %*3U en el ’'home (Fisenne, 1993)
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2.5 Aplicacions de I'urani a la indUstria

La produccio total calculada d’urani des del 1920, quan es va comengar a
enregistrar, és d’1,5 milions de tones (British Geological Survey, 2000),
tot i que aixd és només una petita fraccié de les 10'* tones que s’ha

estimat hi ha a la litosfera.

Taula 3. Produccio d’urani el 1998 (British Geological Survey, 2000).

Pais Tones

Argentina 35
Australia 4.901
Canada 11.041
Xina 500
Republica Txeca 611
Francga 508
Gabon 731
india 200
Kazakhstan 1.250
Namibia 2.778
Niger 3.713
Pakistan 23
Portugal 19
Romania 100
Russia 2.000
Sud-africa 965
Espanya 255
Ucraina 500
EUA 1.872
Uzbekistan 1.930
Total al mon 33.900
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L'urani té pocs usos industrials. Historicament s’ha emprat en ceramica i
material de vidre, odontologia, catalisi quimica, produccié d’armes
nuclears, etc. En l'actualitat les aplicacions que se li donen inclouen
municié i armament militar. L'Us de DU s’ha reconegut en molts
conflictes militars, incloent-hi les guerres del Golf, Bosnia i Kosovo, i en
molts fronts militars. L'Us en aquests conflictes demostra clarament els

beneficis militars del DU.

2.6 Toxicitat quimica de l'urani

La toxicitat quimica de qualsevol element esta relacionada amb la
interacci6 d’aquest component amb els processos bioquimics del cos
huma. Algunes d’aquestes interaccions poden ser beneficioses i fins i tot

essencials, mentre que d’altres poden ser negatives.

Les accions quimiques de tots els isotops i barreges d’isotops d’urani sén
idéntiques i independents de la seva activitat especifica, perque |'accié
quimica depén només de les propietats quimiques. Per aix0, la toxicitat
quimica de l'urani natural, I'empobrit i I'enriquit és idéntica (ATSDR,

1999).

Als anys noranta es van estudiar molt els simptomes i signes de malaltia
entre els veterans de la guerra del Golf, i el paper a I’'exposicié de I'urani
com a possible agent causant (Durakovic, 1999; Harley i col-ls., 1999;

CHPPM, 2000; Fulco i col:Is., 2000).
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Els riscos sobre la salut causats pels efectes quimics de |'exposicid a
l'urani no relacionats amb les radiacions ionitzants es poden calcular

mitjancant les guies IPCS (WHO, 1994).

2.6.1 Toxicitat de I'urani en animals d’experimentacio

El comportament dosi-resposta d’una substancia especifica inhalada
depen molt de la mida de les particules i de la naturalesa quimica. La
toxicitat pulmonar de l'urani varia entre les espécies i depén de la
forma quimica de Il'element (Tannenbaum i col-ls., 1951).
L'hexafluorur d’urani pot provocar la mortalitat a rates i cobais a
concentracions elevades (entre 26 i 35 mgU/m?). La causa de mort
aguda és aparentment la irritacid del tracte respiratori. Probablement
no és deguda a l'urani sind a l'acid hidrofluoric, un producte de la
hidrolisi de I’'hexafluorur d’urani (Spiegel, 1949; Leach i col'ls.,
1984), tot i que la mortalitat pot ser causada pels efectes als
ronyons. Es van constatar edemes pulmonars, hemorragies,
inflamacions i emfisemes en rates, ratolins i cobais després de 30

dies d’exposicié a 13 mgU/m? en forma d’hexafluorur d’urani.

S’han observat petits canvis degeneratius en rates i gossos exposats
a trioxid d’urani i gossos exposats a nitrat d’uranil hexahidratat a
nivells d’exposicié6 d’aproximadament 10 mgU/m*® durant 4-5
setmanes, perd no, en canvi, després d’exposicions a dioxid d’urani o

octaoxid de triurani (Dygert, 1949; Roberts, 1949; Rothstein, 1949).
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Els conills sén sensibles al dany pulmonar induit per I'urani. S’han
observat edemes pulmonars i hemorragies després d’exposicions a
diuranat d’amoni, peroxid d’urani i trioxid d’urani, perd no després
d’exposicions a dioxid d‘urani (Dygert, 1949; Pozzani, 1949;

Rothstein, 1949).

En estudis a llarg termini, amb exposicions de fins un any de
diferents animals (rates, conills, cobais, hamsters i gossos) i amb
diferents components de |'urani (soluble i insoluble), no es van
observar canvis pulmonars en un rang de concentracions de 0,05 a
10 mgU/m?3 (Cross i col-ls., 1981a, 1981b). Exposicions croniques en
rates, gossos i micos de didxid d’urani en dosis de 5 mgU/m* d’1 a 5
anys no van mostrar canvis histologics ni al pulmé ni als ronyons. Un
seguiment posterior a I'exposicid mostra una lleugera fibrosi vascular
i intersticial en gossos i fibrosi pulmonar en micos (Leach i col-ls.,
1970, 1973). Tot i aix0 els investigadors afirmaven que va ser la

radiacié i no la toxicitat quimica la causa dels danys apreciats.

Es poden produir efectes renals en animals després d’exposicions per
inhalacié6 de durada aguda i intermédia. Deu minuts d’exposicié en
rates a 675 mgU/m> en forma d’hexafluorur d’urani provoca una
degeneracié greu dels tubuls corticals entre 5 i 8 dies després de

I'exposicio (Spiegel, 1949).
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Els mateixos efectes s'han observat en gossos entre 1 i 3 dies
després d’1 hora d’exposar-los a 250 mgU/m® en forma de fluorur
d’urani (Morrow i col-ls., 1982). S’ha observat proteinuria i glucosuria
en rates després de 2-10 minuts d’exposicié a hexafluorur d’urani

(Leach i col-ls., 1984).

En estudis de durada intermeédia amb cobais, porcs, ratolins, rates,
gats, conills i gossos, les exposicions per inhalacid a diferents
compostos d’urani van danyar-los els ronyons. Els efectes eren
compost-dependent i concentracio-dependent i anaven des de lesions
minimes microscopiques a l'epiteli tubular fins a necrosis greus de
I'epiteli tubular en diferents espécies (Dygert, 1949; Rothermel,
1949; Stokinger i col-Is., 1953). En un d’aquests estudis, els ratolins
van ser exposats a pols de tetraclor d’urani durant 30 dies.
L'exposicid els va causar degeneracid greu, necrosis de [|epiteli
tubular corticorenal i mortalitat en el grup d’11 mgU/m? al tercer dia.
Al final de I'estudi es va observar una degeneracié tubular moderada
en el grup de 2,1 mgU/m? i una degeneraci6 minima en el grup de

0,1 mgu/m?>.
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Els efectes nefrotdxics de l'urani en els animals poden incloure danys
als glomeruls, evidenciats per signes histopatologics als ronyons de
les rates i conills exposats a 15,3 mgU/m? de didxid d’urani durant 23
dies (Dygert, 1949) i gossos exposats a 15 mgU/m*® de fluorur
d’urani durant 5 setmanes i 16 mgU/m? de tridxid d’urani durant 4

setmanes (Rothstein, 1949).

En estudis d’inhalacié a llarg termini fets amb rates i gossos amb
urani soluble i insoluble, en exposicions tan baixes com 0,05 mgU/m?
i tan elevades com 10 mgU/m?® entre 1 i 5 anys, es van veure danys
als ronyons. Els efectes nefrotoxics trobats en aquests animals
anaven de petites lesions microscopiques en I'epiteli tubular a
necrosis tubulars agudes (Leach i col-ls., 1970; Stokinger i col-lIs.,

1953).

La toxicitat oral dels compostos d’urani s’ha avaluat en diverses
espéecies animals. L'LDsq oral de I’AUD s’ha estimat de 114 mg/kg per

a rates i de 136 mg/kg per a ratolins (Domingo i col-ls., 1987).

Rates exposades a dosis de 5,6 mg U/kg van patir lleugeres
disfuncions renals i petites lesions microscopiques en |'epiteli tubular

(Domingo i col-ls., 1987, 1989a).
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En estudis de durada mitjana, exposicions a dosis orals d’urani
(fluorur d’urani, octadxid de triurani, nitrat d’uranil hexahidratat,
tetraclor d’urani, peroxid d’urani, diuranat d’amoni) des de 0,05
mg/kg/dia fins a 7.858 mg/kg/dia durant 30 dies van danyar els
ronyons. Els efectes nefrotoxics trobats en aquests animals van anar
de petites lesions microscopiques a necrosis extensives en |'epiteli

tubular (Maynard i Hodge, 1949).

En rates exposades a nitrat d’urani en l'aigua de beguda durant 91
dies es van trobar lesions renals als tubuls, glomeéruls i interstici en el
grup d’animals tractats amb la dosi més petita (mascles 0,06 mg
U/kg/dia; femelles 0,09 mg U/kg/dia) (Gilman i col-ls., 1998a).
Estudis realitzats per McDonald-Taylor i col-ls. (1992, 1997) en conills
van produir lesions renals similars (membrana glomerular basal
engruixida). En conills, es van observar canvis histopatologics dosi-
dependents al ronydé. Aquests canvis eren més evidents en els

mascles (Gilman i col:ls., 1998b).

La patogenesi del dany renal en els animals indica que la regeneracio
de l'epiteli tubular es produeix en els animals supervivents després
d’una exposicid a urani discontinua (Dygert, 1949; Maynard i Hodge,
1949; Pozzani, 1949; Rothemel, 1949; Rothstein, 1949; Spiegel,

1949; Stokinger i col-ls., 1953; Bentley i col-ls., 1985).
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Leggett (1989) esmenta que la tolerancia es desenvolupa segons les
exposicions repetides a urani, perd no preveu el dany cronic al ronyd,
com es mostra amb unes cel-lules regenerades que sén forca
diferents. Canvis persistents en els tubuls proximals de conills
s’‘associen amb la capacitat del ronyé d’emmagatzemar urani

(McDonald-Taylor i col-ls., 1997).

