DESARROLLO DE TECNICAS DE BIOPSIA DE CETACEOS PARA EL

CONTROL DE LA CONTAMINACION MARINA POR ORGANOCLORADOS

CONTEXTO

Los organoclorados son un grupo de compuestos sintéticos que han sido extensivamente
utilizados con fines agricolas (el DDT, el lindane, el dieldrin, y muchos otros) y en la
realizacién de diversos procesos industriales (los bifenilos policlorados o PCBs y las
dioxinas). A pesar de que las primeras moléculas fueron sintetizadas a principios del siglo
XX, su produccion y utilizacion no se generalizd hasta después de la segunda guerra
mundial. Como consecuencia del amplio uso que a partir de entonces recibieron y, también,
de su elevada estabilidad quimica y dificil degradacidn, estos compuestos pronto se
convirtieron en uno de los grupos de contaminantes mas ubicuos, persistentes y

ampliamente distribuidos en el medio ambiente.

Esto es particularmente cierto en el medio marino, adonde estos compuestos son llevados
por las aguas de escorrentia y el transporte atmosférico. Las grandes masas de agua
oceanicas son de hecho en el sumidero final de este tipo de contaminacion. Ello explica las
elevadas concentraciones que los organoclorados, y de un modo muy notorio los DDTs y
los PCBs, han alcanzado en el mar. La produccion y uso de estos dos grupos de compuestos
alcanzd un maximo en las décadas de 1960 y 1970s pero, a partir de entonces, la alarma
producida al comprobar sus efectos tdxicos condujo a su prohibicién en casi todos los

paises del mundo.

En los vertebrados, la exposicion cronica a concentraciones ambientales deprime el sistema

inmunitario, favoreciendo de este modo la dispersion de las enfermedades infecciosas y



exacerbando los efectos de éstas, altera la reproduccion al dificultar la ovulacion y elevar la
tasa de mortalidad de los recién nacidos, produce lesiones en las glandulas suprarrenales y
en el higado, tiene efectos cancerigenos y teratogénicos, y produce alteraciones en el
crecimiento del esqueleto y el desarrollo ontogénico. Sin embargo, el impacto de los
organoclorados no es igual para todos los segmentos de la biodiversidad. Estos productos
quimicos son bioacumulativos y su concentracion aumenta conforme van siendo
traspasados a lo largo de la red tréfica siguiendo un proceso cominmente conocido como
“biomagnificacion”. Esto hace que los organismos mas susceptibles a su impacto sean
precisamente los predadores terminales situados al final de redes troficas largas y
complejas, como con frecuencia son las marinas. En esta delicada posicion ecoldgica se
hallan muchos mamiferos marinos como los delfines y los pinnipedos, organismos que,
ademas de ser predadores terminales y estar expuestos a altos niveles de contaminacion, se

hallan sometidos a muchas otras presiones humanas.

A principios de la década de 1970 se demostraron por primera vez los efectos adversos de
los organoclorados en una poblacion de mamiferos marinos (las focas anilladas del mar
Baltico) y, desde entonces, se han sucedido las evidencias de impactos adversos en muchas
especies y areas geograficas. En varias ocasiones estos impactos conllevaron un declive
significativo de las poblaciones afectadas. En aguas mediterraneas espafiolas, donde los
organoclorados son particularmente abundantes, tuvimos una buena muestra cuando en
1990-1992 los PCBs potenciaron el desarrollo de una epizootia de morbillivirus que afecto
la poblacién de delfin listado. La elevada exposicion de los delfines a estos compuestos,
que tienen un reconocido efecto inmunodepresor, exacerbo la virulencia de la infeccion
produciendo millares de muertes. La poblacion de delfines listados quedo reducida a un
tercio de su abundancia anterior a la epizootia. Para muchos no fue una sorpresa. En los

afios ochenta, el Mediterraneo occidental y la costa californiana de los Estados Unidos eran



las dos regiones oceanicas del planeta mas contaminadas por PCBs. La produccién total de
estos compuestos por parte de Espafia, Francia e Italia se estima que fue de 300.000
toneladas entre 1954-1984 y, aunque la fraccion de esta cantidad que fue empleada
localmente no se conoce con exactitud —se estima en aproximadamente la mitad- las
emisiones ambientales que se produjeron durante la fabricacién fueron sin duda altisimas.
Dado que la vida media de estos compuestos se estima en unos 75 afios, el legado
ambiental de esta contaminacién se cree que se extenderd como minimo hasta la segunda

mitad del siglo XXI.

