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DISRUPTORES ENDOCRINOS

Efectos en peces Pimephales promelas

RESUMEN

Los disruptores enddcrinos son agentes exdgenos gque causan alteraciones a
distintos niveles del eje hipotadlamo-hipdfisis-génada, interfiriendo con el funcionamiento
del sistema endécrino de seres vivos. Dichos compuestos actiGan como agonistas o
antagonistas interactuando con los receptores hormonales, potenciando o atenuando su
accion. En este trabajo se evalu6 la presencia de disruptores endécrinos en agua
proveniente de Arroyo Fray Bentos al cual derivan efluentes cloacales de dicha ciudad, y
en efluente industrial de una planta de pulpa de celulosa proxima a esta ciudad. Se
realizd un bioensayo de exposicion de 21 dias con peces Pimephales promelas,
incluyéndose como controles la sustancia estrogénica 17p-Estradiol a 150 y 450 ng/l. Se
observé fecundidad, longitud, peso total y gonadal de los peces, se calculé factor de
condicién, e Indice Gonado-Somaético. Se determind en higados la expresion de la
proteina vitelogenina mediante ELISA y el nivel de ARNm de genes asociados a la
regulacion endécrina por medio de RT-Q-PCR. No se observd en ningun caso
modificaciones fenotipicas, ni en caracteristicas anatomicas. La exposicion de
Pimephales promelas al agua de arroyo, origind resultados similares a la exposicion a
estradiol en cuanto a la puesta de huevos y a la expresion de ARNm de genes como:
Proteina de la Zona Radiata 3 (ZP3), Receptor de estrégenos tipo 1 (ESR1) y Factor de
Crecimiento tipo | (IGF-I). Por el contrario, el efluente industrial, provocé algunos efectos
opuestos a los del estradiol en la produccion de huevos y en los niveles de ARNm de
ESR1, ESR2, IGF-l y Receptor de la Hormona de Crecimiento (GHR). Se determiné
ademas la presencia de estrogenicidad mediante Saccharomyces cerevisiae
recombinante, en ambas muestras, no encontrandose actividad detectable. Los presentes
resultados sugieren que el agua del Arroyo Fray Bentos provoca respuestas similares a
los estrogenos y que el efluente industrial ocasiona efectos opuestos al estradiol,
pudiendo tener efectos antiestrogénicos o androgénicos sobre P. promelas en las
condiciones ensayadas. Cabe explicar que debido a la complejidad de las muestras
ensayadas, se observo un patrobn mayoritario de efecto estrogénico, antiestrogénico o
androgénico y no un efecto global sobre la totalidad de los parametros analizados.
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1. INTRODUCCION

1.1. Peces Teleb6steos

Una extensa mayoria de los peces existentes hoy en dia se clasifican como peces
teledsteos o también llamados peces 0seos. Su surgimiento data probablemente en la mitad o
finales de periodo tridsico, alrededor de 220 o 200 millones de afios atras. Se definen como un
grupo de halecostomos con un arco neural ural elongado, placas dentales basibraquiales
impares y un premaxilar mévil (Nelson, 1994). Paterson (1968) demostré que los teledsteos
son definidos sobre la base del esqueleto caudal como un grupo monofilético. Tienen el
esqueleto totalmente osificado, poseen branquias recubiertas por una capa llamada opérulo y
piel cubierta de escamas. Tienen ademas vejiga natatoria situada en la parte anterior del
intestino, con forma de saco y llena de una mezcla de gases y aire. No poseen valvula espiral y
la cola es homocerca (con dos partes iguales). Su alimentacién es muy variada, algunos se
alimentan de algas o plancton, otros de insectos, gusanos, moluscos o crustaceos, y muchos
se alimentan de otros peces. Los teledsteos se reproducen por huevos y la fecundacién suele
ser externa (Nelson, 1994).

1.1.1. Pimephales promelas

Pimephales promelas es un pez teledsteo que pertenece a la familia Cipriniformes y se
distribuye en América del Norte. Los adultos miden aproximadamente de 50 a 75 mm de largo
y pesan entre 2 y 5 gramos (Ankley y Johnoson, 2004). Son peces de puesta fraccionada
(ponen 50 a 200 huevos cada 3 a 5 dias) y de facil mantenimiento en el laboratorio, debido a la
gran cantidad de huevos que producen se obtienen grandes poblaciones en poco tiempo
(Jensen y col. 2001). La especie posee un ciclo de vida relativamente corto, alcanzan la
madurez sexual alrededor de los 5 meses luego de la eclosion bajo condiciones 6ptimas, y su
ciclo de reproduccion puede ser controlado facilmente a través del mantenimiento de la
temperatura y el fotoperiodo (Ankley y col. 2001). Los P. promelas adultos presentan
dimorfismo sexual muy marcado, lo cual posibilita trabajar con machos y hembras
diferenciados (Ankley y Johnoson, 2004). Los machos sexualmente maduros desarrollan
tubérculos nupciales y cresta dorsal, su cuerpo adquiere una coloracién oscura, casi negra,
excepto dos bandas transversales que se mantienen de color claro. Las hembras por su parte
mantienen un color claro y desarrollan ovipositor (Figura 1). Los machos de esta especie son
muy territoriales, defienden los huevos puestos por las hembras de cualquier otro individuo que
quiera llegar a los mismos (Ankley y col. 2001).

Los bioensayos o tests de toxicidad con organismos acuéticos son métodos
reconocidos por la comunidad cientifica internacional, y empleados en muchos paises, como
herramienta para el monitoreo, control de la contaminaciéon hidrica (Castro y col. 2002) y
evaluacién de efectos a largo plazo (Thorpe y col. 2007). Existen muchos antecedentes en los
cuales P. promelas es utilizado en bioensayos para efluentes y pesticidas (Ankley y col. 2001).
Es una de las especies mas ampliamente utilizada como referencia en estudios
ecotoxicologicos en todo el mundo, siendo manejada en bioensayos desde 1960 por diversos
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Introduccion 1

organismos internacionales de regulacion ambiental tales como: US-EPA (United States -
Environmental Protection Agency), ASTM (American Society for the Testing of Materials),
OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development) y APHA (American Public
Health Association) (Environmental Protection Agency, 2002).

Figura 1. Dimorfismo sexual de Pimephales promelas. A. macho caracteristico,
B. hembra caracteristica de la especie, C. se sefiala con una flecha la paleta dorsal
desarrollada en machos, D. tubérculos nupciales desarrollados en machos y E.
ovipositor presente por delante de la aleta anal, normal para una hembra reproductora.
Extraido y modificado de Wolfand, 2007.

1.2. Sistema endécrino de peces tele6steos

El sistema enddcrino es el principal regulador de importantes procesos metabdlicos
tales como: nutriciébn, desarrollo y reproducciéon. Responde al mantenimiento de los
mecanismos homeostéaticos mediante acciones de regulacion positiva y negativa, permitiendo
mantener los niveles hormonales en equilibrio (IPCS, 2002).

La sincronizacion de los reproductores entre si y de éstos con las variaciones
ambientales permite que los individuos maduren simultaneamente y en el momento mas idéneo
lo cual garantiza una mayor supervivencia de la progenie (Carrillo y col. 1993). La
sincronizacion de los individuos con los factores ambientales resulta de gran importancia en el
ciclo reproductivo de los peces teledsteos, que presentan cambios ciclicos en sus niveles
hormonales y viven en un medio que experimenta marcadas variaciones estacionales, en
factores tales como: luz, temperatura, oxigeno disuelto, salinidad, pH, disponibilidad de
nutrientes, etc. Cada individuo dispone de un sistema que recibe las informaciones
procedentes tanto del exterior como del interior del organismo, las integra y determina el
establecimiento de un estado endocrino idoneo, regulando a su vez, todos los eventos
fisiolégicos que conduciran a la reproduccion. Estas complejas funciones se llevan a cabo a
través de mdltiples interacciones que tienen lugar a lo largo del eje hipotalamo-hipdfisis-gonada
(HPG) (Kah y col. 1993). La informacién proveniente de los factores ambientales es procesada
por el sistema nervioso en forma rapida y con una respuesta a corta distancia (a través del
hipotalamo), luego por el sistema endocrino (a través de la hipofisis), respondiendo en forma
lenta, liberando hormonas que tendran accién a larga distancia (Vizziano, 2008).
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Las hormonas son producidas y secretadas al torrente sanguineo por las glandulas
endocrinas (hipotalamo, hipofisis y gbnadas) en pequefias concentraciones. Posteriormente las
mismas se unen a sus receptores especificos en las células blanco, desencadenando una
cascada de sefales que dara lugar a las funciones correspondientes (EPA, 1997).

1.2.1. Hormonas hipofisarias

La hipdfisis esta presente en todos los vertebrados y en teleGsteos se encuentra
situada en la base del tercer ventriculo, alojada en la silla turca. Consta de una porcion
nerviosa, la neurohipdfisis, constituida por axones de células neurosecretoras que proyectan a
la hipdfisis, y de una porcién enddcrina, la adenohipoéfisis, constituida por células secretoras no
nerviosas. La adenohipdfisis se divide normalmente en dos regiones: la pars intermedia (Pl), en
aposiciéon al tejido nervioso neurohipofisario y la pars distalis (PD), que constituye
generalmente la parte mayor y mas compleja de la adenohipdfisis (Rand-Weaver y Kawauchi,
1993). En la figura 2 se muestran los tipos celulares y hormonas producidas en cada region de
la adenohipdfisis. En el presente trabajo se centrara la atencion en la hormona de crecimiento
(GH) y su receptor (GHR), ya que este ultimo formara parte del ensayo.

ADENOHIPOFISIS

Pars distalis Pars intermedia
Somatotropas Lactotropas Tirotropas Gonadotropas Corticotropas Melanotropas
Hormona Hormona
estimulante de estimulante de
qumona de Prolactina la tiroides Gonadotrofinas Adenocorticotropa melanocitos
crecimiento (GH) (PRL) (TSH) (GTH) (ACTH) (MSH)
Crecimiento — desarrollo - Hormonas glicoproteicas Melanogénesis y produccién
metabolismo de corticosteroides

Figura 2. Grupos de células y hormonas de la adenohipéfisis. En recuadros naranjas se mencionan los tipos
celulares presentes en cada parte de la adenohipdfisis, en celeste las hormonas producidas por dichas células. Las
hormonas de la adenohipdfisis pueden ser agrupadas en tres familias: un primer grupo esta constituido por las
hormonas tréficas, es decir, la GH, relacionada con el crecimiento, el desarrollo y el metabolismo, y la PRL
relacionada con el crecimiento, la osmorregulacion y la reproduccion. El segundo grupo lo componen las hormonas
glicoproteicas, que comprende a la TSH y a las GTHs. El ultimo grupo esta compuesto por MSH implicada en la
melanogénesis y en la dispersion de la melanina, y la ACTH que estimula la produccion de corticosteroides.
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Hormona de crecimiento (GH)

El crecimiento es el resultado de un proceso enormemente complejo en el que
interactian factores ambientales, nutricionales y genéticos. La medida del crecimiento sirve
como un indicador de la aptitud del organismo, se relaciona con la habilidad de adquirir o
asimilar alimento, de mantener la homeostasis y de regular su metabolismo. El eje
somatotrépico, con la GH como pieza central, regula el crecimiento de los vertebrados
integrando todos estos factores (Saera Vila, 2010).

La GH ha mantenido la estimulacion del crecimiento somético como una de las
funciones principales a lo largo de la evolucién, aun asi, también posee funciones relacionadas
con la maduracién sexual, la regulacion osmética y la modulaciéon del sistema inmune (Rand-
Weaver y Kawauchi, 1993; Saera Vila, 2010). Dicha hormona, en general, ha seguido una
evolucién altamente conservativa, sin embargo, en mamiferos y en peces la tasa de evoluciéon
se ha incrementado marcadamente, de tal forma que existen diferencias entre las secuencias
de teledsteos y mamiferos e incluso entre los propios teleésteos (Wallis y col. 1996).

La GH se sintetiza en la pars distalis proximal (RPD) (Laiz-Carrién y col. 2003) y se
libera al torrente sanguineo tras la escision del péptido sefal, dando proteinas maduras de 188
0 189 aminoacidos. Presenta varios residuos de cisteina implicados en la formacién de puentes
disulfuro y en la estructura tridimensional (Kawauchi y Sower, 2006). Una vez liberada al
torrente circulatorio, la GH se acompleja con proteinas de transporte especificas (GHBP), las
cuales potencian su accién incrementando su vida media en sangre (Inoue y col. 2003).

La GH ejerce su accibn a través de sus propios receptores presentes
mayoritariamente en células hepaticas. Estimula con ello la sintesis del factor de crecimiento
tipo | (Insulin-like Growth Factor | - IGF-I), inductor final del crecimiento. Se considera que la
GH actua sobre el crecimiento 6seo y estimula a su vez la sintesis y la liberacion de IGF-I tanto
a nivel hepdético (accién sistémica) como extra hepatico (accion local), siendo la sintesis
hepatica la mayor fuente de IGF-I circulante (Figura 3) (Saera Vila, 2010; Nelson y col. 2010).

GH e IGF-I cumplen funciones similares en cuanto al crecimiento y sus niveles poseen
una significativa relacion positiva entre si (Beckman, 2011). Ademas, cumplen otras funciones
como por ejemplo, GH incrementa la gluconeogénesis y la lipélisis ademés de contrarrestar la
accion de la insulina, e IGF-I aumenta el consumo de glucosa, la lipogénesis y disminuye la
gluconeogénesis. IGF- | ademas de efector de la accion de la GH, amplifica las acciones
anabdlicas de la misma, a la vez que contrarresta sus efectos sobre el metabolismo de lipidos y
azucares (Kaplan y Cohen, 2007).
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Figura 3. Accidn sistémica y local de IGF-l. Accién de GH
estimulando la sintesis de la IGF-1 a nivel sistémico (higado) y a nivel
local (huesos y musculo). IGF-I circula unida a sus proteinas de
transporte (“IGF binding protein” — IGFBP), las cuales pueden modular
las acciones de las IGF, su vida media y coordinar su transporte
(Extraido y modificado de Saera Vila, 2010 y Wood y col. 2005).

Receptores de GH (GHR)

La hormona del crecimiento, como ya se menciono, ejerce su funcion uniéndose a sus
receptores especificos (GHR), ubicados en su mayoria en células hepaticas, e incrementando
la expresion de los mismos (Inoue y col. 2003). Los GHR de peces se clonaron por primera vez
en rodaballo, por el grupo de Nutricion y Endocrinologia del Crecimiento de Peces del IATS
(Saera Vila, 2010). Paralelamente un grupo de la Universidad de Hong Kong hizo lo propio con
el GHR del pez rojo y posteriormente se clond en varias especies, dentro de ellas, Pimephales
promelas (Filby y Tyler, 2007®). El andlisis de los alineamientos de las secuencias de GHR de
peces revela un alto grado de identidad aminoacidica (35—-40 %) de los peces no salmonidos y
los tetrapodos, indicando una gran conservacion a lo largo de la evolucion (Saera Vila, 2010).
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GHR es una proteina de unos 640 amino&cidos que al eliminar el péptido sefal
presenta un tamafio de unos 620 aminoacidos, con un peso molecular de 70 KDa. Posee una
region extracelular compuesta por dos dominios: un dominio N-terminal conservado,
compuesto de unos 200 amino4cidos y responsable de la interaccion con el ligando, y un
dominio adyacente a la membrana plasmatica al que se le atribuyen funciones estructurales.
Cada dominio presenta 7 hojas B y Unicamente el dominio N-terminal contiene residuos de
cisteina que participan en la formacion de puentes disulfuro intramoleculares o intermoleculares
durante la dimerizacion del receptor (Van den Eijnden y col. 2006).

1.2.2. Gobnadas

Morfologia de testiculos

Los testiculos de tele6steos son érganos alargados y bilobulados, asociados a la
pared dorsal de la cavidad corporal. Como en otros vertebrados, se encuentran envueltos de
una capa celular de tipo fibrosa denominada tdnica albuginea, y estdn compuestos de una
porcion intersticial y de otra porcién lobular. La porcién intersticial se localiza entre los |6bulos
testiculares y estd compuesta por células de Leydig, fibroblastos, vasos sanguineos y vasos
linfaticos. En la porcion lobular se localizan las células de la linea germinal y las células
somaticas o células de Sertoli (Nagahama, 1994; Vizziano, 2008). Las células de Sertoli
conforman un soporte estructural, poseen funciones en la nutricién, transporte, filtracion y
metabolismo; a su vez actGan como una barrera testicular y fagocitan las células germinales
remanentes (Vizziano, 2008).