En diversos estudis fets amb ratolins als quals s’han subministrat
components solubles d’urani (nitrat d’uranil hexahidratat, acetat
d’uranil dihidratat) s’han estudiat els efectes teratogénics,
embriotoxics i reproductius (Domingo, 1989a, 1989b). Es va observar
fetotoxicitat relacionada amb I'exposicié, pesos corporals fetals
reduits, malformacions externes i internes, augment d‘alteracions del
desenvolupament i disminucio de la fertilitat. En rates es van detectar
canvis degeneratius als testicles després d’administracions croniques
de nitrat d’uranil hexahidratat i de fluorur d’urani a la dieta (Maynard

i Hodge, 1949; Maynard i col-Is., 1953; Malenchenko i col:ls., 1978).

Pellmar i col-ls. (1999a) van dur a terme estudis en rates a les quals
els van implantar fragments esterilitzats de DU. Els resultats van
concloure que en un model animal com les rates, l'urani es podia

acumular al sistema nervios central i als testicles.
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En un altre estudi continuacié del primer (Pellmar i col:ls., 1999b) es
van observar canvis electrofisioldogics a I'hipocamp d’aquests animals.
Als 12 mesos les amplituds dels potencials sinaptics van ser més
grans als teixits derivats de la dosi més elevada d’urani implantada
respecte als controls. Tot i aixd, en el mateix model animal l'activitat
motora no va ser afectada, ni van trobar-se diferéncies
d’aprenentatge (Pellmar i col-ls., 1997), la qual cosa fa més dificil
interpretar la significacié de I'acumulacié d’urani al cervell. Tampoc es
van trobar signes de nefrotoxicitat en aquests animals, fet que dista

molt d’estudis on el tractament era per via oral.

2.6.2 Toxicitat de I'urani en humans

Tot i les evidéncies que indiquen efectes letals de I'urani sobre els
animals, estudis epidemioldgics demostren que I'exposicié de forma
rutinaria a urani en l'aire no esta associada amb un l'augment de
mortalitat (ATSDR, 1999). Diversos estudis epidemiologics no han
observat cap augment de la mortalitat en treballadors exposats a
urani com a conseqliencia d’una patologia renal (Archer i colls.,
1973a, 1973b; Polednak i Frome, 1981; Brown and Bloom, 1987;
Checkoway i col-ls., 1988). A més a més, aquests estudis mostren
que els treballadors exposats de forma accidental a nivells elevats
d’urani no pateixen dany renal, tot i 38 anys després de l'exposicid

(Eisenbud i Quigley, 1956; Kathren i Moore, 1986). Cal tenir en
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compte, pero, que els tests emprats en aquests estudis no eren gaire

sensibles.

Una comparacié recent de ronyd obtingut d’autopsies de set
treballadors exposats a urani i sis controls va mostrar que patolegs
amb experiéncia sobre les patologies renals induides per urani no

podien diferenciar els grups (Russell i col-Is., 1996).

Efectes retardats sobre el ronyd es van veure després que un
treballador es va exposar de forma accidental a una elevada
concentraci6 de pols de tetrafluorur d‘urani durant 5 minuts

aproximadament en una habitacié tancada (Lu i Zhao, 1990).

En canvi, no es van veure efectes renals en un altra sobreexposicié
per accident (Fisher i col-ls., 1990) en la qual es va fer un seguiment
durant 2 anys a 24 de 31 treballadors. Tot i aixi, s’ha observat un
augment de la mortalitat per nefritis cronica entre 2.514 treballadors
que processen urani. Aquest estudi es va basar en sis morts, la qual
cosa no presentava diferéncies estadistiques (Dupree-Ellis i col-ls.,

2000).

Dipino i col-Is. (1998) va comparar cinc maneres de funcionament
intel-lectual premorbid entre un grup de pacients danyats per municid
de DU en la Guerra del Golf. Desafortunadament només es van
realitzar comparacions entre grups i va ser impossible comparar les

dades amb aquells que patien danys no associats a I'urani empobrit.
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McDiarmid i col-Is. (2000) van estudiar una cohort de veterans de la
Guerra del Golf que tenien fragments de DU en teixits tous. Els
resultats de la bateria de tests neurocognitius van suggerir una
relacid estadistica entre els elevats nivells urinaris d’urani i una
actuacié “problematica” en els tests. Els tests sobre la funcio
neurocognitiva no mostren diferencies estadistiques entre els
veterans de la Guerra i el grup control. Tot i aix0, tal com es va
discutir al Comité sobre els Efectes de la Salut Associats a I'Exposicid
Durant la Guerra del Golf (Fulco i col-ls., 2000) a causa de problemes
metodologics és dificil proporcionar conclusions fermes sobre aquest

estudi.

La funcié renal en els veterans de la Guerra del Golf amb fragments
de DU era normal després d’anys d’exposicid, tot i la concentracié
d’'urani en l'orina fins a 30,7ug U/g creatinina (McDiarmid i col-ls.,

2000).
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2.6.3 Estudis in vitro

Estudis in vitro en osteoblasts humans han indicat que es poden
transformar en el fenotip tumorigénic (canvis morfologics, induccié de
tumors quan son implantats en ratolins sans, diferéncies en
I'expressié de l'oncogen ras i fosforilaci6 de pRb) a causa del DU
administrat en forma de clorur d’urani (Miller i col-ls., 1998a). Els
autors consideren que aquesta transformacié és deguda als efectes
quimics més que als radiologics, tals com la interaccié de |'urani amb
els grups que contenen fosfor al DNA, i consideren que la magnitud
de l'activitat és similar a l'observada en el cas del sulfat de niquel i

acetat de plom.

El nitrat d’uranil és citotoxic i genotoxic en les cel-lules ovariques de
hamster xines (CHO). Provoca disminucié de la viabilitat de les
cel-lules dosi-dependents, una disminucié de la cinetica del cicle
cel-lular i un augment de la freqiéncia de micronuclis, intercanvi
entre cromatides germanes i aberracions cromosomiques (Lin i
col-ls., 1993). Es va pensar que els efectes genotoxics d’aquest
estudi es van produir per la unié del nitrat d’uranil als grups fosfat del
DNA. Es va suggerir que aquests resultats proporcionaven un possible
mecanisme pels efectes teratogénics observats (WHO, 1998). Miller i
col-Is. (1998b) també van observar activitat mutagenica en I'orina de
rates a les quals s’havia implantat DU (en muscul), tot i que no es va

observar mutagenicitat significativa en serum.
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III. ESTRES

3.1 Generalitats

El concepte d’estrés va ser introduit per Hans Selye (1907-1982), el qual

va contribuir a establir I'endocrinologia moderna. Segons Selye (1955),

el terme estrés defineix un estat o situacid del cos produit per diversos

agents nocius i manifestat per una sindrome de canvis que donen a

conéixer la presencia de l'estres al cos. Selye va denominar aquests

canvis “sindrome general d’adaptacid”, i es produeixen en tres fases:

Reaccié d’alarma: va incloure en aquesta fase la hipertrofia de
I'escorca suprarenal, atrofia dels organs limfatics i Ulceres
sagnants a I'estomac i duode. A més, el sistema nervids simpatic

(SNS) i la medul-la suprarenal augmenten la seva activitat.

Fase de resistencia o adaptacio: en aquesta fase, |'escorca i la
medul-la suprarenal retornen al seu ritme normal de secreci
hormonal. Els canvis produits durant la fase d’alarma com a
conseqliencia de Il'augment de secreci6 de corticoides

desapareixen durant aquesta etapa.

Fase d’esgotament: aquesta Ultima fase només apareix quan
I'estres és molt greu o es perllonga durant molt de temps. La
secreci6 de corticoides i I|'adaptacid6 acaben per disminuir

notablement. (Selye, 1936; Valdés i De Flores, 1986).
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Altres definicions d’estrés més recents son:

1. L'estrés és una resposta altament individualitzada d’un organisme
davant d'una série de reptes externs i interns que lindividu no pot

controlar o ho fa només amb una més o menys dificultat (Vogel, 1993).

2. L'estrés és una amenacga percebuda cap a I'homeostasi i un estimul
que causa increment en l'activitat autonoma i/o secreci6 hormonal
(particularment hormones com cortisol i prolactina). El terme estres
“percebut” emfatitza que cada individu pot reaccionar de forma diferent
a un esdeveniment o situacid, segons l|'estat fisic i les experiéncies

anteriors (McEwen, 1994a).

3.2 L’estrés com a resposta fisiologica.

Des del punt de vista fisiologic, |'estrés és una resposta altament
individualitzada a un repte extern o intern. Altera el sistema nervids
vegetatiu (SNV) i provoca un desequilibri a favor del sistema nerviés
simpatic (SNS), i en aquestes situacions també s’‘observa una

modificacié en I'alliberament de glicocorticoides.
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Els glicocorticoides sdn necessaris perque el nostre organisme respongui
d’'una forma eficag a l'estres, pero I'excés d’'una manera mantinguda pot
ser perjudicial per a lI'individu (McEwen, 1994b; Sapolsky, 1994a; Stout i
Nemeroff, 1994). En qualsevol cas, la resposta sera una programada per
caracteristiques genetiques, constitucionals o adquirides, i constantment

modulada per factors ambientals (Valdés i De Flores, 1986).

Hi ha una evidéncia considerable que mostra que la resposta de l'eix
hipotalamohipofitic (HPA), es redueix progressivament després
d’exposicions repetides al mateix estressor. L’habituacid dependria de
molts factors: la intensitat de I'estrés, l'interval de temps interseccié o la

variabilitat interindividual (Lachuer i cols, 1994).

L'estres, bioldgicament i evolutivament, és una resposta fisiologica que
produit de forma puntual és estres agut perd en l'actualitat la majoria de
les situacions que ens provoquen estres sén d’origen social o psicologic
(relacions personals, promocié en el treball...). Aixi, activen d’una forma
permanent estres cronic aquest sistema i aixd0 augmenta la vulnerabilitat

del subjecte a desenvolupar patologies.