La lucha contra la contaminacion por estos compuestos exige sistemas de monitoreo que
sean fiables y eficientes. Tipicamente, este monitoreo se realiza empleando organismos
“indicadores” o “centinela” que permitan un muestreo amplio y continuado en el tiempo.
En un principio, para esta finalidad se seleccionaron organismos costeros de amplia
distribucion y facil accesibilidad, principalmente moluscos, crustaceos y algunas especies
de peces de fondo, lo que permitio identificar a través de ellos los “puntos calientes” de
contaminacion que existian en las aguas costeras y, para zonas muy concretas, evaluar las
tendencias temporales. Sin embargo, el monitoreo de las aguas oceanicas, que como ya se
ha mencionado, son el destino final de los contaminantes organoclorados, resultaba
imposible al no existir en ellas organismos de este tipo. En el Mediterraneo, por ejemplo,
hasta los afios ochenta el control de este tipo de contaminacion se hacia Unicamente
mediante mejillones y algunas especies de peces costeros de fondo, lo que impedia limitaba
la informacién a las aguas abrigadas de la costa. EI empleo de organismos de habitos
oceanicos que integraran la contaminacion presente en amplias masas de agua, como los
cetaceos o los tiburones, fue investigado en diversas ocasiones. Sin embargo, el uso de
estos indicadores no prosperd pues las Unicas fuentes de muestras eran la pesca o la

esporadica aparicion de ejemplares varados en la costa, y ambas estaban plagadas de



dificultades. La primera resultaba impredecible y rendia un namero insuficiente de
ejemplares; la segunda estaba compuesta por individuos que frecuentemente se hallaban en
avanzado estado de descomposicion y que, aunque no fuera asi, al haber fallecido
generalmente por causas naturales (enfermedades o envejecimiento) sus contenidos de
contaminantes eran susceptibles de haber sido perturbados por alteraciones en la dieta, en la

fisiologia o en la capacidad de detoxificacion.

En este contexto, y teniendo en cuanta la doble motivacion hasta aqui expuesta (la
preocupacién por el impacto de los organoclorados en las poblaciones de los cetaceos
predadores y la necesidad de desarrollar sistemas de medicidn de la contaminacion en las
masas de agua oceanicas), el candidato ha trabajado a lo largo de dos décadas en el
desarrollo de técnicas que permitieran abordar el problema. Ello le llevd a desarrollar
novedosas técnicas de biopsiado de delfines en libertad que luego han sido aplicadas en
numerosos estudios realizados por él mismo en aguas mediterraneas y por otros

investigadores en diversas poblaciones de cetaceos y areas geograficas de todo el mundo.

DESCRIPCION

Hasta principios de la década de 1980 so6lo se conocian dos intentos de desarrollo de
técnicas de recoleccion de biopsias a distancia de vertebrados marinos: uno para obtener
muestras de piel del monstruo del lago Ness (que por razones obvias nunca alcanzo la fase
experimental) y otro, que tampoco progres6 a largo plazo, realizado por Winn y

colaboradores para obtener muestras del mismo tejido de ballenas jorobadas.



El candidato, abordando el reto desde una perspectiva técnica distinta, trabajo en el

desarrollo de un dardo equipado con

un cabezal biopsiador que permitiera

obtener grasa hipodérmica de

cetaceos vivos y en libertad sin
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Despues de probar varios prototipos ¢

en condiciones de laboratorio, se alcanzd un disefio que adoptaba la forma de troquel
sacabocados equipado con un sistema automatico de retenciéon en forma de “valvula de
mariposa”. Este primer dardo fue probado con éxito en diversas especies de cetaceos en
libertad, obteniéndose una efectividad de un 60% de los disparos que acertaban el blanco.
Al principio el dardo se propulsé con un fusil de gomas elasticas de los empleados en la
pesca submarina convencional, pero posteriormente para su disparo se emplearon pistolas
de aire comprimido -para distancias cortas- y ballestas -para distancias méas largas-.
Paralelamente, se realizaron estudios sobre el potencial impacto del uso de esta técnica en
la seguridad y el bienestar de los ejemplares sometidos al biopsiado y se evaluo el uso de
desinfectantes que impidieran una potencial infeccion de la lesion producida por la excision

del tejido.
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Recolectando biopsias de delfines comunes

| RESULTADOS

La presentacion de los primeros resultados del dardo en la reunién anual de 1983 del
Comité Cientifico de la Comision Ballenera Internacional, y la publicacion al afio siguiente
de un articulo cientifico donde se describia en detalle el dardo asi como las caracteristicas
de su uso®, despertaron de inmediato el interés entre los investigadores. Durante los afios
siguientes, y continuando hasta el presente, el candidato y su grupo de investigacién han
empleado el dardo en estudios de control de la contaminacién en delfines de las aguas
ibéricas. Los resultados de los estudios toxicolégicos realizados incluyen una cuarentena de
publicaciones cientificas en revistas, todas ellas catalogadas en el SCI, y més de un
centenar de comunicaciones en congresos Y talleres internacionales. Entre estos estudios,

dos destacan por su relevancia.