Morfologia de ovarios y ovocitos

La mayoria de los teleGsteos posee 2 ovarios unidos en la porcion caudal. El ovario es
un érgano hueco, que presenta una cavidad central o luz, cuyo tamafio varia segun la fase del
ciclo ovérico. Esta recubierto de una membrana serosa peritoneal que constituye el epitelio
germinal y en cuyo tejido conjuntivo laxo hay vasos sanguineos, terminales nerviosos asi como
también tejido adiposo. Bajo la capa serosa se encuentra la tnica albuginea formada por tejido
conjuntivo denso, y un manto muscular liso constituido por dos capas, una externa longitudinal
y una interna mas gruesa y circular (Mufioz Cueto, 2005).

Los foliculos ovaricos se originan a partir del epitelio germinal y estan constituidos por
las ovogonias u ovocitos y células somaticas de funcién diversa. Las células de la granulosa y
de la teca constituyen la envoltura folicular y presentan un desarrollo mas o menos sincrénico
con las células de la linea germinal (Figura 4).

De acuerdo con el patrén de desarrollo de los ovocitos, se distinguen tres tipos de
ovarios: el ovario con sincronismo total que contiene ovocitos en el mismo estado de desarrollo
y es caracteristico de teledsteos que desovan sélo una vez y mueren, el ovario con sincronismo
por grupos se caracteriza por la presencia de, al menos, dos poblaciones de ovocitos en

7



Introduccion 1

diferente estado de desarrollo; suelen ser especies con una puesta anual y una estacion de
puesta relativamente corta, y el ovario asincrénico que contiene ovocitos en todos los estados
de desarrollo; este tipo de ovario se da en especies con puestas multiples y una estacion de
puesta dilatada, tal cual la especie en estudio Pimephales promelas (Mufioz Cueto, 2005).

Teca _
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Figura 4. Estructura de un foliculo Extraido y modificado de
Mufioz Cueto, 2005.

1.2.3. Hormonas esteroideas

Los esteroides son moléculas lipidicas sencillas, de bajo peso molecular. Su ruta
biosintética presenta como precursor comun el colesterol, comenzando con el transporte del
mismo a través de la membrana mitocondrial de las células por medio de proteinas reguladoras
de la esteroidogénesis (STAR) (Nakamura y col. 2009). Los 6rganos sintetizadores de dichas
hormonas se pueden clasificar como esteroidogénicos, aquellos capaces de procesar el
colesterol, y convertidores, aquellos con capacidad de convertir un esteroide en otro. Las
gbnadas de teleGsteos son Grganos esteroidogénicos, poseen las enzimas necesarias para la
sintesis de estos esteroides y para su transformacion en toda una serie de intermediarios
implicados en las distintas fases de la reproduccién y en ciertos comportamientos sexuales.
Producen tres tipos de esteroides importantes para la reproduccién: estrégenos o esteroides
C18, andrégenos o esteroides C19 y progestagenos o esteroides C21 (Figura 5) (Mufioz Cueto,
2005).
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Figura 5. Esteroidogénesis gonadal. Clasificacion de esteroides en: Progestagenos (C21), Andrégenos (C19) y
estrogenos (C18). Extraido y modificado de Vizziano, 2008.

Esteroidogénesis gonadal

En testiculos de teledGsteos la sintesis de hormonas esteroideas tiene lugar,
principalmente, en las células de Leydig. Las mismas poseen distintas enzimas implicadas en
la esteroidogénesis y caracteristicas ultraestructurales propias de células productoras de
esteroides. Si bien la capacidad esteroidogénica de las células de Sertoli es aln incierta, en
algunas especies se han observado caracteristicas bioquimicas, histoquimicas y
ultraestructurales que permiten sospechar su implicacion en la sintesis de esteroides (Rinchard
y col. 1993).

En el ovario de teledsteos la sintesis de esteroides tiene lugar en las células sométicas
gue acompafian al ovocito (Nagahama, 1994). Las células de la teca poseen la maquinaria
enzimatica que sintetiza testosterona (T) y 17a-Hidroxiprogesterona (17a-HP), pero carecen de
actividad aromatasa y 20B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (20B8-HSD), por lo que son
incapaces de producir 17B-Estradiol (E,) y 17a, 20B - Dihidroxiprogesterona (17a, 203-DHP)
(Figura 5). Por otro lado, las células de la granulosa poseen actividad aromatasa y 203-HSD,
pero carecen de la maquinaria enzimatica para sintetizar T y 17a-HP, por lo que requieren el
suministro de las mismas desde la teca. Las células de la teca, en respuesta a las
gonadotrofinas, producen y secretan esteroides como la T en vitelogénesis y la 17a-HP durante
la maduracion, luego dichos esteroides son transportados a la granulosa y activadas las
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enzimas implicadas, son transformados a E, y 17a, 203-DHP a través de la aromatasa y 20B-
HSD respectivamente (Nagahama, 1994).

Accion fisiolégica de las hormonas esteroideas

La accién de las hormonas esteroideas requiere de su entrada a la célula por difusion
pasiva a través de la membrana celular, su unidon a un receptor proteico intracelular, la
induccién de un cambio conformacional, y la accion directa del complejo hormona-receptor
sobre el ADN, determinando la modulacién de la expresién génica (Power y col. 1992). Lo que
implica la activacion o la inhibicion de determinados genes en dicha célula (Beato, 1989; Fuller,
1991).

En peces telebsteos, los esteroides gonadales desempefian un importante papel en
los procesos de gametogénesis. Dichas acciones pueden ser ejercidas directamente sobre las
gonadas o ser el resultado de la accién de estas hormonas sobre el higado, la hipdfisis y/o el
cerebro (Anglade y col. 1994; Valotaire y col. 1993). En hembras, las hormonas esteroideas
gonadales tienen accién sobre el ovario y estructuras sexuales secundarias, inciden de forma
directa o indirecta sobre el proceso de ovogénesis, en las etapas de proliferacién de las
ovogonias, crecimiento, vitelogénesis, zonagénesis, maduracién de los ovocitos y la emisién de
los 6vulos (Arukwe y Goksoyr, 2003).

Receptores de hormonas esteroideas

Las acciones de las hormonas esteroideas son mediadas a través de interacciones
con receptores nucleares especificos de estrogenos (ESR) (Filby y Tyler, 2005), localizados
principalmente en higado, hipdfisis, cerebro, glandula pineal y génadas (Mufioz Cueto, 2005).

Los ESR son receptores nucleares que actian como factores de transcripcion
dependientes de ligandos, regulando la expresion de sus genes diana, ya sea, directamente
mediante la union especifica a un elemento de respuesta a estrégenos (estrogen responsive
elements — ERE) en los promotores de los genes diana, o indirectamente a través de
interacciones con otros factores de transcripcion (Hall y col. 2001).

Los ESR poseen un extremo N-terminal con una considerable divergencia. En el
mismo se encuentran: un dominio A/B implicado en la transcripcion, un dominio D (region
bisagra) necesario para el mantenimiento de la estructura tridimensional del ESR, y un dominio
F muy pobremente conservado. A su vez los ESR poseen dos dominios conservados, un
dominio C, region central de unién al ADN organizado en forma de dos hélices estabilizadas
por zinc, y un dominio E, responsable de la unién al ligando, la localizacién nuclear, y la
activacion transcripcional (Filby y Tyler, 2005). La alta conservacion de los dominios E en
peces implica propiedades similares en cuanto a la union de ligandos para los distintos
subtipos de ESR (Matthews y col. 2001).

10
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Afios atras se pensaba que las numerosas acciones de los estrogenos sobre sus
diversos tejidos diana eran mediadas a través de un Unico receptor, ESRa o ESR1. La
presencia de un segundo subtipo, ESRB o ESR2 ha sido demostrada en mamiferos, aves,
peces y anfibios. Mas recientemente, un tercer subtipo ESRB2 o ESRy se ha descubierto en los
peces teledsteos y estd estrechamente relacionado con ESR2, lo que sugiere una duplicacion
de este gen en parte o completamente los peces (Filby y Tyler, 2005). El descubrimiento de
multiples ESRs ha afiadido complejidad adicional a la comprension de la accion de estrdgenos
y provocado un gran interés en las respectivas funciones de cada subtipo.

La importancia bioldégica de mdultiples ESR aun no se ha aclarado completamente,
ESR1 y ESR2 tienen patrones de expresion muy variados en diferentes especies de peces
(Menuet y col. 2002). Los subtipos ESR2 tienen menor expresién en higado y la misma no
varia durante el desarrollo gonadal, a su vez tienen mayor expresion en testiculo, lo cual hace
pensar que juegan un rol en la espermatogénesis o desarrollo testicular y no en la induccién de
la produccion de proteinas vitelogénicas en higados de hembras como se conoce para ESR1
(Filby y Tyler, 2005).

Existen evidencias de que los esteroides regulan la expresiébn de sus propios
receptores en las células hepaticas, hipotalamicas e hipofisarias, propiedad que parece comun
a los efectores con receptores nucleares (Salbert y col. 1993). Por ejemplo se ha descripto que
los estrégenos inducen un rapido aumento en los niveles de ARNm del ESR hepatico en
Oncorhynchus mykiss (trucha arcoiris), determinando un fuerte incremento en la sintesis de
vitelogenina (VTG) (Mufioz Cueto, 2005).

1.2.4. Espermatogénesis

La espermatogénesis en teledsteos tiene lugar en estructuras cisticas del testiculo
delimitadas por las células de Sertoli. El estrégeno regula la expresion de gonadotrofinas
(GTHs) y las mismas regulan la espermatogénesis y la espermiacién. Dichas hormonas
suprimen la produccion de proteinas, tales como Proteinas de la Zona Radiata o Zona Pelucida
(ZRP o0 ZP) y VTG, inducen enzimas responsables de la produccion de 11 ceto-testostetora
(11KT) y promueven la sintesis de progestinas tales como la 17a,208-Progesterona (17a,208-
P), denominada también hormona inductora de la maduracion (MIH), la cual incrementa el pH
en el ducto de espermiacion y estimula la maduracion del esperma (Devlin y Nagahama, 2002).

Los niveles de T son altos durante la espermatogénesis y alcanzan un maximo nivel
durante la espermiogénesis, mientras que la 11KT se incrementa con la espermatogénesis
sufriendo un pico en la espermiacion. El estrégeno junto a IGFs y otros factores de crecimiento
actan como promotores de la multiplicacién espermatogonial (Vizziano, 2008).

11
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1.2.5. Desarrollo del ovocito (ovogénesis)

El término ovogénesis hace referencia al desarrollo progresivo de las células
germinales por acumulacion de material de reserva, que conduce a la formacién de 6vulos
genéticamente aptos para ser fecundados y con una cantidad de reservas suficiente para
mantener las primeras fases del desarrollo embrionario. En los ultimos afios, la mayoria de los
autores coinciden en una clasificacion de seis estados de desarrollo ovocitario (Lubzens y col.
2010), los cuales se describirdn a continuacion:

Ovogonias

Las ovogonias experimentan proliferacion por divisiones mitéticas al igual que en el
desarrollo de la espermatogénesis. El crecimiento primario se caracteriza por la existencia de
dos tipos celulares: ovogonias y ovocitos primarios (Valdebenito y col. 2011).

Cromatina nucleolar

Esta etapa de los ovocitos comprende desde leptoteno a paquiteno de la profase | de la
meiosis. La principal caracteristica al microscopio 6ptico es la redistribucion de organelos
citoplasméticos y de los cromosomas por todo el ndcleo adoptando variadas figuras
cromosomales (Valdebenito y col. 2011). Las células somaticas extienden sus prolongaciones
celulares separando los ovocitos contiguos y dando origen a la unidad folicular definitiva, con
una capa folicular o granulosa y una lamina basal. El tejido conjuntivo vascularizado (teca)
rodea entonces a los foliculos y mas externamente, aparece una capa de epitelio ovarico
(Lubzens y col. 2010).

Fase perinucleolar

En esta fase el crecimiento ovocitario y la diferenciacién de la pared folicular continlda
(Valdebenito y col. 2011). Los ovocitos primarios experimentan una serie de transformaciones
qgue afectan al nuacleo, al nucléolo y al citoplasma: el ovocito comienza un periodo de
crecimiento y aparecen multiples nucléolos que migran hacia el nucleoplasma periférico
(estado perinucleolar). Desde este momento el gran nucleo del ovocito sera llamado vesicula
germinal (Nagahama, 1994).

Alvéolo cortical

Durante esta fase el ovocito incrementa enormemente su volumen (aproximadamente

1000 veces). Se encuentra rodeado por células foliculares de aspecto escamoso (Wallace y
Selman, 1990). Una caracteristica importante es la aparicion de microvellosidades y corion, la
cual en el caso de Pimephales promelas es claramente visible hasta en los ovocitos mas
pequefios (Valdebenito y col. 2011). Se originan alveolos corticales, vesiculas mas o menos
esféricas que se componen de mucopolisacaridos y glicoproteinas, con abundantes residuos
de acido sidlico (Carrillo y col. 1993). La formacién de estas vesiculas se inicia en la periferia
del ovoplasma y a medida que el desarrollo progresa van distribuyéndose por todo el
12
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citoplasma contribuyendo a un incremento de tamafio por parte del ovocito (Leino y col. 2005).
Los mismos liberan su contenido al espacio perivitelino en el momento de la fecundacion, por lo
gue no se pueden considerar como vitelo, de ahi que la denominacién de vesiculas vitelinas
gque tradicionalmente se asignaba a estos alveolos haya sido abandonada (Lubzens y col.
2010).

Vitelogénesis y Zonagénesis

La vitelogénesis y la zonagénesis consisten en la sintesis de las proteinas VTG y ZP,
su secrecién, transporte por la sangre hacia el ovario y absorcion por parte del mismo (Figura
6).

En los meses anteriores a la puesta, se produce un crecimiento drastico del ovario de
la mayoria de los teledsteos, un incremento desde menos del 1% hasta un 20% o0 mas en
indice Gonadosomético (IGS — porcentaje de peso gonadal respecto a peso total),
dependiendo de la especie. Este crecimiento es debido al cumulo de grandes reservas
nutritivas o vitelo por parte de los ovocitos (Zanuy y Carrillo, 1987). En los animales oviparos, la
acumulacién de materiales en la yema de ovocitos durante la ovogénesis y su movilizaciéon
durante la embriogénesis son procesos fundamentales para la reproduccion exitosa. Las
proteinas y lipidos de la yema de la mayoria de los ovocitos derivan de la escisiébn enzimatica
de precursores como VTG Y lipoproteinas de muy baja densidad (Schneider y col. 1996).

Segun Katzenellenbogen (1996), la accion de los estrégenos sobre sus receptores en
las células hepaticas induce la vitelogénesis. EI complejo hormona-receptor modula la
transcripcién génica mediante la formacion de dimeros y su interaccién con EREs, ubicados
corriente arriba en los promotores o dentro de los genes de respuesta a estrogenos
(Katzenellenbogen, 1996). Esto da lugar a la activacién de la transcripcion de los genes de
VTG, con el consiguiente aumento de sus mensajeros.

Ademas de la induccién directa de la sintesis y secrecion de VTG, el estrogeno altera
el metabolismo de carbohidratos, estimulando la degradacién del glucégeno hepético,
aportando glucosa para la oxidacion aerdbica en diversos tejidos e incrementando las enzimas
metabdlicas de la glucdlisis (Petersen y col. 1983). El descenso del glucogeno hepatico parece
estar relacionado, entre otros aspectos, con los requerimientos energéticos para la sintesis de
VTG (Korsgaard y Mommsen, 1993).

La VTG es una proteina especifica de hembras vertebradas oviparas (anfibios, aves,
peces y reptiles) (Harries y col. 1999). Es un complejo fosfoglicoproteico plasmatico, cuyo peso
molecular oscila entre 250 y 600 KDa, (Arukwe y Goksoyr, 2003). Tiene la capacidad de unir
cationes divalentes como el calcio y su presencia en plasma coincide con la aparicion de los
primeros granulos de vitelo en los ovocitos.

La sintesis de la VTG se produce como parte del ciclo normal de reproduccion y es
controlada a través del eje HPG (Figura 6). Luego de ser secretada por las células hepéticas,
es transportada por el torrente sanguineo y selectivamente secuestrada e incorporada
mediante endocitosis por los foliculos ovaricos en crecimiento (Sumpter y Jobling, 1995). Los
receptores especificos para VTG se agrupan en depresiones revestidas de clatrina, que se
fusionan con lisosomas en el ovoplasma externo de los ovocitos y forman Organos
multivesiculares (Le Menn y col. 2000). Los lisosomas contienen catepsina D, enzima capaz de

procesar la VTG dando lugar a lipovitelina y fosvitina, 2 proteinas fosforadas que actiian como
13
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fuente nutritiva durante el desarrollo del embrién (Nilsen y col. 2004). A medida que el ovocito
crece los granulos de vitelo son de mayor tamafio y mas numerosos, emigran hacia el interior
del ovoplasma y desplazan a los alveolos corticales hacia la periferia (Leino y col. 2005).