Els glicocorticoides poden ser tant un risc afegit com un factor protector,
segons els nivells i la durada. Tant el deficit com I'excés d’aquestes
hormones poden engegar mecanismes que facilitin la instauracié de

patologies tant generals com especificament a I'SNC.
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Els glicocorticoides, juntament amb els mineralcorticoides sén les
principals hormones segregades per la glandula suprarenal (cortex
suprarenal). Se secreten des de les zones fasciculades i reticulars del
cortex suprarenal, i depenen de la secreci6 de I|'hormona
adrenocorticotropa (ACTH) des de la hipofisi, que al seu torn és regulada
per l'alliberament del factor alliberador d’hormona adrenocorticotropa
(CRH) des de I'hipotalem (nucli paraventricular, NPV). La secrecio
d’aquests factors segueix un ritme circadiari ben desenvolupat després
dels primers anys de vida (Nelson i col-ls., 1980) i el seu patrd
d’alliberament pot estar modulat per diverses variables, per exemple,
I'exposicid previa a situacions estressants (Curtis i col-ls., 1995), estres
fisic o psicologic, exercici (Del Corral i col-Is., 1994), o nivells de glucosa
(Dallman i col-ls., 1994); aixi el dejuni també tindria un efecte inhibidor

sobre la secrecio del cortisol en determinades situacions.

A més, aquest sistema té un mecanisme d’autoregulacid de
I'alliberament anomenat retroalimentacio negativa (feedback negatiu),
gue l'exerceix principalment I’ hipotalem a través dels dos subtipus de
receptors per als glicocorticoides: els receptors mineralcorticoides (MR o

subtipus I) i els receptors glicocorticoides (GR o subtipus II).



Introduccié

Els receptors MR tenen una alta afinitat tant per als glicocorticoides com
per als mineralcorticoides. Tenen efectes excitadors i soén els
responsables dels efectes tonics d’aquestes substancies. En canvi, els
receptors GR tenen una baixa afinitat tant per als mineralcorticoides com
per als glicocorticoides, de tal manera que només son ocupats a altes
concentracions de glicocorticoides, i els efectes son de tipus inhibitori
(efectes fasics). L'ocupacié a I'hipotalem i a altres estructures centrals
provoca que |'hipotalem no alliberi CRH i per tant, disminueixi I'’ACTH i
els glicocorticoides (McEwen, 1994b). Per altra part, I'hipotalem és una
estructura que rep inputs de practicament totes les estructures del
cervell i de la periferia. Els receptors de tipus II o GR sembla que tenen
el rol més important en la regulacié de l'estres fisiologic, i també serien
els més afectats per les experiéncies primerenques (Gunnar i Barr,

1998).

El cortisol és el principal glicocorticoide que secreten els humans i altres
primats, mentre que en rosegadors practicament no existeix; en el seu
lloc es troba la corticosterona. En linies generals, podem considerar-los
com les hormones de l'estrés, que permeten a l'organisme respostes

rapides, eficaces i adaptatives. Els efectes generals son:

. Augment dels nivells de glucosa a la sang mitjangant:

* La conversié de proteines en carbohidrats

* El trencament del glucogen
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* Reduccid de la glucogenesi

* Augment de la lipolisi

. Immunosupressors

. Antiinflamatoris

Els efectes sobre els SNC es donen principalment sobre I|'hipotalem,
I'hipocamp, I'amigdala, el cortex prefrontal i el tronc del cervell. En

general, es pot dir que:

* Introdueixen una resposta periféerica al cervell

* Controlen a llarg termini I'excitabilitat d’alguns grups neurals

* Modulen les funcions cognitives durant |'estres

A les cel-lules hi podem observar canvis rapids (supressid o excitacid) o
lents (a llarg termini), que modifiquen la resposta a neurotransmissors o

les propietats de membrana (Joels, 1997).
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3.2.1 Diferéncies individuals en la resposta a lI'estres

Els organismes difereixen en la seva vulnerabilitat a I'estrés en
resposta a estressors fisics i sobretot psicologics. Hi ha una
variabilitat interindividual més gran en la magnitud i qualitat de les
respostes als estressors psicologics. En els estressors psicologics és
acceptat que en realitat la interpretacido d’un estimul com a nociu o
perillds és el que determina la resposta d’estres, i no necessariament

I’estimul en si.

L'estres psicologic és un procés que depen de l'avaluacié cognitiva
que cada individu fa de la situaci6, a més de la seva capacitat
d’habituacié. Situacions d’amenaca son percebudes i avaluades de
diferent forma pels individus, i les respostes presenten igualment
notables diferéncies (Buendia, 1993). Les respostes al repte soén
individualitzades, i per tant hi haura diferencies individuals tant en les

respostes endocrines com autonomiques (McEwen, 1994a).

Alguns investigadors han posat I'emfasi en el rol de la geneética, i
d'altres, en les diferents experiéncies perinatals pel que fa a
l'augment de les diferéncies en la resposta de l'adult a I'estres

(Sapolsky, 1994b).
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La resposta de I'hipotalem a qualsevol estrés depen no només de
I'estressor especific, sind també de la durada del patré d’estimulacio,
dels factors constitucionals, de les experiencies prévies, de I'edat i del
sexe de l'individu, de les experiéncies perinatals i de la posicid o no
de dominancia dins d’un grup social (Lightman, 1994). Aixi, altres
autors existeixen també autors que han estudiat els trets de
personalitat com a moduladors de la resposta cardiovascular a

I'estres (Al'Absi i col-ls., 2000).

L'estres és una resposta altament individualitzada, que esta
determinada per factors genétics i ambientals, cosa que fa les
generalitzacions forca dificils. Un organisme sa pot suportar |'estres
per un cert temps sense experimentar trastorns significatius.
Tanmateix, si existeix vulnerabilitat en algun organ, l'estrés hi pot

causar canvis patologics (Vogel, 1993).

3.3 Models d’estrés en animals d’experimentacio

Els animals poden ser sotmesos a diferents tipus d’estressors, en els
quals predominaran segons el tipus, l'estrés fisic (calor, injeccions...),
psicologic (aillament) o mixt (immobilitzacid o restraint) (Chernoff i
col-ls., 1988; Kimmel i col-ls., 1993; Murata i col-ls., 1993; Rasco i
Hood, 1994, 1995; Domingo, 1995; Miller i Chernoff, 1995; Grandin,

1997).
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També es pot estudiar |'estres provocant de forma quimica I'augment de
glucocorticoides, per exemple administrant de corticoesterona
(Magarifios i McEwen, 1995). Aix0 permet estudiar de forma aillada un

dels sistemes involucrats en la resposta a |'estres.

3.3.1 Estrés per soroll

Esta ampliament acceptat que el soroll pot ser un estressor que
causa canvis en les funcions biologiques. S’ha descrit que pot
provocar modificacions endocrines tal com provoquen altres models
d’estres (Paparelli i col-ls., 1992; Soldani i col-ls., 1997; Salvetti i

col-Is., 2000).

El soroll es considera generalment un factor d’estrés ambiental que
les persones troben en el dia a dia (Gesi i col-ls., 1999) i és facilment
aplicable a I'experimentacié en animals. A la vegada, estudiar-lo és
forca interessant a causa de l'increment que hi ha hagut en les
societats industrialitzades, on les persones s’'hi poden trobar
exposades no només en el lloc de treball, sind6 també en el seu
ambient familiar i de lleure. Aixi, molts investigadors han utilitzat el
soroll com a model d’estrés en els seus estudis, com un model
d’estimulacié cronica de I'eix HPA (Alario i col-ls., 1987; Stam i col:ls.,
1999). També s’ha utilitzat per avaluar els efectes de |'estrés sobre el
desenvolupament (Kimmel i col-ls., 1976; Nawrot i col-Is., 1980) i la
interacci6 amb d’altres toxics durant el desenvolupament (Murata i

col-ls., 1993).
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Aquests experiments s’han portat a terme utilitzant diversos
paradigmes (diferents tipus de soroll, intensitat, duracid, amb
intervals etc.), i fins i tot alguns autors han intentat comparar
paradigmes de soroll amb possibles diferéencies en I'efecte estressant

de cadascun (Nawrot i col-ls., 1980).

3.3.2 Administracio d’hidrocortisona

Els efectes de l'estrés estan relacionats principalment amb els
glucocorticoides. La hidrocortisona administrada en animals
d’experimentacié es pot fer servir com a substitut de condicions
estressants, per reduir els efectes indesitjables d’altres condicions
d’estrés fisic. Per altra banda, estan descrites i es coneixen les dosis
d’hidrocortisona que substitueixen situacions d’estres lleuger-moderat

(Magarifios i McEwen, 1995).

3.3.3 Estreés per immobilitzacio (restraint)

Un dels models més coneguts i utilitzats com a inductor d’estrés en
animals és la immobilitzacié. Aquest model s’utilitza en l'actualitat
perd té una llarga historia. Aixi, el 1936 Selye ja va realitzar un
treball sobre la influéncia de I'estres per immobilitzacié en animals de

laboratori.
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L'estres per immobilitzacid o restraint, és un model molt comu
perqué és un estressor facilment controlable que es considera un
model mixt d’estres fisic moderat i psicologic. S’ha utilitzat en moltes
arees de la biologia per avaluar la base dels canvis fisiologics
associats a l'estres (Marcilhac i Siaud, 1996; Colomina i col:ls., 1997,

2000; Alonso i col-ls., 2000).

En els Gltims anys s’ha utilitzat per avaluar els efectes de |'estres
sobre I'SNC i més concretament els seus efectes en |'aprenentatge i
la memoria (per exemple Luine i col-ls., 1994, 1996; Szuran i col-ls.,

1994).