! Aguilar, A. & Nadal, J. (1984): Obtencién de biopsias hipodérmicas de cetaceos en libertad.
Investigacion Pesquera, 48(1): 23-29. (Revista ahora publicada con el nombre de Scientia
Marina).



El primero es el programa de monitoreo de la contaminacion de los delfines listados
mediterraneos, que en la actualidad lleva ya 23 afios de recorrido, y que ha permitido entre
otros establecer las tendencias que la contaminacién por organoclorados sigue desde 1987
hasta el presente en aguas oceanicas del Mediterraneo?. Dado que el delfin listado es de una
especie oceanica, predadora terminal, con un rango medio de movimientos y una vida
media de 15 afios, es una excelente indicadora ecoldgica del ecosistema. Por este motivo,
ademas del interés del estudio para la conservacion de esta especie concreta, sus resultados
son la evidencia mas robusta de la evolucién que sigue la contaminacion en las grandes

masas ocednicas del Mediterraneo occidental durante las ultimas tres décadas.

Por otro lado, el uso del dardo permitié clarificar el papel que los PCBs jugaron en la
epizootia de morbillivirus que durante 1990-92 diezmd la poblacion de delfin listado
mediterraneo®. La disponibilidad de muestras de tejidos de ejemplares supervivientes a la
infeccion hizo posible establecer por primera vez una relacion causa-efecto entre
contaminantes y depresion del sistema inmunitario, asi como su efecto a escala poblacional.
Con cerca de 240 citaciones en publicaciones catalogadas, los dos trabajos que presentaron
estos resultados han sido identificados por un reciente estudio llevado a cabo por el CSIC*

como uno de los estudios mas influyentes de la investigacion espafiola en ciencias marinas.

Paralelamente, el dardo de biopsiado fue adoptado por investigadores de otros grupos de
investigacion nacionales y extranjeros, convirtiendose rapidamente en una técnica de uso

generalizado no sélo en estudios toxicoldgicos, sino también de otros campos de

2 Aguilar, A. and Borrell, A. (2005): DDT and PCB reduction in the western Mediterranean in 1987-
2002, as shown by levels in dolphins. Marine Environmental Research, 59(4): 391-404.

® Aguilar, A. & Borrell, A. (1994): Abnormally high polychlorinated biphenyl levels in striped dolphins
(Stenella coeruleoalba) affected by the 1990-1992 Mediterranean epizootic. Science of the
Total Environment, 154(2-3): 237-247.

* Duarte, C. M. (coord.), Acufia, J. L., Alvarez, X. A.; Blasco Font de Rubinat, D.; Bordon, M.; Costa,
R.; Dafobeitia, J. J.; Hernandez, S.; Losada, I. J.; Morales, B.; Nombela, M. A.; Ruiz, J. &
Zanuy, S. 2006. Las ciencias y tecnologias marinas en Espafia. CSIC, Madrid.



investigacion, como por ejemplo los estudios genéticos. Su utilizacién en escenarios
diversos llevd a la aparicion de numerosas mejoras y adaptaciones, produciéndose
finalmente el dardo que fue homologado por la Comision Ballenera Internacional y que hoy

es el estandar empleado en todo el mundo”.

El impacto de la técnica en la investigacion de la contaminacion y, en menor grado, de la
biologia de los cetaceos es dificil de medir dada la extension de su uso. Sin embargo, una
busqueda de los términos “biopsies” + “dolphin”, “biopsies” + “porpoise” y “biopsies” +
“whale” arroja un resultado total de 267 publicaciones en el I1SI Web of Knowledge y de
maés de 1,200.000 impactos en Google. A pesar de que puede existir alguna duplicacion en
las entradas (un articulo que trate de ballenas y delfines a la vez) este alto indice de impacto
claramente indica la trascendencia que la técnica ha tenido en los estudios de

contaminacion en este grupo de animales marinos.

SINERGIAS Y REDES

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, el uso del dardo de biopsia es hoy una
técnica generalizada que emplean investigadores de todo el mundo. Sin embargo, las

colaboraciones mas notables a lo largo de los afios han sido:

e Durante 1985 y 1986, el candidato realiz6 una estancia postdoctoral en el National
Marine Fisheries Science Center de la Jolla (California), que depende de la National
Oceanic and Atmospheric Administration norteamericano (el equivalente a nuestro

Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino). El dardo de biopsiado

® Aguilar, A. & Borrell, A. (1994): Assessment of organochlorine pollutants in cetaceans by means of
skin and hypodermic biopsies. En: "Nondestructive Biomarkers in Vertebrates", M. C. Fossi
& C. Leonzio (eds). Lewis Publishers, Boca Raton (USA). pp: 245-267. ISBN: 0-87371-648-
5.



despertd en este centro un gran interés y, después de realizar diversas pruebas e
incorporar alguna modificacion, fue adoptado como técnica habitual de estudio.