Se reconocen en algunas especies de peces mas de una forma de VTG que
normalmente se identifican como vitelogenina 1 (VTG1) y vitelogenina 2 (VTG2) (Miracle,
2006). Ambas isoformas tienen aproximadamente un 80% de similitud a nivel nucleotidico
(Wanhli, 1988). Existe una tercer forma de vitelogenina, VTG3, descrita por Wang y
colaboradores (2000) en el pez cebra (Danio rerio), la cual difiere dramaticamente en su
secuencia de las VTG 1y 2 de otros peces.

Fotoperiodo
Cerebro Hormonas esteroides
Neurotransmisores

W GnRH

Hipdfisis

GTH
Transporte en

E2
plasma

Transporte en E2
plasma

Ovocito

W Receptor
) de MIH

‘esicula
germinal
Sintesis de VTG y ZP3 Ingreso »

de VTG

Maduracion
del ovocito

Figura 6. Representacion esquemaética de la actividad del eje HPG durante la sintesis de proteinas
ovogénicas. El eje HPG es regulado a través de la retroalimentacion negativa del E, (extraido y modificado
de Arukwe, 2003)

La envoltura del huevo es una de las principales estructuras determinante de la
cascara de los huevos de los peces, y se define como zona radiata (ZR) por su aspecto
estriado al microscopio de luz (Open-Berntsen, 1990) (Figura 7). El recubrimiento que rodea el
6vulo cumple un importante rol en los procesos reproductivos y de desarrollo; en primer lugar
como una interfaz entre el 6vulo y el espermatozoide, y en segundo lugar como una interfaz
entre el embrién y su entorno (Grierson y Neville, 1981). Las proteinas ZP sufren un proceso de
endurecimiento después de la fecundacién, el cual es importante para la prevencion de la
polispermia, debido a que la cdscara de huevo de peces contiene sélo un estrecho canal o
micropilo a través del cual accede el espermatozoide al dvulo. En los peces, la envoltura del
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huevo es mucho més gruesa que en los mamiferos, proporcionando proteccion fisica del medio
y jugando un papel importante en el intercambio de gases (Grierson y Neville, 1981).

Las proteinas ZP de peces consisten en tres o cuatro glicoproteinas claramente
conservadas. Contienen un péptido sefial en el extremo N terminal con un dominio ZP
conservado, un sitio de clivaje y un extremo C terminal hidrofébico formador del dominio
transmembrana (Berois y col. 2011). A pesar de contener un dominio ZP conservado, la
ambigledad en la nomenclatura de dicho grupo de proteinas complica la comparacion entre
especies, por ejemplo estas proteinas pueden ser denominadas: zona pelucida (ZP), proteinas
de la zona radiata (ZRP) y proteinas de la envoltura vitelina (VEP) (Modig y col, 2007). En
Pimephales promelas la ZP publicada en el “GenBank” es llamada glicoproteina 3 de la Zona
Pelucida (ZP3) (Morris y col. 2000), y en Cyprinus carpio, perteneciente a la misma familia, es
denominada proteina de la membrana del huevo (ZP3) (Chang y col. 1997).

Los sitios de expresion de las proteinas ZP difieren de una especie a otra, por ejemplo
en Rainbow trout y en Pimephales promelas se ha reportado expresion hepatica (Hyllner y col.
2001; Klaper y col. 2011), en Danio rerio y Ciprinus carpio se ha observado expresion
solamente ovarica (Wang y Gong, 1999; Mold y col 2001), mientras que en Medaka se ha
reportado expresion tanto en higado como ovario (Hyllner y col. 2001). La complejidad es tan
grande que la regulacion en una misma especie puede diferir, por ejemplo siendo regulada por
estrégenos en higado y no en ovarios (Berois y col. 2011).

Figura 7. Foliculo ovarico de Gadus morhua con sonda marcada con anticuerpos
anti-ZRP. A. Seccién del ovocito, se observan las proteinas de la yema (y). B. Corte de
una célula folicular en el cual se pueden apreciar las células de la teca (T), Zona pellcida
(Zr) y de la granulosa (G) sefaladas con flechas. Extraido y modificado de Aruke y
Goksoyr, 2003.
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Maduracién y ovulacién

El proceso de crecimiento de los ovocitos también esta regulado por estrégenos,
mientras que su maduracién estd claramente controlada por GTHs y esteroides C21 (Kime ,
1995). Generalmente, los niveles de 17a,20B-DHP y/u otras progestinas se elevan
notablemente durante la fase de maduracién y puesta en diversas especies. Este hecho ha
llevado a que 17a,20B-DHP sea reconocida como la principal hormona inductora de la
maduracion (MIH), en salménidos y en otros teledsteos (Nagahama, 1994).

Esta etapa indica el final de la primera division meiotica y la emisién del primer

corpusculo polar (Nagahama y Yamashitawa, 2008). Luego comienza la meiosis I, la cual se
vuelve a detener, esta vez en metafase, hasta que el ovocito es (Valdebenito y col. 2011).

1.3. Disruptores endodcrinos

Durante las dos ultimas décadas ha aumentado la conciencia mundial en relacion con
la polucién medioambiental. Sobre todo en los Ultimos afios, se ha generado un gran interés en
la prensa cientifica y publica, por los disruptores endécrinos (Endocrine Disrupting Compounds
—EDC) (Seki y col. 2002; Colborn y col. 1992). En 1991, en la conferencia de Wingspread
(Wisconsin, USA) un grupo de cientificos, representantes de mas de una docena de disciplinas,
concluyé que un gran nimero de sustancias quimicas sintetizadas por el hombre, asi como
algunas naturales, tienen efecto sobre el sistema enddcrino del hombre y los animales, por lo
gue nacio alli el término de disruptores enddécrinos (Colborn y col. 1992). Los mismos, fueron
definidos por la Agencia de Proteccibn Ambiental (Environment Protection Agency — EPA)
como: “agentes exdgenos que interfieren con la sintesis, secrecién, transporte, union, acciéon
y/o eliminacibn de hormonas naturales responsables de mantener la homeostasis,
reproduccion, desarrollo y crecimiento de seres vivos” (Campbell y col. 2006).

1.3.1. Fuentes de exposicion

Muchos EDC son liberados al medio ambiente a través de descargas de aguas
residuales, fuentes no puntuales, efluentes industriales, efluentes agricolas y de la deposicion
atmosférica de particulas y aerosoles (Monséalves Macaya, 2007).

Entre los EDC de origen natural mas importantes se pueden mencionar las feromonas
y los fitoestrogenos, como, por ejemplo, isoflavonas y lignanos, presentes en la soja y otras
legumbres. Los fitoesteroles son una de las tantas fuentes de contaminacién de las industrias
de celulosa. Son sustancias con una estructura similar a la del colesterol, lo cual les permite
ingresar rapidamente a las rutas metabdlicas de organismos expuestos (Monsalves Macaya,
2007).
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Entre los EDC artificiales se encuentran: insecticidas (aldrin y paration), funguicidas
(mancozeb, zineb), moluscocidas (tributilestafio) y herbicidas (atrazina, trifluoralin). Ademas,
pertenecen a este grupo sustancias de uso cotidiano en el hogar o la industria: alquilfenoles,
bifenilospoliclorados (PCBs), ftalatos, bisfenol-A (BPA), estrogenos artificiales como el
dietilestilbestrol (DES), 3-benzofenona y contaminantes ambientales como las dioxinas, los
furanos y ciertos hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) (Tabla 1) (Soto y col. 1992;
Gaido y col. 1997; Kunz y Fent, 2009).

Tabla 1. Grupos de compuestos quimicos que actian como EDC y sus posibles fuentes de exposicion.
Extraido y modificado de Olea Serrano, 2001.

Pesticidas y organoclorados antiguos ( DDT) Residuo ambiental
Pesticidas y organoclorados nuevos (endosulfan) Agricultura
Antifangicos en agricultura (Vinclozolina) Vino tinto

Tensioactivos neutros en articulos de limpieza y en

Alquilfenoles (4-ter-octylfenol, nonilfenol) ciertos alimentos elaborados

Bifenilospoliclorados (PCBSs) Lubricantes, aisladores y transformadores eléctricos

Bifenilospolibromados (PBBs) y PBDEs Retardadores de la llama en textiles

Recubrimiento de superficies antiadherentes en sartenes

Perfluorados (PFOS y PFOA) y demas articulos de cocina

BPA-policarbonato CDs, lentes, plasticos y biberones

Papel y carton reciclados empleados en envases

BPA-resinas epoxi . .
alimentarios

Ablandador de plasticos en chupetes y mordedores

Ftalatos . »
Articulos de Cosmética
Parabenes Cosmeética
Benzofenonas — Canfenos—Cinamatos Filtros UV empleados en cosmética

Ingredientes activos de los anticonceptivos orales como el 17a-etinilestradiol (EE,) y el
DES son considerados compuestos con gran poder estrogénico dentro de los xenoestrégenos,
dado que mimetizan el efecto de los estrogenos naturales (Mosher, 2004; Wolfand, 2007).
Luego de ser consumidos son excretados en altas concentraciones en orina y eliminados a
efluentes municipales y plantas de tratamiento, que en muchos casos no poseen tecnologia
para remover dichos contaminantes (Wolfand, 2007). La concentracion de ambos compuestos
en efluentes cloacales, aguas de rios y arroyos ha ido en aumento, dada su lenta degradacion
(Verstraeten, 2003; Wolfand, 2007).

Los alquilfenoles polietoxilados (componente de los surfactantes mas utilizados a nivel
mundial en detergentes, pesticidas y productos industriales) son potentes EDC los cuales son
descargados directamente al ambiente o a través de los sistemas de tratamiento de aguas
residuales. La degradacién primaria de estos compuestos, en las plantas de tratamiento o en el
ambiente, genera cadenas mas cortas, de alquilfenoles etoxilados y derivados de acidos
carboxilicos, tales como, nonilfenoles, octilfenoles y alquilfenoles. Se ha demostrado en los
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ultimos afos que los compuestos generados tras la degradacion son altamente hidrofébicos,
mas toxicos y persistentes que los originales (Routledge y Sumpter, 1996).

El descubrimiento del nonilfenol como compuesto con accion estrogénica para los
mamiferos ha provocado preocupacion con respecto a la seguridad medioambiental de una
clase importante de surfactantes no iénicos muy utilizados (Routledge y Sumpter, 1996). El
nonilfenol es un compuesto estrogénico capaz de actuar como el E,, pero con una actividad
estrogénica 100 veces menor a la del mismo in vivo; de todas formas causa inestabilidad
gendmica y efectos adversos acumulativos. Por esta razén, en los Ultimos afios se han
generado biorreactores que utilizan materiales inertes que promueven la formacién de biofilm
bajo ciertas condiciones de operacién (Soares y col. 2005) y son efectivos para la remocion de
dicho compuesto de la fase liquida, aunque de todas formas el uso de dicho compuesto y su
produccion ha sido restringida en la Unién Europea y Canadéa (Lavado y col. 2004).

1.3.2. Efectos sobre los seres vivos

Desde mediados del siglo XX numerosas especies muy diferentes entre si y
localizadas en diversas areas del planeta, estan sufriendo alteraciones en su sistema hormonal
debido a la exposicién a diversos EDC. Por ejemplo, a mediados de los afios 60 en Michigan
(USA) se report6 que las hembras de visones de los Grandes Lagos no parian o perdian a sus
crias al poco tiempo de prefiez, el problema se relacion6 luego con la presencia de PCBs en
los peces con que estas se alimentaban (Istas, 2011).

A finales de los afios 80 se descubri6 que, solo el 18% de los huevos de caimanes del
Lago Apoka de Florida (USA) eran viables, la mitad de las crias morian antes de los 10 dias, el
60 % de los machos presentaban penes anormalmente pequefios con caracteres feminizados y
las hembras adolescentes presentaban deformaciones en los ovarios siendo su nivel de
estrégenos en sangre el doble de lo normal. Al buscar la causa de todo este desequilibrio se
detectd que 10 afios antes una fabrica de la zona habia realizado un vertido de los plaguicidas
dicofol y DDT al lago (Istas, 2011).

En el aflo 2004 se detectd la muerte masiva de cisnes de cuello negro en el Santuario
de la Naturaleza “Carlos Anwandter” en Valdivia (Chile), la poblacién de cisnes disminuy6
desde seis mil a unos cientos. El efecto fue adjudicado a la descarga de residuos liquidos
industriales mal tratados de una planta de pulpa de celulosa ubicada rio arriba en el Rio Cruces
(Comunicaciones, Corporacién Olca, Octubre 2004)

Las grandes o prolongadas exposiciones a EDC se ha sugerido que tienen incidencia
sobre la vida humana causando efectos adversos, en mujeres pueden promover el desarrollo
de cancer de mama y endometritis, en hombres cancer de testiculos y de pristata, ademas de
reduccién del nimero de espermatozoides y calidad de esperma. Por otro lado, pueden
provocar aumento de muertes embrionarias y de malformaciones (Pawlowski y col. 2004),
incidir negativamente en el descenso testicular en nifios, provocar deformaciones en érganos
reproductores, bajo peso de nacimiento, dificultades de aprendizaje e hiperactividad (Argemi y
col. 2005).

18



Introduccion 1

En los animales silvestres las posibles alteraciones reproductivas se evidencian como
alteracion de los caracteres sexuales propios de cada sexo, por ejemplo procesos de
feminizacion en machos (Figura 8), masculinizacion en hembras u organismos sexualmente
indiferenciados, denominados intersexo (Argemi y col. 2005). Por ejemplo, a mediados de 1990
se documento la presencia de peces machos feminizados en rios en los cuales se descartaban
efluentes de plantas de tratamiento municipal, asociandose de esta forma el efecto observado
con la presencia de sustancias estrogénicas y quimicos de industrias (Routledge y Sumpter,
1998; Istas, 2011). Por otro lado, en lugares donde se produce la descarga de efluentes de
industrias de pulpa de celulosa y papel se han observado efectos tanto de feminizacién de
machos, como de masculinizacibn de hembras e intesexualidad (Bortone y Davis, 1994). La
importancia ecologica de dichos cambios consiste en la pérdida de la competencia
reproductiva, y con ello, el cambio en el tamafio corporal, asi como, en la estructura y la
integridad genética de la poblacién (Larsson y col. 2006).

Figura 8. Fotografia de tres machos de Pimephales promelas con
caracteres sexuales modificados. El primero a la izquierda macho control, el
siguiente expuesto a 2 nM de E; y el Ultimo a la derecha expuesto a 10 nM de E.
En los dos ejemplares de la derecha se puede observar la atrofia de los
tuberculos nupciales respecto a los prominentes tuberculos del macho control.
Extraido de Miles-Richardson y col. 1999.

1.3.3. Mecanismos de accion

Los disruptores endocrinos pueden modificar el nivel de esteroides enddgenos, en
particular la sintesis, el metabolismo y la distribucion de los mismos, alterar la respuesta de
ciertos tejidos frente a esteroides modificando los niveles de sus receptores, actuar por un
camino secundario y modificar el funcionamiento de los receptores, o competir con los ligandos
enddgenos e interactuar con los receptores esteroideos comportdndose como si fueran
hormonas esteroideas. La union de estos compuestos a receptores esteroideos interfiere con la
reaccién hormona receptor, puede bloquearla o generar una reaccién mas potente o mas débil
que la normal y en el momento inadecuado (Figura 9) (Wolfand, 2007; Gaido y col. 1997).

Los EDC pueden tener efectos de tipo androgénico (BPA, dioxinas, ftalatos),
antiandrogénico (vinclozolin, BPC), estrogénico (nonilfenol, E;) o antiestrogénico (aldrin,
dieldrin) sobre los organismos (Satoh y col. 2001). Producen su efecto a concentraciones
extremadamente bajas (Gaido y col. 1997), dado que poseen la capacidad de interactuar con
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los receptores directamente (Birkett y Lester, 2003). El periodo de latencia entre la exposicion y
la aparicion de efectos observables es variable, pudiendo ser muy largo, inclusive de décadas
en casos de exposicion fetal (Istas, 2011).