3.4 Efectes de l'estres en el desenvolupament

El desenvolupament de I'SNC esta determinat per factors genetics i per
I'entorn postnatal, pero també per I'entorn matern durant la gestacié. En
aquest sentit, s’ha trobat una correlacié altament significativa entre

morbimortalitat infantil i estrés matern (Stott, 1973).

S’han fet estudis en humans utilitzant tests psicologics per determinar
els nivells d’estres. Els resultats indiquen que l'ansietat aguda podria
estar associada amb un augment en el nombre de parts prematurs,
parts amb menor pes del bebe i probablement parts amb d’altres factors
afegits a l'estres, els quals influeixen sobre la gestacid, com sén I'habit
de fumar, una nutricid pobra o un nivell socioecondmic baix entre

d’altres (Scialli, 1988; Wadhwa i col:Is., 1993).
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En contrast amb els resultats d’estudis epidemiologics, les investigacions
amb animals de laboratori hi aporten dades més concretes, encara que

més controvertides (Morishina i col-Is., 1978; Scialli, 1988).

Durant els udltims anys diversos estudis han demostrat alteracions
primerenques en el desenvolupament motor i anormalitat en el
comportament de la descendéncia de mares estressades, amb increment
de I’'emocionalitat en les cries durant la seva maduresa, respostes
alterades davant una situacié nova i desordres en el curs normal de la
diferenciacido sexual, perdurables fins a la maduresa (Barlow i col-ls.,

1978; Fride i col-ls., 1986; Chantal i col-Is., 1994).

En humans, al naixement i durant el periode neonatal, neonats i lactants
tenen el sistema adrenocortical altament labil i sensible a |'estimulacid
(Gunnar, 1998). La investigacié en animals mostra clarament que les
experiencies primerenques “programen” els circuits d’estrés del cervell
d’'una manera que afectara la posterior competéencia cognitiva, la
resposta emocional i I'activitat dels sistemes fisiologics que orquestren
les nostres reaccions a l'estrés i al repte (Meaney i col-ls., 1994; Gunnar

i Barr, 1998).

El cortisol, igual que altres hormones, és necessari per al
desenvolupament normal de l'organisme. Els nivells de cortisol regulen
la mort neuronal (apoptosi) i modulen la diferenciacié i el creixement
neuronal (Koob i col-ls., 1994; Gunnar i Barr, 1998; King i Edwards,

1999).
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Les experiencies prenatals i postnatals determinen la quantitat de
receptors per a glicocorticoides al cervell (Gunnar, 1998). L'exposicio
prenatal a corticoides indueix una disminucié de la neurogenesi al gir
dentat de I’'hipocamp (Lemaire i col-Is., 2000), disminueix els nivells de

receptors, i per tant augmenta i perllonga la resposta de |'eix a I'estres.

Aixi, s'ha descrit un augment de la por, disminucié de la capacitat
d’atencid, disminucidé de la resposta immune i augment de les
catecolamines (Gunnar, 1998). Fins i tot, s’ha suggerit que l|'estres
matern podria tenir efectes a llarg termini en els sistemes noradrenéergic
i dopaminergic de les cries (Schneider i col-ls., 1998). En aquest sentit,
es va comprovar que l'estrés prenatal en rates produeix una
descendencia que és hipersensible a estimuls que provoquen ansietat, la
qual cosa suggereix menor capacitat d’habituacié perque es mostren
més vulnerables a estimuls estressants (Peters, 1982; Fride i col-ls.,

1986).

Alguns investigadors han proposat que les diferencies que es troben
durant la maduresa de rates prenatalment exposades a estrés respecte a
rates control només es manifestarien si aquestes s’enfrontessin a
situacions que constitueixen una novetat o una situacié estressant per a

I'animal (Fride i col-Is., 1986; Szuran i col-ls., 1991).
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Una altra diferencia que es va observar en rates prenatalment
estressades és el funcionament cognitiu (McGivern i col-ls., 1986). Se
sap que I'hipocamp és critic per I'aprenentatge espacial, i que l'estres fa
empitjorar les tasques espacials relacionades amb I'hipocamp (Lemaire i
col-Is., 2000). Es va veure que l'estrés prenatal disminuia el pes de

I'hipocamp en ambdds sexes (Morris, 1984; Szuran i col:ls., 1994).

Chantal i col-ls. (1994) van trobar en rates diferents respostes davant un
estimul, tant en mascles com en femelles prenatalment estressats.
Només els mascles presentaven uns nivells de corticosterona elevats als
dies 3 i 21 després de la situacié nova. Aquests nivells perduraven fins
als 90 dies. També es va observar una disminucié dels receptors de
corticosteroides I i II de I’'hipocamp als dies 21 i 90, pero no es va trobar

quan es va observar al tercer dia de vida.

Altres estudis constaten que en tots dos sexes, diferents estimuls
estressants com la calor, la immobilitzacid, etc. alteren el curs normal de
la diferenciacié sexual i també comporten alteracions del comportament
sociosexual. Els efectes s6n més a llarg termini i acostumen a ser
desmasculinitzacio i feminitzacié. En molts rosegadors, |'estrés prenatal
va disminuir la freqiéencia de copulacié i va augmentar les agressions
entre mascles i I'infanticidi. En les femelles, es va produir alteracié dels
cicles, reduccié de la sensibilitzacié sexual i reduccié del comportament
agressiu postpart, alteracions en el comportament matern i reduccié de

la fertilitat i la fecunditat (Vom Saal, 1983; Anderson i col-Is., 1985).
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Una qlestid que esta encara per resoldre és si els efectes de l'estres
prenatal son mediats per la reduccié de la ingesta i per la disminucié del

guany de pes dels animals gestants sotmesos a estres.

Tampoc és clar si aquesta reduccié de la ingesta i de l'increment de pes
deguts a l'estres estimulen els canvis hormonals que es donen en el
fetus i en les femelles gestants durant situacions d’estrés o hi actuen

juntament (Kinsley i Svare, 1986).

S’han observat reduccions agudes en els nivells materns de
progesterona i de gonadotropina en rates amb malnutricid durant la
gestacid, les quals sén molt similars a les que s’han descrit per estrés o
immobilitzacié (Rhees i Fleming, 1981). Ward i Wainwright (1988),
després de sotmetre ratolins a estres per immobilitzacié sota diverses
condicions, van comprovar que la baixa nutricié resultant de I'estrés per
immobilitzacié és suficient per produir els deficits observats en la
descendencia quant al pes del naixement i pes del cervell als 32 dies de
vida. Aixi doncs, confirmen els resultats obtinguts per Kinsley i Svare

(1986) en rates.

En el sentit contrari a l'estrés prenatal, una cura materna adequada
postnatal, pot provocar augment dels receptors dels glicocorticoides i,
per tant, millor regulacié de la resposta als estressors que poden arribar

a revertir en els efectes adversos de |'estres prenatal (Gunnar, 1998).
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Els organismes i les psiques difereixen tremendament en la vulnerabilitat
a l'estrés en resposta a estressors fisics i sobretot psicologics. En
aquesta variabilitat interindividual hi tenen a veure la genetica, les
experiencies perinatals, aixi com altres experiencies al llarg de la vida
gue augmentaran les diferéncies en la resposta de l'adult a l'estrés

(Sapolsky, 1994b).

3.5 Efectes de lI'estres en I'adult

En un principi, els canvis fisiologics i metabolics que es produeixen en
I'organisme davant una situacidé estressant ajudarien l'individu a afrontar
la situacié. Pero quan la intensitat i/o durada de l'estimul estressant
supera determinats nivells, la resposta desencadenada pot suposar una
amenaca per a la salut i el benestar de l'individu, i es poden produir

alteracions fisiologiques, metaboliques i psicologiques.

Els trastorns relacionats amb I'estrés que han rebut forca atencié sén:

a. Alteracions en el sistema cardiovascular

Quan els nivells plasmatics de glucocorticoides sén elevats durant un
llarg periode de temps, les cél-lules impedeixen l'accié de la insulina
sobre la captura de la glucosa de manera que es produeix un increment

en els nivells plasmatics de glucosa.
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L'increment dels nivells de glucosa juntament amb |'elevacid dels nivells
de glucocorticoides produeix un emmagatzematge important de greix i la
formacié de plaques d’arteriosclerosi. Com a conseqliéncia es redueix
enormement el rec sanguini al cor i es pot arribar a produir una isquémia

coronaria.

b. Alteracions en el sistema digestiu i problemes associats

L'augment en els nivells de glucocorticoides que es produeix en
situacions d’estrés sembla que és responsable de l'increment en la
produccié d’acid clorhidric i en la reduccié de les cobertes de proteccié
de les parets de |'estdmac. Aquest procés incrementa la vulnerabilitat de
I'estdbmac al dany, aixi com la possibilitat que en periodes d’estrés es

reactivin o compliquin possibles Ulceres peptiques ja existents.

c. Alteracions sexuals i del sistema reproductor

L'estrés redueix considerablement els nivells de testosterona en mascles,
i d’estradiol en femelles. Mentre que en homes la inhibici6 de la
testosterona no produeix greus conseqliencies manifestes, la reduccid
dels estrogens en femelles, a més de reduir la libido, provoca importants
alteracions del cicle menstrual (dismenorrees), que causen generalment
retards i disminucid, i fins i tot pot arribar a desapareixer completament

el procés d’ovulacié.
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A més l'increment dels nivells de prolactina en femelles interfereix en
I'accié de la progesterona. Per tant, en cas de produir-se fecundacio, les

possibilitats que I’'0vul fecundat s’'implanti en I'Uter es redueixen.

En homes es pot veure inhibida la resposta davant de l'acte sexual, ja
que es necessita un predomini simpatic en la major part de l'organisme,
mentre que per a l'ereccid es necessita un to parasimpatic (Sandi i

col-ls., 2001).

La CRH inhibeix aspectes fisiologics i conductuals de la funcid
reproductiva. La reproduccid és un estat que requereix un alt cost
metabolic, particularment en les femelles i ha d’estar logicament

ajornada durant I'estressor (Sapolsky i col-Is., 2000).