Recientemente, la NOAA ha incluso publicado un manual de gufa para el usuario®.

e La presentacion del dardo en la reunion anual del Comité Cientifico de la Comision
Ballenera Internacional hizo que esta institucion se interesara en la técnica y
promoviera su uso. Ello condujo a pequefias modificaciones en el dardo para adaptarlo
a condiciones de muestreo 0 a especies que, por su comportamiento elusivo, resultaban
dificiles de aproximar. Las dos principales modificaciones fueron la de Lambertsen
(1987)" y la de Larsen (1991)2, siendo esta Gltima la que hoy emplea la organizacion de

manera estandar en sus estudios de ballenas.

e Como el empleo del dardo permitia la obtencion no letal de tejidos susceptibles de ser
empleados en los estudios de biomarcadores de contaminacion, su uso fue asimismo
debatido en el “Workshop Internacional sobre Biomarcadores No Destructivos” que se
celebré en Siena (Italia) en 1991) y, después de su evaluacion en 1994°  ha sido

incorporado entre las técnicas al uso en estas investigaciones.

e En las Gltimas dos decadas, ademas de las organizaciones mas arriba mencionadas,

otras organizaciones internacionales, como el Acuerdo para la Conservacion de los

® Wenzel F, Nicolas J, Larsen F, Pace RM 3rd. 2010. Northeast Fisheries Science Center Cetacean
Biopsy Training Manual. US Dept Commer, Northeast Fish Sci Cent Ref Doc. 10-11; 18 p.
Disponible online en: http://www.nefsc.noaa.gov/nefsc/publications/

" Lambertsen, R,. H. 1987. A biopsy system for large whales and its use for cytogenetics. Journal of
Mammalogy, 68:443-445.

& palsboll, P. J., Larsen, F. & Hansen, D. E. S. 1991. Sampling of skin biopsies from free-ranging
large cetaceans in west Greenland: Development of new biopsy tips and bolt designs.
Report of the International Whaling Commission (Special Issue 13):71-79.

o Aguilar, A. & Borrell, A. (1994): Assessment of organochlorine pollutants in cetaceans by means
of skin and hypodermic biopsies. En: "Nondestructive Biomarkers in Vertebrates", M. C.
Fossi & C. Leonzio (eds). Lewis Publishers, Boca Raton (USA). pp: 245-267. ISBN: O-
87371-648-5.


http://www.nefsc.noaa.gov/nefsc/publications/

Cetéaceos del Mar Negro y el Mar mediterraneo (ACCOBAMS)™, el Acuerdo para la
Conservacion de los Cetaceos del Mar del Norte'* de la Convencién de Bonn, la
American Cetacean Society'? o la Fundacion italiana Tethys'®, han adoptado la técnica

de biopsiado de cetaceos entre sus protocolos de estudio de cetaceos.

COMUNICACION

Al tratarse de una herramienta de uso cientifico, el impacto de su uso se produce
primordialmente en el entorno cientifico-técnico. Esto no detrae, sin embargo, de que el
empleo de la técnica haya tenido un papel protagonista en diversos reportajes divulgativos

en medios de comunicacion sobre contaminacién marina o sobre biologia de cetaceos.

Algunos ejemplos, que desde luego no pretenden ser una enumeracion ni exhaustiva ni
representativa, son el realizado por el programa Fast Forward de TV3 en 2002, basado en
los programes de monitoreo de la contaminacion marina realizados por la Universidad de
Barcelona, el articulo monogréafico sobre las amenazas que sufren los cetaceos titulado “La
debilidad del Gigante” en la revista Buceadores en abril de 2001, o los diversos reportajes
cortos que aparecen sobre la técnica en YouTube, como

http://www.youtube.com/watch?v=L-gynU6Vi7Y, http://www.youtube.com/watch?v=

Ma5a4dr8VTE o http://www.youtube.com/ watch?v=HD yPuRCzxc.

19 Report of the Workshop on obtaining baseline retacean abundante information for the
ACCOBAMS area. 2004. Doc. ACCOBAMS. 31 pp.

! Reijnders, P.J.H.; Donovan, G.P.; Bjoerge, A.; Kock, K.H.; Scheidat, M. 2009. ASCOBANS
Conservation Plan for Harbour Porpoises (Phocoena phocoena L.) in the North Sea Report
of thel6th meeting of the ASCOBANS Advisory Committee, Brugge, Bélgica.

12 http://www.acsonline.org/aboutus/policy/biopsy-darts.html

¥ Fossi M.C., Marsili L., Neri G., Casini S., Bearzi G., Politi E., Zanardelli M., Panigada S. 2000.
Skin biopsy of Mediterranean cetaceans for the investigation of interspecies susceptibility to
enobiotic contaminants. Marine Environmental Research 50:517-521.
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