En general, los EDC son sustancias lipofilicas, su afinidad por las grasas posibilita que
sean bioacumulados en el tejido adiposo, por lo que persisten y pueden transmitirse en la
trama tréfica. Como tales, suelen encontrarse en alimentos ricos en grasas, en particular
aguellos elaborados a partir de grasas animales recicladas (Olea Serrano, 2001). La
bioacumulacién de sustancias estrogénicas puede llegar a ser hasta 40.000 veces respecto a
la concentracion inicial antes de provocar efectos en peces o aves (Tyler y col. 2004).

.. Reaccion Bloqueada
A Reaccion Normal B q
Hormona
Hormona
Receptor celular Receptor celular
4 . s Célula
Célula Reaccién
C Reaccién Insuficiente D Reaccidn Excesiva
Hormona Hormona
Receptor celular Receptor celular
Célula = Célula .,
Reaccion Reaccion

Figura 9. Efecto de los EDCs sobre los receptores esteroideos. A. En una situacion normal, la hormona
se une al receptor celular que desencadena la reaccion esperada, al nivel esperado. B. Al mimetizar a la
hormona natural el disruptor endocrino puede unirse al receptor e interferir en la reaccion, bloqueéandola. C.
Los disruptores endocrinos también pueden unirse al receptor y generar una reacciéon mas débil de la normal
y en el momento inadecuado. D. Los disruptores endocrinos pueden unirse al receptor y generar una reaccion
mas potente de la normal y en el momento inadecuado. Extraida y modificada de Wolfand, 2007.

La mayoria de estos EDCs poseen pequefas similitudes estructurales con hormonas
naturales. De todas formas es practicamente imposible determinar si un compuesto se
comportara como tal a partir de la sola comparacion de estructuras quimicas. Por el contrario la
habilidad de las sustancias de comportarse como un disruptor es encontrada la mayoria de las
veces accidentalmente (Soto y col. 1992).
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1.3.4. Deteccion de compuestos disruptores endocrinos

Los grados de exposicion de seres humanos y poblaciones de fauna a EDC y la
reduccién de incertidumbres en la valoracion de riesgo de exposicion han sido el enfoque
mayor de investigacion en el tema en la Ultima década (Swan y col. 2003).

El desafio planteado por los EDC ha impuesto la necesidad de incluir nuevos test
toxicologicos y nuevos objetivos de investigacion, haciendo énfasis en la homeostasis y
funcionalidad de los sistemas hormonales, en el desarrollo y el crecimiento de las especies en
las etapas de mayor riesgo: embrionaria, embarazo e infancia (Monsalvez Macaya, 2007).

Existen actualmente técnicas de analisis quimicos para detectar con gran sensibilidad la
presencia de estr6genos naturales y sintéticos, como la espectrometria (UV, visible, IR) y
cromatografia (CGMS, HPLC) (Monsalvez Macaya, 2007). Sin embargo, estas técnicas son
muy complejas y de alto costo operacional, ademas la sola confianza en ensayos quimicos
puede llevar a la caracterizacion inexacta de la exposicion medioambiental. Esto resulta del
hecho que estos ensayos no pueden usarse para cuantificar compuestos desconocidos,
ademas de ser incapaces de determinar las interacciones entre los diferentes contaminantes, lo
cual puede sobreestimar o subestimar el valor de los estr6genos o andrégenos en una muestra
de composicién desconocida (Biales y col. 2007). Los ensayos quimicos no pueden considerar
los efectos sinérgicos ni aditivos de los diferentes compuestos, ni tampoco diferenciar
estructuralmente los mismos para determinar si tienen posible efecto disruptor o no (Pawlowski
y col. 2004).

En contraste con los andlisis quimicos los ensayos basados en bioindicadores
responden a cualquier fuente disruptora, no sélo distinguen activadores xenobiéticos capaces
de unirse a receptores celulares, sino también a aquéllos que pueden estimular indirectamente
eventos intracelulares (Biales y col. 2007).

- Bioensayos con peces para detectar compuestos disruptores enddécrinos

Los primeros ensayos de toxicidad realizados con peces fueron exposiciones a corto
plazo (96-h), donde la letalidad era la principal variable observada (Nagahama, 1994). Dichos
ensayos se centraban en la supervivencia y el desarrollo temprano. Debido a la deficiencia con
respecto a la capacidad de evaluar efectos sobre reproduccion, fecundidad y viabilidad de las
siguientes generaciones se comenz0 a prestar mayor atencion a las exposiciones cronicas y
subletales (Tyler y Sumpter, 1996).

Se han publicado modificaciones durante exposiciones cronicas en ciertos puntos
finales como por ejemplo: sobrevivencia, fecundidad (produccion de huevos), fecundacion
(porcentaje viable de los huevos), porcentaje de nacimientos, aspecto de las larvas,
supervivencia de las mismas, apariencia de los adultos expuestos (color particular y
caracteristicas secundarias propias del sexo), condicién gonadal medida mediante el IGS
(Ankley y col. 2001; EPA, 2002).
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Finalmente, en algunos trabajos se ha determinado el factor de condicion (KF), el cual
consiste en la relacion entre el peso y el largo al cubo y refleja el grado de adaptabilidad del
organismo al medio, en términos de un adecuado balance energético entre las necesidades
fisiologicas y el incremento de la biomasa corporal. Se cree gque la exposicion a estresores
naturales o artificiales provoca cambios en el almacenamiento y transferencia de lipidos y
proteinas tendientes a contrarrestar el efecto del estresor en desmedro del aumento del peso
corporal (Gonzalez y Oyarzun, 2002).

- Proteinas vy genes bioindicadores

El uso de proteinas y genes como bioindicadores de exposicion permite la medida
inmediata del potencial estrogénico acumulado en los sistemas acuaticos y la evaluacién no
solo de compuestos estrogénicos conocidos, sino también de mezclas complejas (Lattier y col.
2002).

Durante el desarrollo del ovocito la incorporacion de las proteinas ovogénicas es la
causa principal del crecimiento de los mismos y uno de los indicadores mas sensibles a
cambios del medio ambiente enddcrino y exposicion a productos quimicos. Una medida
indirecta de la alteracién de la sintesis hepatica y gonadal de proteinas es la variacion del
indice Hepato-Somatico (IHS - porcentaje de peso hepatico respecto a peso total) y del IGS
respectivamente (Kime, 1995). Mientras que una cuantificacion directa de estas alteraciones se
puede obtener a partir de la determinacién de la concentracion de proteinas ovogénicas o de la
expresion de ARNm codificante para las mismas en plasma o higado (Kime, 1995).

Los xenoestrdgenos o andrégenos aromatizables han sido descriptos como capaces
de provocar la produccion de VTG y ZP3 en higados de machos y hembras inmaduras de
ciertos peces como Kriptolebias marmoratus (Rhee y col. 2009). De esta forma afectan la salud
de machos e inducen en hembras la sintesis de VTG y proteinas ZP fuera del periodo normal
de maduracion, pudiendo resultar en el despilfarro de los recursos de energia almacenada.
Individualmente, la sintesis proteica descontrolada puede causar insuficiencia renal y aumento
de las tasas de mortalidad como consecuencia del estrés metabdlico. Las implicancias
ecoldgicas serian el fracaso en la reproduccion de los peces afectados y a largo plazo de toda
la poblacion (Rhee y col. 2009).

Los efluentes sospechosos de contener compuestos estrogénicamente activos, como
por ejemplo efluentes del tratamiento de alcantarillado (Jobling y col. 1998), de planta de
tratamiento municipal (Panter y col. 1998), de planta de pulpa de celulosa (Werner y col. 2010)
y de refinerias de aceites (Le Guellec y col. 1998) se han usado para estudiar la actividad
hormonal y analizar experimentalmente la transcripcion de ciertos genes y la subsiguiente
acumulacioén de las proteinas correspondientes. Por ejemplo, se han detectado en higados, de
peces de ambos sexos expuestos a dichos efluentes, proteinas y ARNm de VTG y proteinas
ZP, indetectables en hembras inmaduras y en machos en condiciones normales debido a que
el estrogeno circulante es insuficiente para inducir su sintesis (Mellanen y col. 1999).

Algunos investigadores afirman que los cambios inducidos en la sintesis de ZP poseen
un mayor potencial de efectos adversos en la ecologia que los cambios sobre VTG, ya que

pequefios cambios en la sintesis de ZP puede causar que el grosor y la resistencia mecéanica
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de la envoltura vitelina sea alterada, provocando pérdida en su capacidad la proteccion del
embrion durante el desarrollo (Arukwe y Goksoyr, 2003).

Al estudiar los disruptores endocrinos, la mayoria de las investigaciones hasta la fecha
se han centrado en la modificaciébn de proteinas ovogénicas, la accion y la funcion de
esteroides sexuales y en menor medida se han estudiado los efectos sobre los ejes
enddcrinos, analizando por ejemplo GH, IGF-I, TSH y los ejes de corticosteroides que también
son objetivos de las alteraciones enddcrinas (Filby y Tyler, 2007°).

Filby y Tyler (2007), propusieron la expresion de GHR e IGF-I en higado como
posibles indicadores de la presencia de disrupcién en peces, debido a las variaciones de
expresion observadas a lo largo del desarrollo en la especie P. promelas. En condiciones
normales, el dimorfismo sexual de GHR e IGF-I hepética en P. promelas es evidente sélo a
partir de los 120 dias de vida, coincidiendo con el periodo de mayor divergencia en las tasas de
tamafio y crecimiento entre los sexos. Los niveles elevados de GHR e IGF-I hepatica en los
machos durante este tiempo promueven el rdpido crecimiento somatico (Beckman y col. 2004).
Mientras que los niveles bajos de IGF-I en las hembras redireccionan la energia metabdlica del
crecimiento somatico al crecimiento del ovario, respondiendo a los efectos que el estrégeno
produce en el higado y la posterior sintesis de proteinas ovogénicas en las génadas (Filby y
Tyler, 2007; Campbell y col. 2006).

Los diferentes subtipos de ESRs también han sido propuestos como indicadores de
disrupcién enddcrina, dado que los estrogenos son inductores de sus propios receptores.
Segun Filby (2005) los subtipos ESR1 y ESR2 tienen diferencias en su composicién bioquimica
y estructural, lo que indica que poseen diferentes caracteristicas funcionales, patrones de
expresion e inducibilidad por E,. Segun lo describe Filby en 2005 los estrégenos inducen el
incremento de la expresion de sus receptores tipo 1, pero no de los tipos 2, los cuales en
general no modifican su expresién o la disminuyen frente al mismo.

Las funciones de ESR2 no se conocen muy bien hasta el dia de hoy (Filby y Tyler,
2005). La regulacion al alza en testiculo de ESR2, pero no de ESR1 en el periodo de
diferenciacion testicular implica que los subtipos ESR2 pueden desempefiar el papel principal
en el desarrollo testicular y la espermatogénesis en los peces. Debido a ello se ha relacionado
mas a ESR2 con el receptor de andrégenos (Naderi y Hughes, 2008), y se ha descripto que el
mismo responde y aumenta su expresion en las mismas condiciones que este Ultimo. Ha sido
utilizado en las ultimas investigaciones en muchos casos como bioindicador de androgenicidad
junto a receptor de andrégenos (Werner y col. 2010).

- Biosensor—Saccharomyces cerevisiae recombinante

Una técnica efectiva para determinar la estrogenicidad en diferentes tipos de matrices
ha sido el uso de biosensores, la ventaja de estos es la capacidad de estimar el efecto
acumulativo de diversos EDC en una misma muestra (Campbell y col. 2006). De acuerdo con
la IUPAC, el término biosensor define un dispositivo analitico que incorpora un elemento
biol6gico, o biomimético, intimamente asociado con un transductor fisicoquimico, que en
presencia del analito, produce una sefial discreta o de caracter continuo, proporcional a la
cantidad presente del mismo (Keel y col. 2010).
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Para la deteccion de EDC se utilizan Saccharomyces cerevisiae recombinante, una
levadura modificada genéticamente, con el objetivo de otorgarle la capacidad de detectar el
potencial estrogénico de compuestos con actividad hormonal, por medio de respuestas
colorimétricas. La técnica lleva el nombre de YES (Yeast Estrogen Screen) (Routledge, 2006).
La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo considerado como modelo simple de
célula eucaridtica y su genoma esta totalmente secuenciado. Para transformarlo en un
biosensor se lo modifica especificamente, con la insercion de la secuencia de ADN codificante
del receptor estrogénico humano (hER-a) en el cromosoma propio de la levadura (Roda, 2006),
y un plasmido que lleva un gen reportero (Lac-Z), el cual codifica para la enzima [3-
galactosidasa gracias a la ayuda del promotor transcripcional que contiene elementos de
respuesta a estrégenos (ERE) y de un promotor fuerte (PGk) (Monséalvez Macaya, 2007).

El receptor de estrogenos humanos es expresado en la levadura de forma que en
presencia de estrdgenos es capaz de unirse a EREs ubicados en el promotor del plasmido
reportero de expresion (Figura 10). Un contaminante estrogénico se une al receptor hormonal
transformandolo en un receptor activo. Luego dicho receptor interacciona con el ERE,
modulando asi positivamente la transcripcion del gen reportero Lac Z y con ello de la
produccion de la enzima B galactosidasa, la cual es secretada al medio. Esta Ultima puede
metabolizar un sustrato cromogénico por medio del cual puede ser cuantificada (Xie y col.
2004).

Receptor de

estrogeno
. activado
Estrégeno s
3
ONPG
Incoloro
=l o
\
| B-galactosidasa QNP
! / secretada al Amarillo
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' 6
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///

Figura 10. Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente mediante la incorporacién de un hER en su
genoma. Los receptores de estrégenos humanos integrados dentro del genoma de la levadura, son expresados de
forma que son capaces de unirse a ERE (1). Estas secuencias estan ubicadas en el promotor del plasmido de
expresion (2). La presencia de un contaminante con potencial estrogénico es detectada por el sistema ya que el
contaminante se une al receptor hormonal y este se transforma en un receptor activo (3).El receptor activo
interacciona con el elemento ERE, modulando asi positivamente la transcripcién génica. Esto provoca la expresion
del gen reportero Lac Z (4) y la produccion de la enzima B galactosidasa, la cual es secretada al medio (5). Esta
Ultima puede metabolizar sustratos cromogénicos como: Rojo Clorofenol [-D-Galactopiranosido (CPRG),
produciendo un viraje de color de amarillo a rojo, u O-Nitrofenol-B-D-Galactopyranosidp (ONPG) el cual es
hidrolizado a O-Nitrofenol (ONP) y galactosa en una solucion alcalina, observandose un viraje de incoloro a amarillo

debido a la presencia de ONP. Extraido y modificado de Xie y col. 2004.

24



Introduccion 1

En el presente trabajo se propuso evaluar la presencia de compuestos disruptores
endocrinos en el Arroyo Fray Bentos, el cual recibe el efluente municipal de dicha ciudad y en
un efluente industrial proveniente de una planta de pulpa de celulosa, mediante la exposicion
de Pimephales promelas y la posterior evaluacién de la expresion proteica de VTG y de la
expresion de los ARNm de VTG, ZP3, y de genes de los ejes enddcrinos como IGF-l y GHR y
de dos tipos de ESR (ESR1 y 2) en células hepéticas de peces expuestos.

Se seleccioné trabajar con Pimephales promelas, no solo por ser referencia a nivel
mundial en bioensayos, sino también porque desde el afio 2007 el Departamento de Aguas y
Productos Quimicos (PQAR) del Laboratorio Tecnolégico del Uruguay (LATU), lugar donde se
realizo el presente trabajo, se han venido realizando bioensayos de toxicidad aguda y crénica
con dicha especie.

El interés que llevé a seleccionar estas muestras fue, en el primer caso, evaluar los
efectos de los efluentes municipales sobre las corrientes acuaticas y las consecuencias que
ello puede acarrear sobre la vida acuatica, y en el segundo caso por el gran desarrollo de la
industria papelera que se esta dando en el pais en estos Ultimos afios y la incertidumbre que
existe en cuanto a sus efluentes y sus nuevas tecnologias de tratamiento de los mismos.

Se conoce que ambas muestras a analizar tienen una composicion muy compleja. De
todas formas, se espera que el efecto del agua de arroyo sobre Pimephales promelas sea
similar al provocado por el estradiol, debido al aporte del efluente cloacal de la ciudad de Fray
Bentos a dicho arroyo, el cual debe contener: estradiol proveniente del consumo de
anticonceptivos y su eliminacion en la orina, sustancias agonistas de estrégenos derivados de
deshechos de pequefas industrias, y de detergentes de uso cotidiano en los hogares.