L'exposicid a estressors o a nivells de corticosteroides elevats, inhibeix
les conductes reproductives en molts vertebrats. Aquestes respostes
conductuals sén consistents amb la idea que les funcions “no essencials”

son suprimides durant la resposta d’estrés per permetre a I'organisme

respondre més efectivament a I'estressor (Orchinik, 1998).

3.6 Estreés i toxics

La interaccié toxica fa referéncia a la modificaci6 qualitativa o
guantitativa de la toxicitat d'una substancia per l'accid d’una altra.
Aquest procés apareix principalment en l'organisme animal després de
I'exposicio, i déna com a resultat una resposta toxica superior o inferior

a la suma dels efectes (Krishnan i Brodeur, 1994).
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En general, aquestes interaccions toxiques poden ser basicament de

quatre tipus:

1. Additives, quan l'efecte global és la simple suma dels efectes

individuals.

2. Sinergiques, quan l'efecte de I'exposicié a dos agents és més gran

que els efectes de cadascun d’ells considerats de forma individual.

3. Potenciadores, quan un agent no provoca efectes toxics en un
determinat organ; pero si I'exposicié es produeix conjuntament
amb un altre agent toxic, la toxicitat d’aquest ultim s’incrementa

significativament.

4. Antagonistes, quan l'accid dels dos agents alhora resulta menys

toxica que cadascun d’ells per separat (Nelson, 1994).

Independentment del tipus, la interaccié és conseqiiéncia d’una alteracio
en la toxicocinetica i/o toxicodinamica dels agents implicats. Una
alteraci6 de la toxicocinética suposa una modulacié en I'absorcio,
distribucié, metabolitzacid i/o excrecid d’'un agent per l'efecte d’un altre.
Una alteracié de la toxicodinamica suposaria la competéncia entre dues
substancies per un teixit “diana”, o bé que un dels toxics alteraria la
susceptibilitat de cel-lules “diana” cap als efectes de laltre toxic

(Krishnan i Brodeur, 1994).
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En aquest sentit, les diferencies entre organismes estressats i no
estressats poden canviar la cinética i la dinamica d’un agent quimic. S’ha
demostrat la capacitat de |I'estrés per augmentar la motilitat
gastrointestinal a més d‘alterar el rec sanguini, circumstancies que
afecten l'absorcid, distribucié, metabolitzacié i eliminacié de toxics

(Vogel, 1987).

L'estres matern durant la gestacié és també capag d’afectar de forma
adversa el desenvolupament embriofetal. S’han investigat Iles
interaccions d’agents quimics toxics amb I'estrées matern i s’ha vist que
la teratogenicitat dels toxics pot veure’s incrementada per l'accid de
I'estres (Rasco i Hood, 1994; Colomina i col-ls., 1995, 1997, 1998). Tot i
aixi, en general aquest increment es manifesta quan el toxic és
administrat a dosis que ja sén toxiques per si mateixes per a les mares;
és a dir, I'estrés només actuaria sobre els toxics quan les dosis sén prou

altes per produir ja toxicitat materna (Chernoff i col-Is., 1988).
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I. Materials

1.1 Animals d’experimentacio

Es van utilitzar com a animals d’experimentacié rates. Aquestes eren
albines, mascles i femelles, de la soca Sprague-Dawley (Charles River),
amb un pes mitja d’entre 200-250g. Els animals van ser acomodats a
I'estabulari en gabies Makrolon, sota condicions estandard de
temperatura (22°9+£29C), humitat relativa (50+10%) i un cicle de l[lum-
foscor de 12 hores diaries (llum 08:00-20:00). En tot moment els
animals van rebre aigua de l'aixeta (excepte els grups tractats) i menjar
(dieta estandard Panlab, A04 per a rosegadors, Barcelona) ad libitum. Es
deixava sempre als animals un periode d’aclimatacid de catorze dies

abans de comencar |'experiment.

En tot moment es van seguir les normes per a la manipulacié d’animals
d’experimentaciod (Generalitat de Catalunya). Tots els procediments van

ser aprovats pel comite étic del centre.

1.2 Reactius

« Per al tractament

- Acetat d’uranil dihidratat (AUD), (UO,(CH3COQ),-2H,0)

Panreac 131752
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Per a I’'avaluacio de la reproduccioé
- Solucié de Hank'’s, Sigma-Aldrich, H9269

- Panoptic Rapid, QCA, solucié 1-991681, solucié 2-994239, solucié

3-992426

- Solucié de trité: 0,01% Tritd X-100; Panreac 212314 amb 0,9%

NaCl; Panreac 131659
- Formaldehid al 3,7-4% p/v, QCA, 991005
- Solucié de Richardson (Hematoxilina de Harris 50%): QCA, 992232
Per a I'estudi anatomopatologic
- Formaldehid al 3,7-4% p/v, QCA, 991005
- Hematoxilina-Eosina: QCA 992232-Merck 15939)
Per a les digestions
- Acid nitric al 65% (HNOs): Merck 100456
Per al sacrifici dels animals
- Ketamina (Ketolar)/Xylazina (Sigma: X 1251)
Per a la valoracio de I'estrés oxidatiu
- Reactiu de Bradford: Sigma B6916

- Albumina sérica bovina (BSA): Sigma A9647
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- Glutatid oxidat (GSSG): Sigma G4501

- Glutatié reduit (GSH): Sigma G4251

- Epinefrina: Sigma E4375

- Glutatio reductasa (GR): Fluka 49755

- Fosfat potassic basic (K;HPO,): Panreac 121512

- Fosfat potassic acid (KH,PO,): Panreac 131509

- Acid etildiaminotetracétic (EDTA): Merck 1084180100

- Fosfat de dinucleotid de nicotinamida i adenina reduit (NADPH):

Sigma N 7505
- T-butilhidroperoxid (T-BuOOH): Sigma T9889
- Acid tricloroacétic (TCA): Panreac 131067
- Fosfat sodic basic (Na,HPO,): Panreac 131679
- Fosfat sodic acid (NaH,PO,): Panreac 121677
- N-etil-maleimida (NEM): Merck 101308
- O-phtalaldehid (OPT): Merck 111452
- Hidroxid sodic (NaOH): Panreac 171561

- Peroxid d’hidrogen (H,0;): Merck 8599, 30%
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- Carbonat sodic basic (Na,COs): Merck 6392
- Carbonat sodic acid (NaHCOs): Merck 6329
- Acid clorhidric (HCl): Panreac 131019
- Acid tiobarbituric (TBA): Sigma T 5500

1.3 Material especific
a. Gabies d'immobilitzacié

Per a sotmetre els animals a estrées es van utilitzar gabies
d’'immobilitzacié Cepos para Roedores (Panlab SL, Letica, Barcelona),
especifics per a rates de fins a 400g, fabricades a partir de cilindres
de metacrilat transparent, muntat sobre una base de metacrilat

negre amb forats.
b. Aparells per la realitzacié dels diferents tests als animals

e Mesurador de forca. Per mesurar la forca a les extremitats
anteriors de les rates es va utilitzar un mesurador de forca Grip
Strength Meter (Ugo Basile, Italia). L'animal es posa sobre una
base plana on al davant té un triangle metal-lic o agafador,
connectat a un transductor de forca. Quan estirem l'animal per
la cua, aquest agafa instintivament el triangle metal-lic fins
que la forca que fem nosaltres sobrepassa la forga de I'animal

per agafar-se.
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Un cop I'animal deixa el triangle metal-lic, I'amplificador guarda

el valor més alt de forga de I'animal.

Evitacié passiva (Passive avoidance). L'aparell d’evitacio
passiva consisteix en una caixa fabricada amb perspex i
dividida en dues seccions: el compartiment de sortida i el
d’escapament. El compartiment de sortida és blanc i il-luminat
(bombeta de 24 V - 10 W). El compartiment d’escapament és
fosc. Entre els dos compartiments hi ha una porta de guillotina.
La base és una reixeta, a través de la qual s’administra el xoc
eléctric a I'animal quan aquest canvia del compartiment clar al
fosc. Les dimensions de Iaparell per a rates sén de
40x20x20cm (ref. 7550). Aquest esta connectat a un
controlador que registra la laténcia d’entrada de l'animal al
compartiment fosc, en el qual es pot fixar el temps que passa
entre que introduim I'animal i s’obre la porta, la duracio i la
intensitat del xoc, a més del temps maxim per a cada intent

(Passive Avoidance Apparatus, Panlab SL, Ugo Basile, Italia).

Camp obert (Open field). Per a la realitzacié del test del camp
obert, el recinte utilitzat per col-locar I'animal és de fusta
plastificada, amb una superficie de 80x80cm per a rates amb

unes parets d’alcada de 47cm i obert per la part superior.

L'interior podia estar il-luminat de forma indirecta per un llum

blanc de 60 W de poténcia.
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« Laberint d’aigua de Morris (Water maze). Per la realitzacié de
la prova del laberint d’aigua, descrit per primera vegada per
Morris (Morris, 1984), el recinte és una piscina de 160 cm de
diametre, amb una paret de 60 cm d’alcada. Dins de la piscina
i submergida a 1 cm del nivell de I'aigua, hi ha dipositada una
plataforma cilindrica de 12 cm de diametre i 20 cm d’alcada de
plastic transparent. Les parets que envolten la piscina sén de
rajola blanca amb senyals geomeétrics diferents a cadascuna
d’elles. La temperatura de l'aigua durant la prova era de 23 %
29 C. A 2,5 metres de la base i centrada, es troba col-locada la

camera per al registre d'imatges.