Por el contrario, se sospecha que el efluente de planta de pulpa de celulosa puede
provocar efectos variables. Su composicion es muy diversa, posee sustancias organicas
agonistas de estrogenos provenientes de fenoles, resinas, fitoestrégenos, etc. Pero se debe
tener en cuenta que en la bibliografia se han encontrado resultados muy diversos y
dependientes de la tecnologia utilizada en la planta y en el tratamiento de los efluentes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Determinar la presencia de efectos de disrupcion endocrina en 2 muestras: agua del
Arroyo Fray Bentos el cual recibe el efluente municipal de dicha ciudad, y efluente industrial de
una planta de produccién de pulpa de celulosa con tratamiento secundario ubicada en las
cercanias de esta ciudad. Establecer mediante bioensayos sus efectos sobre la expresién de
varios genes relacionados con la regulacién endd6crina en peces Pimephales promelas
expuestos a dichos efluentes.

2.2. Objetivos especificos

- Realizar ensayos de exposiciéon con P. promelas a muestras de Arroyo Fray
Bentos, efluente industrial y dos concentraciones conocidas de 17f3-Estradiol (E,).

- Comparar la puesta de huevos y las caracteristicas anatémicas de P. promelas
expuestos con sus respectivos controles negativos con agua de cultivo.

- Estudiar los niveles de proteina VTG en higados de P. promelas expuestos y
controles por cuantificacion mediante un Kit ELISA especifico.

- Analizar la expresion de ARNm de los genes VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e
IGF-I en peces P. promelas expuestos y controles, por medio de PCR en tiempo real a partir
de ARN total de higado.

- Poner a punto el biosensor Saccharomyces cerevisiae recombinante modificado
con el receptor de estrégenos humano y utilizarlo para estudiar la presencia de actividad
estrogénica en las muestras de interés.
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3. METODOLOGIA

3.1. Extraccion de las muestras

Las muestras analizadas fueron:

- agua proveniente del Arroyo Fray Bentos, zona de mezcla de agua natural con
efluente cloacal de la ciudad de Fray Bentos.

- efluente industrial de produccion de pulpa de celulosa con tratamiento secundario de
una industria de la ciudad de Fray Bentos.

Ambos muestreos fueron realizados por técnicos del LATU. En el primer caso se
realizé una toma directa enjuagando previamente los envases con la misma muestra. Para la
toma del efluente industrial se instal6 el muestreador automatico portatil refrigerado ISCO
Avalanche, en el canal de vertido final, a la salida del segundo clarificador. Se observé el
caudal de agua y se eligié el mejor punto para ubicar la succién del mencionado equipo (donde
se generan la menor turbulencia y espuma). Se tomd un ciclo continuo de 2 minutos como
toma para enjuague de los envases con el propio efluente. Posteriormente se inicio el
programa de muestreo y la colecta de muestras. El tipo de muestra fue continua con 1 minuto
de pausa automatica entre los envases. El volumen final tomado de ambas muestras fue de
150 litros en envases de 10 litros.

3.2. Ensayo de exposicidon con Pimephales promelas

3.2.1. Procedimiento del bioensayo

Los peces Pimephales promelas que se utilizaron fueron criados en el laboratorio de
Aguas y Productos Quimicos del LATU, de acuerdo al protocolo para calidad de agua
reconstituida y cultivo de peces (EPA/600/S3-87/001 1988). Los ejemplares fueron adultos (>6
meses de edad) y estuvieron previamente aclimatados durante una semana a los acuarios
experimentales, los cuales poseian las siguientes condiciones: volumen de agua 8 L en
acuarios de 10 L, T(°C)=25+2, pH=7,0-8,0, fotoperiodo controlado 16D:8N y calidad de agua
segun protocolo (EPA/600/S3-87/001 1988, EPA-D-06-096 1996). En cada acuario
experimental se colocaron 2 machos y 4 hembras y se les instalaron 2 sustratos de oviposicion
(Figura 11). Los peces seleccionados fueron de similar tamafio dentro del mismo sexo.
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Figura 11. Acuarios en que se realizaron los ensayos de
exposicion. En ellos se pueden ver los sustratos de oviposicion.
Imagen obtenida en el laboratorio de Aguas y Productos Quimicos
del LATU.

Los peces P. promelas fueron expuestos durante 21 dias a una muestra de agua
proveniente del Arroyo Fray Bentos y a una muestra de un efluente industrial de produccién de
pulpa de celulosa con tratamiento secundario de una planta cercana a dicha ciudad.

Se realizaron ademas dos ensayos control positivo de exposicidbn a concentraciones
conocidas de una sustancia estrogénica. Dentro de las sustancias estrogénicas naturales mas
frecuentemente descubiertas en los efluentes tanto municipales como industriales se encuentra
el 17-B-estradiol (E,) (Lerner y col. 2007), es por ello que el mismo fue el seleccionado para la
realizacion de dichos controles. Las concentraciones que se utilizaron fueron 150 y 450 ng/l de
E, (material certificado, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Alemania). El E, se adicioné mediante el
agregado de una solucion acuosa del mismo al agua reconstituida, lo cual asegura que no se
usen solventes que causen toxicidad (Arukwe y Goksoyr, 2003).

Se llevaron a cabo 4 ensayos, uno por cada muestra. Cada uno de ellos se realizé en
lotes control negativo con agua de cultivo (n = 3) y lotes tratados con las muestras (n = 3). En
total se utilizaron 36 peces por cada ensayo, 18 para lotes control y 18 para lotes tratados
(Figura 12). La alimentacion de los peces continué igual a la etapa de cria, Artemia salina una
vez al dia (en la mafiana) y escamas para peces tropicales Tetramin® dos veces al dia
(mediodia y tarde). Se renové el 90% del agua correspondiente cada 48 horas en cada pecera
y diariamente se limpié el fondo del acuario para mantener las condiciones del agua. Los
acuarios experimentales fueron aireados durante todo el ensayo.

Durante el periodo de exposicion se evalué la mortalidad, el estado fisico de los peces
y la puesta diaria de huevos (fecundidad). En caso de que en el periodo de aclimatacion los
peces desarrollasen enfermedades y/o muerte los mismos eran descartados y no se utilizaban
para el desarrollo del bioensayo.

Una vez finalizado el bioensayo, los peces se pesaron en balanza con precision de
1 mg y se midi6 el largo de cada uno de ellos con calibre, luego se sacrificaron por incision
cervical siguiendo la guia normalizada de cuidados de laboratorio (UFAW, 2010) avalada por la
Comisién Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA). Se extrajeron los higados para
realizar los presentes ensayos y otros 6rganos como cerebro, génadas y musculos para otros
equipos de trabajo. De cada pecera se extrajeron, 2 higados de hembra y 1 de macho para
posterior analisis de proteina vitelogenina (VTG) y 2 higados de hembras y 1 de macho para
analisis de expresion de niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real.

28



Metodologia
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Controles en agua de cultivo (n=3) Diciembre 2009 Agua de Arroyo Fray Bentos (n=3)
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Controles en agua de cultivo (n=3) Marzo 2010 Efluente industrial (n=3)
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Controles en agua de cultivo (n=3) Junio 2010 Control positivo en 17B-Estradiol 150 ng/I (n=3)

*- e *‘ ——
— — — —
Controles en agua de cultivo (n=2) Octubre Control positivo en 17B-Estradiol 450 ng/I (n=2)
2010

Condiciones Ambientales para exposicion de

Pimephales promelas
Estado de vida Adultos (6-7 meses)
Tiempo de exposicidn 21 dias
N¢ Individuos/pecera 2 Machos: 4 hembras
Régimen Semiestatico, renovacién del 90%
del volumen cada 48 h
Temperatura 252 ¢C
Fotoperiodo 16luz:8oscuridad horas
Réplicas Triplicados
Volumen de agua 8 litros
en los acuarios
Alimentacion Artemia sp. 1 vez al dia
Escamas “Tetra”® 2 veces al dia
Obtencion de las muestras Incisidn cervical y muerte.
Diseccidn para obtencién de
higado.
Proteina VTG por medio de ELISA en Expresidn de ciertos ARNm mediante
higados de la mitad de los machos y RT-Q-PCR en higados de la mitad de
hembras de cada acuario. los machos y hembras de cada

Figura 12. Esquema de las condiciones ambientales y disefio de los ensayos de exposicion con
Pimephales promelas. Los cuatro ensayos se llevaron a cabo por separado, en cada uno de ellos se
realizaron lotes control (n=3) y lotes tratados (n=3) excepto para el caso de 450 ng/l de E;, (n=2).
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3.2.2. Calculos y tratamiento estadistico

Con el fin de observar el grado de adaptabilidad del organismo al medio, en términos
de un adecuado balance energético entre las necesidades fisiologicas y el incremento de la
biomasa corporal se calcul6 el factor de condicion (KF), como se muestra en la siguiente
ecuacion:

F =(—peso(g) j x100
largo®(cm?)

A fin de estudiar en forma general alteraciones gonadales, se calculé a partir de los
valores de los pesos gonadales y los pesos totales el Indice Gonado-Somaético (IGS).

pesogénada .
pesototal

IGS = 100

En el analisis estadistico de todas las caracteristicas fisicas tales como: peso, largo, KF,
peso de hemigbnadas e IGS, se verificO ausencia de datos atipicos y se realizd un test de
normalidad (Shapiro Wilks) para cada conjunto de datos. En caso que la distribucion fuese
normal se realiz6 un test de F con el fin de confirmar si las desviaciones tipicas eran
comparables, en caso afirmativo se realiz6 test de T. Si la distribucién de los datos no era
normal o las desviaciones tipicas eran diferentes entre si se aplicé el test Mann-Whitney
Wilcoxon o test de medianas.

El analisis estadistico de la puesta de huevos se realiz6 mediante la aplicacion del test
de Kolmogorov-Smirnov, de acuerdo a lo realizado por Thorpe y col. (2007). Todo el
tratamiento estadistico se llevé a cabo en el programa Stagraphics Plus considerando un nivel
de significacion (a) de 0,05.

3.3. Cuantificacion de vitelogenina mediante ELISA

Varios métodos han sido utilizados para evaluar indirectamente VTG plasmatica en
P. promelas, entre ellos las mediciones de fésforo alcalino-labil, fosfoproteinas con pesos
moleculares similar al de VTG y concentracion de calcio. Ademas se han realizado
determinaciones directas de la proteina a través de espectrometria de masas (Van Veld y col.
2005).

En investigaciones actuales similares a ésta han realizado la evaluacion de VTG a
través del ensayo de inmunoabsorcion vinculado a enzimas (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assays - ELISA), basado ya sea en anticuerpos anti-VTG heter6logos u homoélogos (Jensen y
Anckley, 2006). Es una técnica sensible, ampliamente utilizada para detectar y cuantificar
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antigenos o anticuerpos en una variedad de muestras biolégicas, no requiere técnicas
avanzadas, ni conocimientos especializados. Los dos tipos de ELISA mas usados son el ELISA
de captura o tipo sandwich y el de competicion (Arukwe y Goksoyr, 2003). En el presente caso
se seleccion6 el primer tipo de ELISA debido a que la experiencia actual de distintos
laboratorios demostraba que este era el mas robusto y reproducible en el rango de trabajo
(Scott y col. 2006).

En la mayoria de los trabajos encontrados en la bibliografia se analizaron los niveles
de proteina VTG en plasma, pero fue descripto que dicha medida posee algunas desventajas,
como por ejemplo, que la VTG desaparece rapidamente del plasma en hembras por su pasaje
a ovarios y se ve altamente aumentada en machos debido a su acumulacién, obteniendo
subestimaciones o sobreestimaciones de la misma (Ho Yoon y col. 2008). Debido a ello se
determind la VTG en el higado, lugar de sintesis, en ambos sexos.

3.3.1. Reactivos

- Acido Sulfarico 0,3M

Se coloc6 en 50 ml de agua ultrapura 1,7 ml de &cido sulfurico (96% pureza, Carlo
Erba) y se llevé a 100 ml de volumen final con agua ultrapura (resistividad >18MQ), equipo de
purificacién de agua Milipore Simplicity 185.

- Componentes del Kit “Fathead minnow vitellogenin ELISA kit” (Biosense)

o Buffer de dilucion: se diluyeron 15 ml del buffer de dilucion 5X del kit en 60 ml de agua,
esta solucion es estable por 7 dias si se almacena en heladera.

o Buffer de lavado: la tableta de buffer de lavado que contiene el kit se disolvié en agua
a un volumen final 1 L, dicha solucién es estable por un mes almacenada a 4°C.

o Solucion de anticuerpo monoclonal Anti VTG: se diluyeron 24 pl de anticuerpo de
deteccién en 12 ml de buffer de dilucién en el momento de realizar el ensayo.

o Solucion Stock de Vitelogenina: se resuspendid la proteina liofilizada que contiene el
kit en 1 ml de buffer de dilucién (5 pg/ml).

o Solucién intermedia de Vitelogenina: se realizé tomando 50 ul de la solucion stock y
agregandole 4,95 ml de buffer de dilucion (50 ng/ml).

3.3.2. Tratamiento previo de muestras

Las muestras analizadas fueron homogenizados de higados extraidos de P. promelas
expuestos a agua de arroyo, efluente industrial, E, (150 y 450 ng/l) y sus controles negativos
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correspondientes. Cada higado (con un peso aproximado 80-100 mg) se coloc6 en 0,5 ml de
buffer de lavado de ELISA con el agregado de 1% de Sero Albamina Bovina (BSA) (Amresco,
Ohio, USA) y 2 TIU/ml de Aprotinina (Amresco, Ohio, USA.), homogeneizando dicha solucién
con un homogeneizador de mano. Luego se centrifugd a 13.000 g durante 10 minutos para
eliminar restos de tejidos (Centrifuga, Spectrafuge, Labnet Internacional 24D, USA), se
extrajeron los sobrenadantes a un tubo limpio y se almacenaron en el freezer a -80°C hasta la
realizacion del ensayo.

Una desventaja citada en la bibliografia a la hora de utilizar VTG como marcador es
gque el rango dinamico de concentraciones encontradas puede variar millones de veces, desde
nanogramos en machos hasta miligramos en hembras o machos expuestos a un estrégeno
(Tyler y Van Aerle, 2002). Para poder cuantificar este enorme rango en las muestras de forma
ciega, el campo de trabajo del ensayo debe ser lo mas amplio posible.

Debido a ello la totalidad las muestras fueron diluidas en serie por lo menos 3 veces
para asegurar que al menos una dilucién coincida con el rango de trabajo, segun lo realizado
por Arukwe y Goksoyr en 2003. A los homogeneizados de higados se le realizaron las
siguientes diluciones: 1/500, 1/1.000 y 1/5.000 para los correspondientes a machos y 1/5.000,
1/10.000 y 1/20.000 para los correspondientes a hembras. Luego de realizado el ensayo con
dichas diluciones se repitié por triplicado para aquellas en las cuales se obtuvieron resultados
de absorbancias dentro del rango de la curva de calibracion.

3.3.3. Desarrollo del método

Se prepararon los pocillos de la placa segun se indica en la Figura 13, con un volumen
final de 100 pl, determinando posicién de los blancos (filas Ay B de columna 1), de la curva de
calibracién con los estandares de VTG (filas Ay B, columnas 2 a la 12) y de cada muestra con
sus diluciones correspondientes en los demas pocillos. Se sell6 la placa y se incub6 durante
1 hora y 30 minutos entre 20 y 25°C, durante este tiempo los anticuerpos de captura se unen a
sus epitopes correspondientes. Luego la placa se lavo tres veces con 300 pl de buffer de
lavado por celda. Posteriormente se le agregaron 100 pl de anticuerpo de deteccién, diluido
previamente, a todas las celdas. Se sell6 la placa y se incubd a temperatura ambiente por
30 minutos. Luego de este tiempo el anticuerpo de deteccibn marcado con la enzima
peroxidasa se une a la VTG inmovilizada por el anticuerpo de captura. A continuacién se lavé
la placa 5 veces con 300 pl de buffer de lavado por celda.

Se adicionaron 100 pl de sustrato TMB (3,3',5,5-Tetrametilbenzidina) a todos los
pocillos. Se incub6 en oscuridad a temperatura ambiente durante 20 minutos cubriendo con
papel de aluminio (desarrollandose un color azul en los pocillos), luego se detuvo la reaccion
mediante el agregado de 100 pl de &acido sulfurico 0,3 M (virando dicho color a amarillo). Por
ultimo se leyd la absorbancia a 450 nm con el lector de microplaca Multiskan EX Thermo
Scientific, Shanghai, China. La absorbancia medida se relaciona directamente con la
concentracion de anticuerpo de deteccion inmovilizado en la placa y este ultimo, con la
concentracion de VTG existente en la muestra.
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Figura 13. Esquema de la placa para el desarrollo del ELISA. Se agregaron 100 pl de buffer dilucién a
las filas A y B de la columna 1 para realizar la medida de los blancos y 100 pl de buffer dilucién a las filas Ay B
desde la columna 3 a la 12. Se colocaron 200 pl del estandar de vitelogenina 50 ng/ml en las filas Ay B de la
columna 2, realizando luego diluciones seriadas al medio, transfiriendo 100 pl de la columna 2 a la 3 y asi
sucesivamente hasta la columna 12 donde los ultimos 100 pl extraidos fueron descartados. Se agregaron en el
resto de la placa 100pl de las muestras con sus diluciones correspondientes por triplicado.

Se determiné el limite de deteccién segun los publicado por Nilsen y col. en 2004,
como la concentracion promedio correspondiente a la medida de absorbancia de 10 blancos,
més 3 desvios estandares.

La VTG es una proteina relativamente facil de purificar a partir de plasma o higado de
peces hembras. Sin embargo, es una proteina intrinsecamente inestable, debido a su papel
como precursor de fragmentos de péptidos mas cortos (Arukwe y Goksoyr, 2003). Con el fin de
afrontar el problema de la inestabilidad de la VTG y su tendencia a ser degradada rapidamente
se enriguecieron algunas muestras de homogeneizados de higados de P. promelas en cada
ensayo con un estandar de concentracion conocida de VTG, se aplicé el mismo procedimiento
y se evalud la recuperacion (porcentaje del valor de concentracion obtenido mediante el ELISA
respecto a la concentracion total agregada).

Por otro lado, para cada muestra de higado se realiz6 la determinacién de proteina
total mediante el método colorimétrico con reactivo de Bradford midiendo absorbancia a
595 nm. Para ello se construyé una curva de calibracién con estandares de BSA de 0,1 a
1 mg/ml, y se diluyeron las muestras de homogeneizado de higado al décimo.

3.3.4. Célculos y tratamiento estadistico

Se construy0 la curva de calibracion a partir de las absorbancias obtenidas y
concentraciones de vitelogenina estandar utilizada. Se calculé el coeficiente de correlacion (R?)
y la ecuacioén de la recta. Como resultados de las diluciones correspondientes de las muestras
y la ecuacion de la recta obtenida se obtuvieron las concentraciones de VTG existentes en los
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homogeneizados de higados analizados. Se calculé la masa de VTG (ug) por proteina total
(mg) en cada muestra, mediante la division de los pg/ml de VTG obtenidos luego de realizar el
ELISA y considerar las diluciones correspondientes y los mg/ml de proteinas totales resultante
del Bradford.

Los test estadisticos utilizados fueron los mismos que para las caracteristicas fisicas
descriptas en el punto 3.2.2.

3.4. Deteccion vy cuantificacion del nivel de ARNm para genes
asociados alarequlacion endoécrina

El analisis de ARNm de distintos genes se ha utilizado como un enfoque prometedor
debido a su alta sensibilidad y a la capacidad para detectar cambios relativamente rapidos
después de exposicion a un producto quimico (Jensen y col. 2006), debido a que el tiempo de
respuesta en comparacion con la aparicion de la proteina en la sangre es menor (Hemmer y
col. 2002).

3.4.1. Tratamiento de muestras y extraccion del ARN

Las muestras de higado extraidos en condiciones libre de RNAsa se colocaron en
tubos eppendorf, se les adicionaron 50 pl de TRIZOL (Invitrogen) y se homogeneizaron con
homogeneizador de mano. Luego se le adicionaron 450 pl de TRIZOL y se sumergieron en
nitrégeno liquido siendo almacenadas a -80°C hasta la realizacion de los ensayos.

Se pasaron por jeringa con aguja pequefia 4 o 5 veces para reducir la viscosidad del
lisado y se centrifugaron a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C transfiriendo el sobrenadante a
un tubo limpio. Se agregaron luego 100 pl de cloroformo, se homogeneiz6 invirtiendo varias
veces y se incubd por 5 a 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente a
12.000 g durante 15 minutos a 4°C, dicha centrifugacion genera 3 fases, una fase orgénica roja
compuesta por las proteinas, una interfase en la cual se encuentra el ADN y una fase superior
no coloreada que contiene el ARN. Esta Gltima fase se transfirié a un tubo limpio donde se le
adicionaron 250 pl de isopropanol, se vortexeé entre 5 y 10 segundos y se incubl a
temperatura ambiente 10 minutos.

Luego se centrifugé a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C, en esta etapa el ARN
precipitado forma un pellet en el fondo del tubo. Se descartdé el sobrenadante y los pellets
conteniendo el ARN se lavaron agregando 0,5 ml de etanol 75 % y centrifugando a 7.500 g por
10 minutos a 4°C. En caso que el precipitado flotara 0 no se formara un pellet compacto se
repitié la centrifugaciéon a 12.000 g por 5 minutos mas. Luego se removio el etanol con un
pequerio tip y se seco el pellet por 3 a 5 minutos bajo lampara.

El ARN obtenido se disolvio en 20 ul de agua libre de RNAsa (Amresco, Ohio, USA) y
se almacen¢ a -80°C hasta su uso.
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3.4.2. Cuantificacién y verificacion de integridad del ARN

Luego de su extraccion el ARN fue cuantificado en un espectrofotometro Nano Drop
1000, thermo Scientific, Wilmington, U.S.A. Para verificar su integridad se realizaron para todas
las muestras, electroforesis utilizando geles de agarosa al 1% con bromuro de etidio a una
concentracion final de 0,5 pg/ml en buffer TBE (Tris Base 89,25 mM, Acido Borico 88,95 mM,
EDTA 2 mM a pH 8). Las muestras sembradas en el gel fueron preparadas de la siguiente
forma: 8 ul de agua, 1 pl de Loading buffer (10X) y 1 ul de la muestra correspondiente de ARN.
La observacion de los geles se realiz6 en un transiluminador G.box Syngene.

3.4.3. Retro Transcripciéon (RT)

Las mezclas preparadas para la reaccion de retrotranscripcion fueron las siguientes:

Mezcla 1 (X1): 1 pl de oligo dT (equivalente a 400 ng, Irvine, USA), 1 pl de “random
primers” (equivalente a 400 ng, Irvine, USA) y 1 pl de dNTPs (10 mM, Irvine, USA).

Mezcla 2 (X1): 4 ul de “first strand buffer” (5X, Invitrogen), 2 ul de DTT (0,1 M,
Invitrogen) y 1 pl de inhibidor de RNAsa por muestra (40,000 U/ml, Biolabs, Inglaterra).

Se colocaron 3 pul de la mezcla 1 en cada tubo de reaccién. Luego se agregé el
volumen de muestra necesario para adicionar 2 ug de ARN extraido antes y agua libre de
RNAsa hasta completar 12 pl. Los tubos se calentaron a 65°C durante 5 minutos y se
colocaron rapidamente en hielo. A continuacién se dio un spin de centrifugacién para llevar
todo el liquido al fondo.

Se agregd a cada tubo 7 pl de la mezcla 2 y se aplic6 nuevamente un spin de
centrifugacion. Se incubé a 37°C durante 2 minutos y luego se agreg6é 1 pl de la enzima
transcriptasa reversa “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase” (M-MLV RT -
200 U/ul, Invitrogen) homogeneizando con la micropipeta y agitando en forma circular. El
volumen final de la reaccion fueron 20 pl.

Ademas de las muestras correspondientes, se realizaron 2 controles de
retrotranscripcion: al primero de ellos no se le agregé muestra, con el fin de verificar ausencia
de contaminacién, NTC (“No-Template Control”) y al segundo se le agregd una muestra que se
esperaba contuviera alto nivel de ARNm para cada gen, pero no se colocé enzima M-MLV con
el fin de verificar ausencia de ADN gendmico, NRT (“No-Reverse Transcriptase”).

Las temperaturas y tiempos asignados fueron segun los determinados en el manual de
M-MLV de Invitrogen, se incubd a 25°C durante 10 minutos para la hibridizacion de los
cebadores, luego se mantuvo a 37°C durante 50 minutos para la extensién y por dltimo se
inactivé la reaccion calentando a 70°C durante 15 minutos. Luego de terminada la reaccion los
ADN copia se almacenaron a -20°C hasta su uso.
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3.4.4. PCR tiempo final

Las secuencias de los cebadores para los genes VTG, IFG-1 y GHR fueron obtenidas
de citas anteriores (Tabla 2). Para los demés genes (ESR1, ESR2 y ZP3) los cebadores fueron
disefiados y solicitados en IDT (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/).
Todos los cebadores mencionados fueron analizados también mediante la opcion
Oligoanalyzer de IDT, considerando que poseian un contenido de GC de 50 a 60 %, una
temperatura de fusién (Tm) cercana a 60°C, un largo entre 20 y 22 pares de bases, que no
fueran complementarios ni tuvieran temperaturas de formaciones de horquillas mayores a
40°C. Se realizaron en todos los casos alineamientos en el NCBI comparando con los genes a
estudiar y verificando 100% de complementariedad en cada uno de ellos.

Para la PCR en tiempo final se realiz6 para cada muestra la siguiente mezcla (X1):

- 0,4 pl de dNTP (10 mM)

- 2 pl de Buffer 10X

- 1 pl de Cebador directo (10 pM)

- 1 pl de Cebador reverso (10 uM)

- 0,2 pl de Enzima ADN polimerasa High Fidelity (5U/ml, Fermentas)

- 13,4 pl de Agua para PCR (Amresco, Ohio, USA)

Se agregaron 18 pl del mix anterior a cada tubo y 2 pl del ADN copia con su dilucion
correspondiente segln el gen a amplificar (Tabla 2).

Para poner a punto las temperaturas de hibridacion para cada gen se realizé6 PCR en
gradiente, seleccionando en una primera etapa temperaturas 1, 3 y 5 grados menores a la Tm
de los cebadores. Luego de realizar electroforesis en geles de agarosa con los productos de
amplificacion obtenidos, se seleccionaron las temperaturas que producian las bandas del
tamafio esperado mas nitidas e intensas. En casos necesarios se realizaron PCR con
temperaturas intermedias o mayores.

Las condiciones de PCR utilizadas fueron, una primer etapa de desnaturalizacion del
ADN vy activacion de la ADN polimerasa a 95°C durante 10 minutos y luego 40 ciclos de: 94°C
10 segundos para desnaturalizar el ADN, temperatura de hibridacion especifica de cada gen 20
segundos (Tabla 2) y 72°C durante 20 segundos para la extensién. Se culminé con un dltimo
ciclo de extension a 72°C durante 7 minutos. El termociclador utilizado fue Palm Cycler de
Corbett Research (Unidad de Biologia Molecular, Instituto Pasteur).

Luego se realizé una electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR en
buffer TAE (Tris HCI al 0,484 % plv, Acido Acético glacial 5,71 % v/ivy EDTA 5 mM, ph=8, al
10 % v/v). En agarosa al 1 % para amplicones donde se esperaba una cantidad de pares de
bases mayor a 100, o0 en agarosa al 2% para aquellos donde se esperaban productos mas
pequefios. Se le agregd al gel 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en buffer TAE. Se sembraron en
cada pocillo 12 pl totales (10 pl de muestra resultante de la PCR y 2 ul de buffer de carga 6X) y
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se corrié a 100 V durante 20 minutos aproximadamente. La observacion de los geles se realizé
en un transiluminador G.box Syngene.

Tabla 2. Cebadores y temperaturas de hibridacion utilizados parala PCR en tiempo real

™ N° Acceso N° pares ~Temp. Dilucién
Gen Juego de Cebadores °C) Gen Bank Fuente bases hibridacion del
amplicén (°C) ADNCc
F-5"-TGACAAGCCAACAGCAAGAG-3’ 55,7 Biales y
VTG AF130354 279 60 1/100
R-5"-TTAGCCGCCATAGGAATGTG-3' 54,9 col. 2007
F 5- TAGCCACCACCTCCAGATTCAGA -3 59,5 Lo
Disefiados

ESR2 AY566178.1 en IDT 121 55 1/10
R 5- CACACCTTCAGGAGTCTGTGACAA -3° | 58,6

F5-GTCAGTGCTTTATGCATGCCACCT-3’ 59,7 Disefiados
ESR1 AY775183 en IDT 165 59 1/5
R5-AGGCGATCATGTGGACGAGTTCTT-3 60,0

F5- ACAATCATGTGCCTCTGCGTGT — 3’ 59,5 Disefiados
ZP3 AF192407.1 n DT 118 57 1/10
R5"- TTTGGCATCCACAAAGCACCCA - 3’ 60,2 €

F5- CGGCTCTGATACACAACACCTGC - 37 60,1 Filby y

GHR DQO007448.1 Tyler, 83 55 1/10
R5- CCCGAATCGTCGTCGCTTTTGAAA -3° 60,0 2007
F5'-GCCTTTAAGTGTACCATGCGCTGT-3" 59,6 Filby y

IGF-I AY533140.1 Tyler, 190 59 1/5
R5-GACCCATATCCTGCTGGTTTGTTG-3" 57,8 2007

18S Ambion® QuantumRNA™ 18S - AY855349 324 - -

3.4.5. PCR en tiempo real (Q-PCR)

La Q-PCR es uno de los métodos méas sensibles y de mayor alcance en la
cuantificacion de ARNm especificos (Lattier, 2002). Ha demostrado tener un rango lineal de
trabajo de ocho érdenes de magnitud siendo lo suficientemente sensible para detectar desde
10 moléculas de partida (Ding, 1994).

El objetivo a amplificar puede ser un ADN al cual se le conoce su secuencia o, como
es el presente caso, un ADN copia (ADNc) obtenido por retrotranscripcion a partir de ARN
(Lattier y col. 2002). Para la cuantificacién se mide en cada ciclo de la PCR la cantidad de
amplicén producido. Dicha medida se realiza mediante la adicién de sondas marcadas con un
fluoréforo o un fluoroforo intercalante, los cuales se unen al amplicon de forma cuantitativa. El
sistema de PCR detecta la fluorescencia en cada ciclo y los programas utilizados representan
dicha fluorescencia respecto al numero de ciclos (Manual Invitrogen, 2011).

La cantidad de amplicon es proporcional a la concentracion inicial de ADNc, de forma
que aquellas muestras con mayor expresion incrementaran su fluorescencia en ciclos
anteriores que aquellas con menor expresion. De esta forma la cantidad de copias al inicio de
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la reaccion se puede determinar a través del Ciclo Umbral (“Cicle Threshold” — CT). El mismo
se define como el nimero de ciclos necesario para que se produzca un aumento de
fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base, y es inversamente proporcional al
numero inicial de moléculas de molde (Manual Invitrogen, 2011).

En funcion de qué tipo de cuantificacion se realice, se obtiene el numero absoluto de
copias (haciendo una curva de calibracion con un estandar) o un nuamero relativo mediante
normalizacién con un gen universal (Lattier y col. 2002).

Para normalizar los datos y minimizar los errores inter-ensayos al hacer Q-PCR se
realiza la medicién en forma simultdnea del gen en estudio y de un gen universal (“house
keeping”) (Lattier, 2002). El nivel de expresion de dichos genes es constante y se utiliza por
tanto para normalizar los valores de ADNc objetivo. EI ARN 18S ribosomal, la hipoxantina
fosforibosil transferasa (hprtl) y proteinas de unién a caja tata, son de los méas utilizados en
peces, y menos propensos a fluctuar bajo condiciones que afectan la expresion de ARNm
celular (Filby y Tyler, 2007%). Sin embargo no son recomendados algunos genes que han sido
utilizados hasta ahora como universales en peces como lo son: factor de elongaciéon 1 alfa
(EFla), Glucosa 6 Fosfato Deshidrogensa (G6PD), B-actina, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Filby y Tyler, 2007%; Werner y col. 2010).

La PCR en tiempo real para los ARNm de VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e IGF-I se
realizd por triplicado para cada muestra. Con el fin de normalizar los datos y minimizar los
errores inter-ensayos se realiz6 la medicidon en forma simultanea a los ARNm en estudio del
gen universal 18S. Para ello, en todas las muestras al mismo tiempo y en las mismas
condiciones de temperatura y dilucion que para cada gen, se incluyeron triplicados para la
amplificacién del ARN de 18S.