Per al registre de totes les accions es va utilitzar I'equip Ethovision,
versid 1.70, de Noldus Technology per a PC, i una camera model
Sony CCD-IRIS, connectada a un video VHS model Panasonic AG-
5700. Aquest equip és un sistema integrat de gravacié en video,

analisi de moviments i reconeixement de patrons de conducta.
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c. Altres materials i instruments

. Eppendorfs 1.5 ml: DASLAB 17-5508-N

. Cubetes Kartell 1960

. Microcubetes Greiner 613101

. Cubetes Cobas: Roche

. Tubs de vidre 10 ml (Pyrex): Corning 99445-16

. Vidre de rellotge

. Bisturi

. Estufa P-Selecta, mod. 4000602

. Portaobjectes i cobreobjectes

. Microscopi optic Olympus CX41

. Homogeneitzador manual Micropotter-Eveljeim

. Homogeneitzador Politron PCU Kinematica

. Cambra de Neubauer

. CronOmetre

. Lamina de fullola de 12x25cm

. Sonda per mesurar T@
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. Comptador d’espermatozoides Crison-Leucoesperm 84

. Autoanalitzador Cobas Fara-Mira

. Espectofotometre Perkin Elmer Lambda 2, UV/VIS

. Espectofluorimetre Perkin ElImer LS 50 B

. Balanca precisié Sartorius Analytic

. Bany termostatizat Selecta, mod. 6000138

. Centrifuga Kokusan H-103N

. Ultracentrifuga Kontron Centrikon T-1045

. Microcentrifuga P-Selecta, mod. Centrolit II

. Mesurador de pH Crison, model micro pH 2001

. Induccié de Plasma Acoblat, Perkin-Elmer, Elan 6000

II. Metodologia

82

2.1 Aparellament i identificacio dels animals

Després d'un periode d’aclimatacié de catorze dies, les rates mascle es
van distribuir de forma aleatoria als vuit grups de tractament: 0
mg/kg/dia (control), 0 mg/kg/dia més estrés (control estres), 10
mg/kg/dia, 10 mg/kg/dia més estres, 20 mg/kg/dia, 20 mg/kg/dia més

estres, 40 mg/kg/dia i 40 mg/kg/dia més estres.



Materials i métodes

Els animals es van exposar a AUD durant un periode de tres mesos. Els
grups sotmesos a estres, durant el mateix periode de temps,
s'immobilitzaven durant 2h/dia. Després d’aquest periode, els mascles
es van aparellar amb femelles sense tractar (1:2), durant dues hores al

mati (10:00-12:00).

A continuacido s’examinava les femelles mitjancant un frotis vaginal,
considerant la preséncia d’espermatozoides com a indicatiu de copula i

assignant aquest dia com a dia 0 de gestacio.

El dia 14 de gestacié se’ls hi va practicar una cesaria a la meitat de les
femelles gestants, per tal d'avaluar la toxicitat embriofetal. La resta de
les femelles van dur la gestacié a terme. A les cries que naixien se'ls hi

va valorar el desenvolupament i I'aprenentatge.

D’altra banda, s’han dut a terme valoracions conductuals, avaluacio dels
parametres reproductors i dels organs diana del tractament en els

mascles tractats.

2.2 Preparacio i administracié de lI'urani

L'urani es va administrar, per via oral, en forma d’acetat d’uranil
dihidratat (AUD). Es va dissoldre en aigua de l'aixeta, de manera que els
animals rebien 0, 10, 20 i 40 mg/kg/dia. Aquestes dosis es corresponen
a 0, 1/20, 1/10 i 1/5 de la DLsy oral per a rates adultes (Domingo i

col-ls., 1987).
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Abans de dissoldre I'’AUD en aigua es va calcular el que bevien els
animals i es van fer les dissolucions en relacié amb aquests calculs. Les
concentracions d’AUD s’ajustaven dos cops per setmana, en funcié del

pes corporal i la beguda que prenien els animals.

2.3 Estudis amb els mascles adults

2.3.1 Tests d’aprenentatge (valoracié conductual)

« Camp obert (Open field). Aquesta prova permet estudiar diferents
parametres de l'activitat motora dels animals. Es valora la distancia
total recorreguda (activitat horitzontal) i el nombre d’aixecaments
realitzats (activitat vertical) en periodes de temps determinats.
L'animal es col-loca en el centre del recinte sota la llum que
Iil-lumina. A partir d’aquest moment comenca l'observacid de I'animal
durant quinze minuts. En els nostres estudis registrem la distancia
recorreguda com a index d’activitat horitzontal i el nombre
d’aixecaments com a index d’activitat vertical durant quinze minuts,
que subdividim en periodes de cinc minuts per a la valoracié de

[’habituacio.
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« Evitacié passiva (Passive avoidance). Amb aquest test es pot
valorar la memoria recent dels animals. El rosegador se situa en el
compartiment clar o de sortida, i després d’un periode variable (60
segons, en que considerem que hi ha habituacid, o 30 segons sense
habituacid), s’obre la porta de separacié entre els compartiments, de
manera que l'animal pot accedir al compartiment fosc (pel qual es
sent atret per la seva condicidé d’animal nocturn). Transcorreguts
alguns segons, l'animal entra de forma espontania al compartiment
fosc. El temps que tarda a accedir al compartiment fosc es coneix
com a periode de laténcia d’adquisicié (T1). Un cop dintre, un segon
després i de forma automatica, es tanca la porta de separacié i es
produeix una descarrega d'l mA/3s. Transcorregudes 24 hores, se
sotmet l'animal a la mateixa prova, perd sense que es produeixi
descarrega electrica. Es va fer una valoracié de la memoria calculant
el temps que tardava l'animal a accedir al compartiment fosc,
latencia de record (T2) (Thorne i colls., 1987; Roozendaal i
McGaugh, 1997; Colomina i col-ls., 2002). El periode de latencia és
més gran en els animals que recorden que l'accés al compartiment
fosc suposa una situacié aversiva (descarrega electrica), en la fase de
record. En aquest estudi, el periode de laténcia es va limitar a 5
minuts, transcorreguts els quals es considera que I'animal ha aprées la

tasca de forma significativa.
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» Laberint d‘aigua de Morris (Water maze). Aquest test esta
dissenyat per valorar l'aprenentatge i la memoria espacial en
rosegadors. Aixi, el laberint d’aigua comporta una tasca de navegacio
en la qual la rata ha de cercar un objectiu invisible, orientant-se
respecte a altres estimuls, que sén a certa distancia d’aquest
objectiu, perd que guarden una relacié espacial coneguda amb aquest
(Morris, 1981). Sembla que els animals fan servir un mapa cognitiu
com a representacid del seu entorn quan resolen aquesta tasca.
Aguest mapa cognitiu comporta una completa representacié de

I'entorn.

Aquesta prova consisteix basicament en una piscina on hi ha una
plataforma submergida o d’escapament que permet que l'animal deixi
de nedar quan hi arriba, perd que no pot veure. En el protocol que es
fa servir per a I'experiment, la plataforma no canvia de lloc en cap
dels intents, i I'animal ha de nedar utilitzant les referéncies espacials
per trobar-la, les quals I'ajudaran a formar-se un mapa cognitiu que

sera el que li permetra localitzar la plataforma.

Per valorar l'aprenentatge, cada animal té cinc intents o trials cada
dia durant tres dies consecutius. Al quart dia té un intent sense
plataforma (també anomenat trial probe), en qué valorem el temps
que l'animal neda en el quadrant on estava anteriorment situada la

plataforma i la distancia recorreguda dins d’aquest quadrant.
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En els trials amb plataforma mesurem el temps que tarden els
animals a trobar la plataforma, la velocitat a qué neden i la distancia

recorreguda en cada intent fins que la troben.

Cada trial dura un maxim de 60 segons. Si l'animal no troba la
plataforma, se’l col-loca damunt després de cada trial durant 30
segons (perque pugui situar-la en el seu mapa cognitiu respecte als
altres estimuls). Si la troba, es comencen a comptar els 30 segons
des del moment que l'animal hi puja. El temps intertrial és de 60
segons (60”"max TRIAI + 30” PLAT + 60” descans) (Nagahara i col-ls.,

1995; Almaguer-Melian i col:ls., 1999).

Després del tractament i un cop avaluat el comportament, es van
sacrificar els animals mitjancant I'administracié de ketamina-xilazina. Es
van extreure diferents organs (testicles, epididims, ronyons i cervell) de
tots els animals per dur a terme diferents estudis. Es van pesar i es van

anotar els diferents pesos corporals.

D’altra banda, dels testicles i epididims es van valorar diversos
parametres reproductors. A banda d’aquests parametres, es va avaluar
I'estat oxidatiu i el contingut d’urani dels testicles, ronyons i diferents

fraccions del cervell.
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2.3.2 Efectes sobre la reproduccio

« Valoracié de la mobilitat de I'esperma

En una placa de Petri preescalfada a 37° C, amb 5 ml de solucié de
Hank’s, es va dipositar I'epididim esquerre. Amb un bisturi es va
seccionar la cauda i es va deixar incubar 10 minuts a 37° C en una
estufa. Després de la incubacid, 20 pl de la suspensié es van col-locar
en un portaobjectes preescalfat a 37° C, i es va cobrir amb un
cobreobjectes de 22x22 mm. Aquesta preparacié es va observar al
microscopi optic a 40 x, on es van valorar un minim de deu camps.
De cada camp es van anotar els espermatozoides mobils, els
immobils i els diferents graus de mobilitat. A partir d’aquestes dades
es va calcular el percentatge de mobilitat de l'esperma (Llobet i

col-ls., 1991, 1993).

« Analisi morfologica de I'esperma

Després de la valoracié de la mobilitat de I'esperma, de la mateixa
mostra es retira el cobreobjectes i es deixa assecar la mostra a
temperatura ambient. Posteriorment es tenyeix la preparacié amb
panoptic rapid (Gurr, 1971). Un cop sec el portaobjectes s’observa al
microscopi a 40x per tal d’examinar la morfologia dels
espermatozoides. La classificacid morfologica es va realitzar d’acord

amb estudis previs realitzats per Wyrobeck i Bruce (1975). A partir
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d’'aquesta classificacid es va calcular el percentatge de formes

anormals i el percentatge relatiu de cada anormalitat.