La Mezcla (X1) preparada para la PCR consistié en: 3 pl de agua, 5 ul de Mix con
“Light Cycler SYBR Green | Master” (Roche), 0,5 pl del cebador directo (10 uM) y 0,5 pl del
cebador reverso (10 uM). Se colocaron 9 pl de dicha mezcla en cada tubo de reacciény 1 ul de
muestra con su dilucion correspondiente (Tabla 2).

Debido a que la técnica de PCR en tiempo real es altamente sensible y que dicha
sensibilidad esta influenciada, en parte, por la cinética de reaccibn de cada pareja de
cebadores, se decidio determinar la eficiencia de los mismos. Esperando que la diferencia de
eficiencia del par de cebadores disefiados para cada gen respecto a la del ribosomal 18S no
fuera mayor a 0,02 puntos segun describe el Manual de PCR de Invitrogen. Se realiz para el
calculo de eficiencia de cada par de cebadores, realizando diluciones seriadas de una misma
muestra control positiva y determinando el valor del CT en cada caso. Se graficé CT en funcion
del logaritmo de la concentracion relativa de ADN copia utilizado en la amplificacion y se
determiné la pendiente de dicho gréfico. Las diluciones utilizadas fueron 1/10, 1/100, 1/500,
1/2000 y 1/5000. A partir de las pendientes calculadas se obtuvo la eficiencia de cada par de
cebadores mediante el siguiente célculo:

-1
Eficiencia=10"""" _1
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A través del programa Rotor gene 6000 se obtuvieron los CT para cada gen,
correspondiente al nimero de ciclos en que la fluorescencia supera un valor umbral fijado. Los
CT>30 ciclos se consideraron como ausencia de expresion, asi como también en aquellos
casos donde el CT fue menor pero las curvas de fusion mostraban la presencia de dimeros de
primers (Tm menores a las esperadas).

Debido a que los céalculos de normalizacién y eficiencia implican relaciones y multiples
fuentes de error, seria extremadamente dificil disefiar una prueba estadistica tradicional, en su
lugar se utilizan las técnicas de aleatorizacion (David, Resampling Statistics: Randomization
and the Bootstrap). Para realizar los calculos se utilizé el programa REST, el cual se basa en el
método de Pfaffl. El propdsito de dicho método es determinar si existe una diferencia
significativa entre las muestras tratadas y los controles, teniendo en cuenta la normalizacion
respecto al gen universal utilizado (ribosomal 18S). La hipétesis alternativa representa la
probabilidad de que la diferencia entre la muestra tratada y los controles se deba sélo al azar
(Herrmann y Pfaffl, REST 2005. Utiliza un procedimiento de reinicializacién y aleatorizacion
realizando entre 2.000 y 50.000 iteraciones. La aleatorizacion es el proceso por el cual los
datos experimentales son asignados al azar a los grupos tratamiento y control. Cada dato tiene
que tener igual probabilidad de recibir cualquiera de los tratamientos, la asignacién a los
tratamientos debe ser impredecible y el proceso debe ser reproducible. La aleatorizacion
elimina el sesgo de seleccién, previene aparicion de variables confusas, provee grupos de
estudio en donde las variables pronésticas conocidas y desconocidas estan distribuidas al azar,
provee bases estadisticas para pruebas de significacion.

3.5. Deteccion de actividad estrogénica mediante YES (Yeast
Estrogen Screen)

La técnica YES utiliza Saccharomyces cerevisiae recombinante, una levadura
modificada genéticamente, con la adicion de la secuencia de ADN para el receptor estrogénico
humano en el cromosoma propio de la levadura y un plasmido que lleva un gen reportero que
codifica para la sintesis de la enzima [(-galactosidasa. Dicha modificacién le confiere la
capacidad de detectar el potencial estrogénico de compuestos con actividad hormonal, por
medio de respuestas colorimétricas, a través de la reaccion de la B-galactosidasa sobre
sustratos cromogénicos.

Durante la realizacion de este método se trabajé con material estéril y en ambiente
aséptico, ya sea mediante el uso de mecheros o flujo laminar.

3.5.1. Reactivos

- Solucién de YNB 10X

Se peso6 33,5 g de medio “Yeast Nitrogen Base without Amino Acids” (YNB) (Difco — Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD21152) disolviéndolo en agua mediante agitacion
magnética. Se transfirié a un matraz aforado de 500 ml y se llevo a volumen con agua. Se filtré
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a través de filtros de nitrocelulosa de 0,2 um estériles (Santorius, Alemania) y se transfirio a una
botella estéril conservandose en heladera.

- Dextrosa 20%

Se colocaron 200 ml de agua en un erlenmeyer de 500 ml, se agregaron lentamente 50 g de
Dextrosa D-glucosa anhidra granular (Mallinckrodt Chemical, USA) mientras se agitaba
vigorosamente con agitador magnético. Se llevd a 250 ml de volumen final, se trasvasé a un
frasco de 500 ml y se autoclavd. Se conservo en heladera.

- Solucién de Lisina 0,36%

Se pesaron 0,36 g de L-Lisina Monohidroclorada (Amresco, Ohio, USA) y se llevaron a un
volumen de 100 ml con agua. La solucién se autoclavo y conservo a 4°C.

- Solucién de Histidina 0,24%

Se pesaron 0,24 g de L- Histidina monohidratada (Mallinckrodt Chemical, USA) y se llevaron a
un volumen de 100 ml con agua. La solucion se autoclavo y conservo a 4°C.

- Medio de crecimiento

Se filtraron con filtros de 0,2 um 100 ml de solucion de YNB 10X, 100 ml de dextrosa 20%,
10 ml de solucién de lisina 0,36% y 10 ml de solucion de histidina 0,24%. Se complet6 hasta
1000 ml filtrando agua ultrapura. Se almaceno6 en botella estéril en heladera.

- Sulfato de cobre 10 mM

Se pesaron 0,25 g de sulfato de cobre pentahidratado (Mallinckrodt Chemical, USA) y se
colocaron en un matraz de 100 ml, se llevdé a volumen y se filtr6 por filtros de 0,2 pum. Se
transfirio a botella estéril y se almacen6 en heladera.

3.5.2. Tratamiento previo de muestras

Las muestras ensayadas fueron: agua del Arroyo Fray Bentos y efluente industrial de
planta de produccion de pulpa de celulosa con tratamiento secundario. Se realiz6 una toma de
1 litro de muestra, acidificando con H,SO, hasta pH 2,0 y se filtr6 por 0,45 um (filtros de
membrana de vidrio, Macherey Nagel, Deutshan, Suiza). Se realiz6 una extraccion en fase
reversa (Sep-Pak® Vac 6cc, 500 mg, Waters, Irlanda) con equipo de filtracion Easy-Prep
(Whatman, Inglaterra). Previamente la columna se acondiciond con 5 ml de metanol anhidro y
5 ml de agua. Luego de la extraccién, la columna se centrifugd por 10 minutos a 2000 g y se
sec6 bajo corriente de nitrdgeno. La elucion se realizé con 5 ml de acetona, luego se secé bajo
corriente de nitrégeno y se reconstituyé en 1 ml de etanol absoluto. Se almacend a 4°C durante
un maximo de 14 dias hasta la realizacion del ensayo (Pawlowski y col. 2004).
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3.5.3. Reconstitucion de Saccharomyces cerevisiae
recombinante

Se recibieron de la Universidad de Cranfield (Inglaterra) filtros con la levadura
recombinante liofilizada, Saccharomyces cerevisiae (cepa BJ3505) (Gaido, 1997). La levadura
se reconstituyd, colocando los filtros en forma invertida en placas con medio selectivo
(Apéndice 1), e incubando las mismas a 30°C durante 4 a 5 dias hasta que las colonias se
hicieron visibles. Se repicaron algunas colonias a otra placa con medio selectivo y una vez que
se observo crecimiento se selecciond una colonia y se la coloc6 en 5 ml de medio gold
(Apéndice 1) en un tubo de propileno de 50 ml, se mantuvo toda la noche a 30°C con agitacion
constante (300rpm) (Nelson, 2007).

El cultivo obtenido se almacené a -80°C, para ello se prepard y autoclavé una solucién
de glicerol al 30% (99,5% pureza, Merck), se mezclaron partes iguales de cultivo de levadura y
glicerol, se colocaron en crioviales y se congelaron a -80°C.

3.5.4. Exposicion de Saccharomyces cerevisiae recombinante

Se colocaron 200 pl de cultivo de Saccharomyces cerevisiae en un tubo de propileno
de 50 ml y se le agregaron 1,8 ml de medio de crecimiento. Se cultivé toda la noche a 30°C y
300 rpm (Shaker New Brunswick Scientific Co.Inc, USA). A la mafiana siguiente se le
adicionaron 2 ml de medio de crecimiento y se le permitié crecer hasta la tarde en las mismas
condiciones. Se diluyé con medio de crecimiento hasta una densidad Optica (OD) de 0,03 a
660 nm y luego se le adicionaron 100 ul de solucién de sulfato de cobre por cada 20 ml de
solucién de trabajo final obtenida.

En tubos de propileno de 50 ml se colocaron 5 ml del cultivo anterior por duplicado. Se
adicion6 a cada tubo: 5 pl de etanol absoluto (99,9% de pureza, Merck) en caso de los blancos,
5 pl de cada estandar de 17B-Estradiol de concentracién conocida para la curva y 5 pl de la
muestra correspondiente en los tubos experimentales. Para los estandares de estradiol se
utilizé un stock de 1,89 g/l (material certificado, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Alemania) disuelto
en etanol absoluto, realizandose diluciones seriadas en agua ultrapura hasta obtener
10 soluciones de concentraciones entre 1,75 ng/l a 7,5 pg/l.

Se incubaron los tubos toda la noche a 30°C y 300 rpm. A la mafiana siguiente se
realizaron diluciones hasta una OD de 0,25 a 660 nm (Espectrofotdbmetro —Shimatzu, UV 1602,
Norte América), luego se tomaron 70 pl de cada tubo por duplicado y se colocaron en una
placa de ELISA. En 3 pocillos se colocé medio de crecimiento y se fijo el cero de absorbancia
del equipo de lectura.

Se preparo la solucion de trabajo a partir del Kit YES (“Yeast B Galactosidase Assay
kit’, Thermo Cientific, Shanghai, China) mezclando partes iguales del reactivo Y-PER y “B-
galactosidase Assay Buffer” (Manual, YES). Se agregaron 70 pl de dicha solucion de trabajo en
cada pocillo conteniendo O-nitrofenol-p-D-galactopiranosido (ONPG) en solucion alcalina. Se
comenzd a contar el tiempo con cronémetro y se midié absorbancia a 660nm en cada pocillo
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de la placa con lector de multiplaca (Multiskan EX de ThermoScientific, Shanghai, China) para
obtener una medida de la concentracion de células de levadura en cada pocillo.

Si la levadura se encuentra en contacto con un contaminante estrogénico, este ultimo
se une al receptor hormonal transformandolo en un receptor activo, produciendo su interaccion
con el promotor del gen reportero provocando la expresion del gen Lac Z y la posterior
produccion de B-Galactosidasa, la cual es secretada al medio pudiendo hidrolizar el ONPG
agregado a O-nitrofenol (ONP) y galactosa en una solucién alcalina, provocando un viraje de
incoloro a amarillo debido a la presencia de ONP. Luego de observar el color amarillo se anoté
el tiempo transcurrido y se midi6 la absorbancia a 420 nm colocando como cero del equipo la
medida del pocillo que contenia solo medio de cultivo.

El limite de deteccién se determiné al igual que para el ELISA como la concentracion

promedio correspondiente a la medida de absorbancia de 10 blancos, mas 3 desviaciones
estandares.

3.5.5. Célculos

Para el calculo de la actividad B-Galactosidasa que representa la actividad estrogénica
presente en cada muestra se aplicé la siguiente férmula:

1000x A420nm(muestra) B A240nm(medi0)

minutos ><le X A660nm(muestra) - AGGOnm(medio)

Actividad(B — Galactosidasa) =

t: tiempo en minutos transcurrido desde agregado de solucién de trabajo hasta la

medida de absorbancia

V: volumen final del cultivo

A cada actividad medida se le resto la actividad promedio de los blancos y se calcul6
el porcentaje de actividad en relacion al estdndar de estradiol de mayor concentracion
aplicando la siguiente férmula:

Actividad(x) x100
ACtiVidad (7!5:ug17B—estradi0I “)

Actividad(%) =

Los ensayos de dosis-respuesta fueron ajustados mediante la funcién de Hill en el
programa SIMFIT de la Universidad de Salamanca de acceso libre en la web (inrateHill-
n/Michaelis-Menten/line/quadratic/lag-phase/monomolecular). Se calculé6 una sigmoide de
3 parametros a partir de la actividad relativa y las dosis de E; utilizadas usando una regresion
no lineal.
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Actividad(9)= Vma DOSIS.
K., + Dosis

Vmax: €S la respuesta maxima obtenida

Kn: dosis a la cual se obtiene un 50% de actividad relativa
n: coeficiente de Hill
C: constante

A partir de la funcion de Hill obtenida y los datos de actividad porcentual de cada
muestra se calcularon las dosis estrogénicas correspondientes a las muestras, se expresaron

como nanogramos por litro de E, tal cual los estandares utilizados para la construccion de la
curva.
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4. RESULTADOS

En el anexo Il se presentan algunas caracteristicas fisicoquimicas y contenido de
estrogenos de ambas muestras analizadas. Los ensayos para dicha caracterizacion
fisicoguimica fueron llevados a cabo dentro de otra investigacién realizada en el LATU. La
mayoria de los andlisis se realizaron dentro del Departamento de Aguas y Productos Quimicos
del LATU, mientras que algunos como el contenido de estrégenos fue enviado a analizar a
laboratorios del exterior.

4.1. Ensayos de exposicidon con Pimephales promelas

Los ensayos con Pimephales promelas se realizaron exponiendo por triplicado 4
hembras y 2 machos en acuarios de 10 litros a concentraciones conocidas de E; (150 y
450 ng/l), a agua extraida del Arroyo Fray Bentos y a un efluente industrial de planta de pulpa
celulosa con tratamiento secundario. Cada uno de los ensayos se realizdé con sus controles
negativos respectivos colocando la misma cantidad de peces en iguales condiciones pero en
agua reconstituida. Durante los 21 dias de exposicidbn no se observaron muertes, cambios
fisicos, ni de coloracion en los peces, ya sea en aquellos de acuarios con agua reconstituida,
con estradiol, con muestras de efluente industrial o con agua de arroyo. Al dia 21, antes de la
incision cervical todos los peces fueron observados a simple vista y fotografiados, no
encontrandose anormalidades fisicas en ninguno de ellos (Figura 14).

Figura 14. Foto de Pimephales
promelas expuestos a 450 ng/l de
E,. A: Hembra, B: Macho

4.1.1. Modificaciones en caracteristicas anatémicas

- Peso corporal individual: luego de comprobar que la distribucion de los pesos fue
normal y las desviaciones tipicas entre los subgrupos fueron comparables, se realizé un
test ANOVA con el fin de comparar los pesos de peces de los controles de diferentes
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ensayos entre si, considerando machos y hembras por separado, no obteniéndose
diferencias estadisticamente significativas.

Luego se compararon los valores de pesos de peces expuestos a ambas
concentraciones de E,, al Arroyo Fray Bentos y al efluente industrial, con los de sus respectivos
controles mediante un test de T, no encontrandose en ninguno de los sexos, ni subgrupos de
peces diferencias significativas respecto a los controles (Figura 15).

- Largo total: se verificé distribucién normal de los datos y la no existencia de diferencias
entre las desviaciones tipicas. Al igual que para los pesos se compararon mediante un test
ANOVA los largos de peces de los controles entre si, considerando machos y hembras por
separado, no obteniéndose diferencias significativas. A su vez se compararon los largos de
machos y hembras expuestos a los diferentes tratamientos con sus respectivos controles
mediante un test de T, no obteniendo diferencias significativas en ninguno de los subgrupos ni
sexos (Figura 15).
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Fray Bentos Industrial Fray Bentos Industrial

Figura 15. Caracteristicas anatdmicas de peces controles y expuestos a: E» (150 y 450 ng/l),

Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Se muestran las medias de los controles en color

verde y de los expuestos a los diferentes tratamientos en color naranja con lineas diagonales. Las 45
barras de error indican la desviacién estandar.