« Avaluacié de la produccié d’esperma

Un cop extrets els epididims, es va prendre una fraccié de I'epididim
dret i, després de pesar-la, immediatament es va congelar a -20° C
fins al moment de la observacié. Per tal d'avaluar la produccié de
I'esperma, es va descongelar la mostra a temperatura ambient i es va
homogeneitzar amb 0,5 ml de la solucié de tritd mitjancant deu cops
de I'homogeneitzador manual. L’homogenat resultant es va diluir amb
4,5 ml de la mateixa solucid i es va observar al microscopi mitjangant
una cambra de Neubauer a 40x per tal de fer el recompte del nombre
d’'espermatozoides. Es van realitzar tres recomptes per a cada

mostra.

D’una fraccié del testicle dret es va retirar la tunica albuginia, i el
parénquima testicular es va homogeneitzar en 1 ml de la solucié de
tritd. Una aliquota d’aquesta suspensié es va tenyir amb la solucid de
Richardson i a continuacié es va observar al microscopi mitjancant la
cambra de Neubauer per tal de fer un recompte del nombre
d’espermatides resistents a la homogeneitzacié (Llobet i col:ls.,

1991, 1993).
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2.3.3 Avaluaci6 de la peroxidacio lipidica i sistemes

antioxidants

En primer lloc, per a l'estudi dels diferents parametres indicadors
d’estres oxidatiu, s’obté la fraccié soluble dels diferents organs. En el

cas del cervell, se separa cortex, cerebel i hipocamp.

S’homogeneitzen els diferents organs amb tampé fosfat sodic 200mM
pH 6.25, en una proporciéo 1/10 pes/volum. L’'homogenat resultant se
centrifuga a 105.000 g durant una hora a 4°C. La fraccié soluble
obtinguda, se congela a -20°C fins el moment de realitzar les

determinacions.

O,
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« Avaluacio de la peroxidacio lipidica

La peroxidacié dels lipids es determina per la formaci6 de TBARS
(substancies que reaccionen amb TBA) segons el metode de Buege i
Aust (1978), perd mesurat amb fluorescéncia en un
espectrofluorimetre a 515 nm de longitud d’ona d’extincidé i 548 nm
de longitud d’ona d’emissid, segons descriuen Richard i col-laboradors

(1992).

Es pren 1 ml de fraccid soluble, préviament diluida, i es barreja amb
2 ml d’una soluci6 TCA-TBA-HCIl: acid tricloracétic al 15%, acid
tiobarbituric al 0,375% i acid clorhidric 0,25 N. Aquesta barreja es
posa 15 minuts en un bany a 100°C. Passat aquest temps es refreda
amb gel. Després se centrifuga a 1.900 g durant 10 minuts a 4°C. El

sobrenedant el passem a cubetes i es llegeix al fluorimetre.

Com a estandard s’utilitza el bis-dietilacetal malonaldehid (d=0,92
Kg/l) en diferents concentracions. La recta que s’obté serveix per

determinar la concentracio de la mostra.

La peroxidacid lipidica s’expressa com a pmols o nmols de TBARS

formats per mg de proteina.
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« Determinacié de la concentracio de glutatio reduit (GSH)

Es mesura pel metode d’Hissin i Hilf (1976).

El GSH reacciona amb I’'O-phtalaldehid (OPT) a un pH de 8. Per la
qual cosa, la fraccid soluble previament precipitada amb acid
tricloroacétic es dilueix 1:10 amb tampd fosfat sodic 100 mM pH 8,
EDTA 5 mM. Es fa una segona dilucio, en aquest cas 1:20, a la cubeta
de reaccio: 100 pl de la fraccid soluble diluida amb 1,8 ml de tampd
fosfat sodic i 100 pl d'OPT. Es barreja tot i, després d’una incubacio
de 15 minuts a temperatura ambient, es llegeix al fluorimetre a una
longitud d’ona de 350 nm d’extincié i una longitud d’ona de 420 nm

d’emissio.

Els resultats es donen com a nmols de GSH/mg de proteina.

« Determinacid de la concentracid de glutatié oxidat (GSSG)

Es mesura amb el mateix metode que |'apartat anterior (Hissin i Hilf,

1976).

El glutatid oxidat també reacciona amb I'OPT i ddéna fluorescencia
pero a pH 12. Per evitar que el GSH es transformi en GSSG, la fraccid
soluble s’incuba durant 25 minuts amb N-etil-maleimida, que
impedira la oxidacié. Passat el temps d’incubacio, la fraccid soluble es
dilueix 1:10 amb tampd NaOH 0,1 N que aporta el pH d’interés. Ara
la mostra es torna a diluir, 1:20, aquest cop a la cubeta, on

s'afegeixen 100 ul d'OPT.
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S’incuba durant 15 minuts a temperatura ambient i es llegeix la
fluorescéncia sota les mateixes condicions descrites a |'‘apartat

anterior.
Els resultats s’expressen com a nmols de GSSG/mg de proteina.

« Determinacié de l'activitat enzimatica de la glutatio peroxidasa
(GPx)
2GSH + T-buOOH ™ | GSSG + T-butil

GSSG + NADPH + H* — x> 2GSH + NADP”*

Es mesura segons el descrit per Wheeler i col-laboradors (1990). El
fonament d’aquesta tecnica és mesurar la disminucié de NADPH a
340 nm durant 2 minuts, produida per l'accié de la glutatio

reductasa, que transforma el GSSG produit per la GPx.

Es prenen 54 pl de la fraccid soluble, préviament diluida, i es
barregen amb 135 pl del reactiu de treball (3,7 ml tampd fosfat
potassic 100 mM EDTA 1 mM pH 7, 0,5 ml NADPH 2,25 mM, 0,1 ml
de GR diluida 1:2,5 en el tampd fosfat potassic). Aquesta barreja
s’'incuba durant 5 minuts a 37°C. Passat aquest temps s’afegeixen 36

ul de T-butilhidroperoxid 15 mM previament diluit 1:2.

Les determinacions es realitzen a I'analitzador automatic Cobas Mira,

que llegira I'absorbancia a 340 nm a temps 0 i als 5 minuts.
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El coeficient d’extinci® molar del NADPH és de 6,22 mM*cm™. Es
calcula l'increment de NADPH/minut. Els resultats s’expressen com a

mil-liunitats de GPx/mg de proteina.

« Determinacié de I'activitat enzimatica de la glutatié reductasa

(GR)

De la mateixa manera que en l'apartat anterior, es mesura segons el
descrit per Wheeler i col-laboradors (1990). El fonament d’aquesta
tecnica és mesurar la disminucié de NADPH a 340 nm durant 10
minuts, conseqténcia de |'accié de la GR, que transforma el GSSG en
GSH. En aquest cas es veura la formacié del NADP* a partir del

NADPH durant la reduccid del GSSG.

Es prenen 40 ul de la fraccié soluble, i es barregen amb 356 ul de
tampé fosfat potassic (0,25 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4) i amb 20 pl de
NADPH. Les determinacions es realitzen amb l'analitzador automatic

Cobas Mira.

Els resultats s’expressen com a mil-liunitats de GR/mg de proteina.

« Determinacid de la catalasa (CAT)

Amb els 100 ul de fraccié soluble, que s’havien guardat al congelador,
es fa una dilucié addicional amb tampo fosfat potassic. EIl metode de

Cohen i col-laboradors és el que s’utilitza (1970).
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En un volum final a la cubeta de quars de 3 ml s’ha barrejat el H,0,
19 mM (amb tampé fosfat potassic 100 mM (PO4H,K-PO4HK,) pH 7,5)
amb 20 pl de la mostra diluida. El que ens interessa és veure el grau
de desaparicié del peroxid d’hidrogen en els primers 30 segons. Per

fer-ho s’utilitza I'espectrofotometre que llegeix a 240 nm.

Es calcula el decrement/minut i els resultats s’expressen en

umol/min/mg proteina, mmols de H,O, transformats.

« Determinacié de la superoxid dismutasa (SOD)

L'activitat enzimatica es mesura mitjancant el metode de Misra i

Fridovich (1972), basat en I'autooxidacié de I'epinefrina.

Els superoxids formats oxiden |'epinefrina i formen I'adenocrom. Aixo
es pot seguir espectrofotometricament a 480 nm. La SOD transforma
els superoxids fins a peroxid d’hidrogen i oxigen i aixi evita la

formacio d’adenocrom.

El primer pas és avaluar la corba d’autooxidacié de l'epinefrina. Per
aixo es barregen 2,5 mil-lilitres del tampd Na,COs; - NaHCO; 50 mM
pH 10,2 EDTA 0,1 mM amb 300 pl d’aigua bidestil-lada i 200 pl
d’epinefrina 6mM en HClI 1mM. La lectura es fa cada 40 segons i
durant 23 minuts a 30°C en l'espectrofotometre a 480 nm, com s’ha
dit abans. A continuacié es fan dilucions apropiades de la mostra per
tal de trobar la concentracié que inhibeix el 50% de la formacié de

I'adenocrom (Isg).
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Les lectures es fan amb una barreja de 2,5 ml de tampd, 300 ul de
les dilucions corresponents i 200 ul d’epinefrina, en les mateixes

condicions d’espectrofotometria descrites anteriorment.

El resultat s’expressa en unitats/mg proteina, on una unitat és la
quantitat de mostra que inhibeix en un 50% la transformacié de

I'epinefrina en adenocrom a pH alcali.

« Determinacié de la concentracid de proteines

La concentracid de proteines es mesura mitjancant el reactiu de
Bradford (Bradford, 1976). El metode es basa en la formaciéo d’un
complex entre les proteines i el colorant Brilliant Blue G. Aquest
complex fa que I'absorcié maxima del reactiu passi de 465 a 595 nm.
L'absorbancia és proporcional a la quantitat de proteina present a la

mostra.

Es prenen 50 pl de la fraccid soluble, préviament diluida, i es
barregen amb 1,5 ml del reactiu de Bradford. Aquesta barreja
s’incuba 5 minuts a temperatura ambient i es llegeix I'absorbancia de

la mostra a l'espectrofotometre a 595 nm.

Com a estandard s’utilitza albumina sérica bovina (BSA) a diferents
concentracions. La recta que s'obté serveix per determinar la

concentracid de la mostra.

Els resultats s’expressen com a mg proteina/g de teixit.
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2.3.4 Valoracié anatomopatologica

Una fraccié del testicle esquerre es va fixar en formaldehid durant
dos dies i seguidament va ser inclosa en parafina. Es van realitzar
seccions de 3 pm, que posteriorment van ser tenyides amb
hematoxilina-eosina per tal de ser observades al microscopi. Es van
observar els tubuls per estudiar I'espermatogenesi completa, i es van
valorar atrofies difuses o focals en funcid del nombre de tubuls
afectats. Les atrofies es van classificar com a lleugeres, moderades o
severes. Les cél-lules de Sertoli es van classificar com a normals,
atrofiques o amb vacuolitzacié citoplasmatica. També es va valorar
I'existéncia de cél-lules multinucleades al lumen tubular o entre
cel-lules espermiogeniques, aixi com la presencia de canvis
degenerats en les cél-lules intersticials de Leydig (ex. atrofia nuclear

o vacuolitzacié citoplasmatica).

El ronyd esquerre també va ser processat per tal de fer una valoracid
anatomopatologica, seguint el mateix procés descrit préviament. En
aquest cas s’'ha avaluat la morfologia dels glomeruls (normals o
anormals), tubuls (normals i si hi ha alteracions dir quines i en quin

grau) i vasos (normals i si hi ha alteracions dir quines i en quin grau).
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2.3.5 Analisi de la concentracié d’urani en els testicles, ronyé i

cervell

Es van processar mostres de testicles, ronyo i cervell per determinar
la concentracié d’urani per espectofotometria atomica d’induccié de

plasma acoblat.

Les mostres van ser digerides quimicament. Aquest procés es basa
en la destruccid de la matéria organica continguda en aquestes
mostres, amb |'objectiu de minimitzar les possibles interferencies
produides per la presencia de residus organics en la determinacio

analitica dels elements inorganics.

Es va agafar 0,5 g de teixit per a I'analisi. S’apuntava el pes de cada
mostra i es col-locaven en tubs de vidre Pyrex, degudament
identificats. Es posaven en cada tub 2 ml d’acid nitric al 65% i es
deixaven en predigestid a temperatura ambient aproximadament 24

hores.

Un cop finalitzada la predigestio, es digeria el contingut a 80° C, un
temps variable (aproximadament 10 hores), fins que el teixit estava
dissolt. A continuacid, es pujava la temperatura fins a 135° C per
facilitar I'evaporacio, a fi de deixar aproximadament 0,5 ml de volum
de mostra. A continuacid, es diluia fins a un volum total de 10 ml

amb aigua bidestil-lada (MQ).
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Aquestes mostres s‘'emmagatzemaven a -20° C fins al moment de la
seva lectura (Sanchez i col:ls., 1997; Gémez i col:ls., 1998; Sanchez i

col-ls., 2001).

Amb [l'objectiu de valorar la possible contaminacié ambiental
originada per la manipulacié i els compostos quimics utilitzats, es van
assignar tubs controls sense material organic, i amb idéntic

processament que els anteriors.

2.4 Estudis amb les cries

2.4.1 Toxicitat embriofetal

El dia 14 de gestacid, les rates destinades a l'estudi de la toxicitat
embriofetal es van pesar i van ser sacrificades mitjangant ketamina-
xilazina (80 mg/kg-10 mg/kg). Es van realitzar cesaries i es van

extreure els Uters gravids per avaluar els segiients parametres:

Pes de I'Gter gravid (g)

+ Canvi del pes corregit del cos (pes corregit del cos - pes en el

primer dia de gestacio) (g)

« Nombre d’'implantacions totals

« Nombre de reabsorcions

« Percentatge de perdues postimplantacio

« Nombre de fetus vius i morts
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2.4.2 Valoracio del desenvolupament

Les cries que naixien de forma espontania (el dia 21 de gestacid)
eren avaluades al primer dia, després del naixement. Vam controlar

les seglents variables:

« Nombre de cries que van néixer vives i mortes per ventrada

 Nombre de cries vives i mortes (cada dia).

Amb aquests parametres es va calcular I'index de viabilitat (nombre
de cries vives al dia 4/nombre de cries vives al naixement) i l'index
de lactancia (nombre de cries vives al dia 21/nombre de cries vives al

dia 4).

« Sexe

» Pes de cada cria

De cada ventrada, sempre que va ser possible, i de forma aleatoria,
es van deixar amb la mare quatre mascles i quatre femelles. A
aquestes vuit cries es va seguir controlant el pes els dies 4, 12 i 21. A
banda del control del pes, es va valorar el desenvolupament fisic i
funcional durant el periode postnatal, i es van controlar alguns
parametres ja descrits per Fox el 1965 i ampliats per altres autors
(Altman i Sudarshan, 1975; Suter i Schén, 1985; Draski i col:ls.,
1989; Rivera i col-ls., 1990; Hass i col-ls., 1995; Kishi i col-ls., 1995;

Bignami, 1996; Colomina i col-Is., 1999; Torrente i col-ls., 2002).
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Els parametres del desenvolupament fisic que van ser avaluats sén

els seglients:

« Desplegament del pavelld auditiu: es va controlar des del dia 2
postnatal fins al dia que tots els individus de la ventrada tenien els
pavellons auditius desplegats. Es va calcular la mitjana del dia de
desplegament en el grup i es va comparar amb les mitjanes dels

altres grups.

« Erupcié dels incisius. Es va controlar des del dia 5 postnatal
fins al dia que en tots els individus de la ventrada s’observaven
dos ovals blancs sobre la geniva. Es va calcular la mitjana del dia
d’erupcié dels incisius del grup, i es va comparar amb les mitjanes

dels grups de tractament.

e Obertura d’ulls. Es van examinar les cries des del dia 13
postnatal fins al dia que tots els animals de la ventrada tenien els
ulls oberts. Es va calcular la mitjana del dia d’obertura d’ulls en el

grup, i es va comparar amb la resta de grups de tractament.

* Reflex d’‘adrecament o Surface righting (girar-se). Aquesta
prova consisteix a col-locar I'animal en posicié dorsal sobre una
superficie dura i plana. Es controla el temps que tarda (en segons)
a girar-se. Aquest test es va aplicar a partir del dia 4 postnatal
fins al dia 6. Es van calcular les mitjanes diaries de cada grup i es

van comparar amb els altres grups de tractament.
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+ Geotaxi (girar-se mirant cap amunt en una superficie
inclinada). La prova consistia a col-locar I'animal en una superficie
amb una inclinacidé de 30° mirant avall. Es calcula el temps que
tarda a girar-se mirant cap amunt. Aquest test es va aplicar dels
dies 7 a 9 postnatal. Es va calcular la mitjana per dia de cada

grup i es va comparar amb la resta de grups de tractament.

e Forca a les extremitats anteriors. Aquesta prova es va passar
dels dies 10 a 13 postnatal. El dia 10 postnatal es va agafar a

I'atzar un animal de la ventrada de cada sexe.

El test consistia a col-locar I'animal en una base plana i, un cop
agafat a un triangle metal:lic, se l'estirava per la cua cap enrere
fins que I'animal es deixava. Es repetia 3 vegades i es prenia el
valor més alt. Es va calcular la mitjana de cadascun dels dies per
grup de tractament i es van fer comparacions de mitjanes entre

grups de tractament (Torrente i col-Is., 2002).

2.4.3 Tests d’aprenentatge (valoraciéo conductual)

Un cop finalitzat el periode d’alletament, el dia 28 postnatal es van

sotmetre els animals a diferents proves conductuals:
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« Evitacio passiva, on es va valorar l'aprenentatge dels animals i el
record, seguint el mateix protocol que amb els mascles adults
(2.3.1). En aquest cas, pero, la descarrega que es produeix quan es
tanca la porta és de 0,5 mA/3s (Colomina i col-ls., 2002; Torrente i

col-Is., 2005).

e Laberint d’aigua, on es va valorar |'aprenentatge espacial dels
animals. La prova va seguir el mateix protocol que amb els adults

(2.3.1).

2.5 Tractament estadistic de les dades

Per I'analisi estadistica de les dades es va utilitzar el paquet informatic

estadistic SPSS per a PC, versié 11.0.

Per evitar atribuir al tractament diferencies degudes a l'atzar es va
treballar amb un nivell de significacié del 5% (p<0,05). D’aquesta
manera, quan s’afirma que existeixen diferencies entre els grups de
tractament, es fa amb una probabilitat d’encert del 95%. Es van
calcular, en primer lloc, els descriptius de totes les variables (mitjanes i
desviacions estandard). Quan les dades estudiades seguien una
distribucié normal, es va aplicar el test de Levene per avaluar si existia

homogeneitat en la variancia.
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Quan s’acceptava la hipotesi nul-la, és a dir, que no existien diferéncies
entre les dades, volia dir que estavem davant d’'unes dades homogenies.
S’aplicava llavors una ANOVA (analisi de variancia). En els casos en que
I’ANOVA donava diferéncies significatives entre els grups, es feien proves

de comparacions multiples entre grups o proves post-hoc: Tuckey.

Quan el test de Levene era significatiu, és a dir, no es complia la
condici6 d’homogeneitat de la variancia, es realitzaven tests no
parametrics: Kruskal-Wallis. En els casos en queé donava diferéncies
significatives entre els grups, es feien comparacions multiples mitjancant

el test no parameétric de la U de Mann-Whitney.

També es van realitzar correlacions bivariades entre diferents
parametres. Les correlacions mesuren la relacié entre variables, el test
ens ddéna el coeficient de correlacid de Pearson que mesura |'associacid
lineal entre dues variables. La prova de significacié ha estat bilateral ja

gue no es coneixia préeviament la direccié de I'associacié entre variables.
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