Resultados 4

- Factor de condicion (KF): a partir de los KF individuales obtenidos se realizaron
comparaciones de cada grupo expuesto con sus respectivos controles mediante un test de T,
diferenciando como hasta ahora entre machos y hembras. Como era de esperarse a partir de
los resultados anteriores, en ninguno de los casos ni sexos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Figura 15)

0,30 0,06
Peso gonadal de hembras Peso gonadal de machos
0,25 0,05 T
0,28 ] |1 0,04 |
=2 © T
T C T
20,15 T 50,03
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0,05 0,01
0.8 E,(150 ng/l) E (450 ng/l) Arroyo Efluente 0.8 _E2(150 ng/l) E, (450 ng/l) Arroyo Efluente
Fray Bentos |ndustrial Fray Bentos Industrial
25 2
IGS de hembras IGS de machos
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t I I
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5 .
0 E,(150 ng/l) E,(450 ng/l)  Arroyo  Efluente oS E,(150ng/l) E (450 ng/l)  Armoyo  Efluente
Fray Bentos Industrial Fray Bentos Industrial

Figura 16. Caracteristica gonadales de Pimephales promelas controles y expuestos a: E»> (150 y 450 ng/l),
Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Se muestran controles en color verde y expuestos a los diferentes
tratamientos en color naranja con lineas diagonales. Peso gonadal de hembras. Se grafican los valores de
medias y desviaciones estandares para las expuestas a efluente industrial, 150 y 450 ng/l de E, y los valores de
medianas y rangos intercuatilicos para las del Arroyo Fray Bentos y su control. Peso gonadal de machos. Se
grafican los valores de medias y desviaciones estandares para los expuestos a efluente industrial, 150 y 450 ng/l
de E», y los valores de medianas y rangos intercuatilicos para los del Arroyo Fray Bentos y su control. IGS de
hembras. Se grafican los valores de medias y desviaciones estandares. IGS de machos. Se grafican los valores
de medias y desviaciones estandares para los expuestos a 150 y 450 ng/l de E; y Arroyo Fray Bentos, y los
valores de medianas y rangos intercuatilicos para los del efluente industrial y su control.

- Peso gonadal: se verificé distribucion normal de los datos para peces expuestos a
ambas concentraciones de E,, al efluente industrial y para la totalidad de los controles, no
siendo asi para los peces de ambos sexos expuestos al agua del Arroyo Fray Bentos. Se
compararon nuevamente los valores de los controles entre si mediante un ANOVA
verificandose que no existian diferencias significativas entre ellos.

Se compararon con sus controles correspondientes, los valores de pesos de gonadas
de machos y hembras expuestos a ambas concentraciones de E, y al efluente industrial
mediante un test de T y los de peces expuestos al agua de arroyo mediante un test de
medianas (no paramétrico), no obteniéndose en ninguno de los casos diferencias significativas
(Figura 16).
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- IGS: este pardmetro es calculado como el porcentaje del peso gonadal respecto al peso
total de cada individuo. Se realiz6 el mismo tratamiento estadistico que para las gbnadas con el
fin de comparar los valores de IGS de peces expuestos con sus respectivos controles. Se
verific6 normalidad de los datos para peces hembras expuestas al efluente industrial y para
peces de ambos sexos expuestos a ambas concentraciones de E,, al Arroyo Fray Bentos y
para la totalidad de los controles, no siendo asi para los peces machos expuestos al efluente
industrial. Se compararon nuevamente los valores de los controles entre si mediante un
ANOVA verificAndose que no existian diferencias significativas entre ellos. Luego se
compararon con sus controles correspondientes, los valores de IGS de machos y hembras
expuestos a ambas concentraciones de E, Yy al Arroyo Fray Bentos y los de hembras expuestas
al efluente industrial mediante un test de T y los de machos expuestos al efluente industrial
mediante un test de medianas, no obteniéndose en ninguno de los casos diferencias
significativas (Figura 16).

4.1.2. Evaluacion de fecundidad

Durante la totalidad de los dias de ensayo se contaron los huevos depositados en los
sustratos de cada acuario, se calculé el numero de huevos promedio puesto por hembra por
dia y la frecuencia acumulada (nimero totales de huevos a cada dia en cada acuario) para los
controles y los expuestos.

En la tabla 3 se presentan el numero de huevos promedio puesto por hembra por dia
para cada ensayo. Se puede apreciar que el nimero se incrementé en aquellas expuestas a
150 ng/l de E, y al agua del Arroyo Fray Bentos, disminuyé en las expuestas al efluente
industrial y no tuvo cambio significativo luego de exponerlos a 450 ng/l de E,.

Tabla 3. Promedio de huevos puestos por hembra por dia
durante el ensayo de exposicion

Hembras Hembras

controles expuestas
E> (150 ng/l) 8,4 15,9
E> (450 ng/l) 13,1 15,3
Arroyo Fray Bentos 7,1 16,2
Efluente Industrial 20,0 9,0

Para comparar las distribuciones de frecuencia acumulada de los controles y los
ensayos de exposicion entre si se realiz6 el test de Kolmogorov-Smirnov. En el caso de los
peces expuestos a 150 ng/l de E, se observd diferencia significativa de distribucion
(p valor=0,0006), pero no fue asi para 450 ng/l de E, (p valor=0,36) (Figura 17). Cuando se
analizaron las distribuciones de puesta luego de la exposiciéon al agua de arroyo se encontro
diferencia de distribucion estadisticamente significativa entre controles y expuestos
(p valor=0,042), observandose un incremento en la puesta de huevos. Mientras que al
comparar los resultados de la frecuencia acumulada de huevos de los expuestos al efluente
industrial con sus controles, también se observé diferencia de distribucién (p valor=0,003), pero
aprecidndose un descenso en la puesta.
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5000 5000
4500 4500
4000 4000
3500 3500
3000 3000
2500 2500 ”‘::,:7
2000 2000
1500 1500
1000 1000
500 500 -

o &~ 0 -

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Arroyo Fray Bentos Efluente industrial
5000 5000
4500 4500
4000 4000
3500 3500
3000 ‘ 3000
2500 f! 2500
2000 2000
1500 1500 #“ﬂ
1000 - 1000
500 500 Jokkkdk
0 5 10 15 20 25

Figura 17. Puesta de huevos acumulada en funcion del tiempo para las acuarios controles y de
exposicion a: E; (150 y 450 ng/l), Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Se grafica el numero de
huevos totales en funcion de los dias de exposicién. Con circulos de color verde se muestran acuarios
control y con triangulos de color naranja acuarios expuestas a la muestra objetivo.

4.1.3. Expresion proteica de Vitelogenina en Pimephales
promelas

Al término de los 21 dias, luego de sacrificados los peces, se les extrajo el higado, se
realiz6 un homogeneizado. Los extractos correspondientes a dos higados de hembras y uno de
macho por acuario, fueron utilizados en un Kit ELISA especifico para la especie, con el fin de
determinar los niveles de VTG. Al realizar cada ELISA se desarroll6 una curva de calibracion y
a partir de la ecuacioén de la recta obtenida y las diluciones correspondientes se efectuaron los
calculos de concentracion de VTG en cada muestra ensayada.
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Las curvas de calibracion obtenidas tuvieron coeficientes de correlacion mayores a
0,995 en todos los casos, aceptable para este tipo de método, ya que segun la bibliografia se
aceptan coeficientes mayores a 0,99 (Nilsen y col. 2004) (Figura 18).

Con el fin de afrontar el problema de la inestabilidad de la VTG y su tendencia a ser
degradada rédpidamente se enriquecieron algunas muestras de homogeneizados de higados de
P. promelas en cada ensayo con un estandar de concentracion conocida de VTG, se aplico el
mismo procedimiento y se evalud la recuperacion (porcentaje del valor de concentracion
obtenido mediante el ELISA respecto a la concentracion total agregada), la cual siempre se
establecié entre 80 a 120 % (Tabla 4), lo que es considerado aceptable para dicho método
(Valderrama y col. 2009)

Se calcul6 también el limite de deteccion del método mediante la realizacion de
10 blancos, el calculo de VTG correspondiente y la suma de 3 desvios estandares. El valor del
limite de deteccién obtenido fue 2,5 ng/ml. Valores de VTG menores al limite de deteccién
fueron considerados iguales a dicho limite a la hora de hacer los célculos. La concentracién de
VTG obtenida fue normalizada respecto a la concentracién proteica total en cada muestra
extraida, expresandola como microgramos de VTG por miligramo de proteina total.

Curva de calibracion - ELISA /

0,05 /

0,04

0,03 /

2 ° y = 0,020x - 0.000
R2 = 0,996

0,01

0,00 / . . . . |

0 5 10 15 20 25

Absorbancia (45

Vitelogenina (ng/ml)

Figura 18. Ejemplo de una curva de calibracion obtenida en
el ELISA de VTG. En ella se muestra la ecuacion de la recta y
el R
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Tabla 4. Ejemplos de recuperaciones obtenidas a partir de agregado de un estandar conocido de
proteina VTG a diferentes muestras de higado.

Concentracioén

Absorbancia | Absorbancia | Vitelogenina

Recuperacion

Muestra corregida (ng/ml) e(srﬁ);/rri\ga (%)
A 0,055 0,011 4,2 5,33 80,0
0,058 0,014 5,3 5,33 100

5" 0,063 0,019 7,3 6,86 106
0,065 0,021 8,0 6,86 117

*Se agregaron 3 pl de un estandar 50 ng/ml de VTG en un volumen de 30 pyl de muestra final diluida 1/200.EIl resultado de la
muestra A fue 66,0 ng/ml de VTG, diluida 1/200 se obtienen 0,33 ng/ml. Si se le agregan 5 ng/ml obtenemos una concentracion
final de 5,33 ng/ml.
A Se agregaron 4 pl de un estandar 50 ng/ml de VTG en un volumen de 40 pl de muestra final diluida 1/20.000.EIl resultado de la
muestra B fue 37,1 ng/ml de VTG, diluida 1/20.000 se obtienen 1,86 ng/ml. Si se le agregan 5 ng/ml obtenemos una concentracién
final de 6,86 ng/ml.

Los test estadisticos realizados para comparar VTG de los grupos de peces expuestos
frente a sus respectivos controles fueron no paramétricos (Man Whitney-Wilcoxon) debido a
que los grupos de datos no tenian distribucién normal y no eran normalizables. Los niveles de
VTG encontrados en hembras expuestas a 150 ng/l de E, fueron significativamente menores a
los encontrados en sus controles (p valor=0,007) (Figura 19), mientras que los valores para
hembras expuestas a 450 ng/l de E, no mostraron diferencias significativas (p valor=0,31). Por
otro lado, las hembras expuestas al Arroyo Fray Bentos mostraron una disminucién en los
niveles de VTG respecto a sus controles (p valor=0,035), mientras que aquellas que se
expusieron al efluente industrial no sufrieron cambios (p valor=0,31).

6,00

VTG de hembras

5,00

4,00

3,00 -

2,00 -

VTG (ug/mg proteina total)

1,00 -

0,00 -
E, (150 ng/l) E, (450 ng/l) Arroyo Efluen@e
Fray Bentos Industrial

Figura 19. VTG expresada como ug de VTG por mg de proteina total para hembras controles y
expuestas a: E> (150 y 450 ng/l), Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Los controles se muestran
en color verde y las expuestas a los diferentes tratamientos en color naranja con lineas diagonales. Los
asteriscos denotan diferencia estadisticamente significativa entre controles y expuestos.
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Al aplicar los mismos test estadisticos en machos, se observo un aumento significativo
en los niveles de VTG en aquellos peces expuestos a ambas concentraciones de E, respecto a
sus controles correspondientes (p valor=0,025 para 150 ng/l y 0,004 para 450 ng/l) (Figura 20).
Al comparar los expuestos al agua de arroyo y al efluente industrial con los controles
adecuados, no se observaron cambios significativos en los niveles de VTG (p valor= 0,30 para
expuestos a agua de arroyo y 0,94 para expuestos a efluente industrial).
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Figura 20. Proteina VTG expresada como ug de VTG por mg de proteina total para machos
controles y expuestos a: E> (150 y 450 ng/l), Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Los
controles se muestran en color verde y los expuestos a los diferentes tratamientos en color naranja
con lineas diagonales. Los asteriscos denotan diferencia estadisticamente significativa entre
controles y expuestos.
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4.1.4. Evaluacion de la expresiéon génica de Pimephales
promelas

- Concentracion e integridad del ARN

A partir de las muestras de higado obtenidas de peces expuestos y controles de los
diferentes experimentos de exposicion realizados, se extrajo ARN total. La concentracion del
ARN extraido se determin6 mediante la medida de absorbancia a 260 nm. La pureza de los
ARN se comprobd mediante el cociente de absorbancias a 260/280 nm, siendo dicho cociente
en todos los casos superior a 1,8. La integridad del ARN se evalu6 por electroforesis en gel de
agarosa obteniendo resultados aceptables, observandose en todos los ARN extraidos las dos
bandas caracteristicas de ARN ribosomal, 28S y 18S (Figura 21).

Figura 21. Electroforesis en geles de agarosa al 1%
realizada a los ARN extraidos de los higados de
peces expuestos al Arroyo Fray Bentos.

Cantidades equivalentes de ARN (2 pg) de cada muestra fueron utilizadas como
molde para la sintesis de ADN copia mediante reacciones de retrotranscripcion. Los cebadores
para la reaccion de PCR fueron interrogados utilizando la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) en NCBI (National Center for Biotechnology Information)
comprobandose un 100 % de identidad con la secuencia de cada gen objetivo de Pimephales
promelas.

- Puesta a punto mediante PCR en tiempo final

Antes de la realizacion de la Q-PCR se puso a punto la técnica de amplificacién por
medio de la aplicacion de PCR en tiempo final y el andlisis de los productos de amplificacion.
Dicho andlisis se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa y verificacion del
tamafio de las bandas obtenidas en todos los casos. Se ajustaron ciertas condiciones de la

reaccion como: temperatura, concentracion de cebadores, tiempo de los ciclos, niumeros de
52



Resultados 4

ciclos y diluciones de las muestras hasta obtener una sola banda clara y nitida en el gel de
agarosa. Para todos los productos de amplificacién se obtuvo en el gel de agarosa una banda
nitida y de tamafo esperado luego de la amplificacion con los cebadores disefiados (Figura
22).
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio de los productos
de amplificacién, por PCR en tiempo final, con los cebadores correspondientes a los genes: ESR1,
IGF-I, 18 Sy VTG. Se muestra en carril 1 blanco de PCR de ESR1, en carriles 2 y 3 ESR1, carril 4 blanco de
PCR de VTG, carriles 5y 6 18 S, carriles 7y 8 VTG, carriles 9 y 10 IGF-I y carril 11 marcador de PM 100 pb
ladder de Invitrogen. Los tamafios de las bandas obtenidas fueron los esperados: VTG 279 pb, ESR1 187pb,
IGF-1 190 pb y 18S 324pb.

- Control de calidad de PCR en tiempo real

Debido a que las muestras de ARN total de higados no fueron tratadas con DNAsa, se
debié corroborar la inexistencia de ADN gendmico en las muestras, ya sea diseflando
cebadores para hibridar en exones diferentes o utilizando el ARN extraido como molde en
reacciones de amplificacion. Como no han sido publicadas secuencias genémicas de P.
promelas en el Genbank para comprobar que dichos cebadores hibridaban en exones
diferentes se utilizaron las secuencias de ADN gendémico de Cyprinus carpio (perteneciente a la
misma familia que Pimephales promelas) pudiendo comprobar que los cebadores
correspondientes a VTG, ZP3 e IGF-I se encuentran en exones diferentes flanqueados al
menos por un intron y que los cebadores para GHR se encuentran localizados en un mismo
exon (Figura 23).

Por el contrario, para ninguno de los genes de receptores de estrogenos se lograron
encontrar publicadas secuencias con la posicion de exones e intrones correspondientes a otros
peces de la misma familia, no pudiendo corroborar la localizacion de los cebadores. Para
verificar la posicion de los cebadores de GHR y ambos ESR y descartar posible contaminacion
con ADN gendmico, se debio realizar una PCR en tiempo real con ARN total, ADN copia y ADN
gendémico como moldes.
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A . . .

ADN genémico de VTG de Cyprinus carpio(AB325667.1)

]
Exones <1 101 181 323 418 556 640 >756

I I I I

Cebadores —> <—

I I

Amplicon  ee—

B . . .
ADN genémico de ZP3 de Cyprinus carpio(L41637.1)
- _________________________________________________________________________________|
Exones 3285 3403 3488 3591 3659 3836 4704 4821 4902 4984
I I I I
Cebadores > < —
Amplicén — —
C ADN genémico IGF-I Cyprinus carpio(AF465830.1)
________________________________________________________________________________________|
Exones <1406 1504 2659 2818 9185 9366 9935 9970 12580 12641
Cebadores — > < o
Amplicon - —
D
ADN gendémico de GHR de Cyprinus carpio(GU296683.1)
________________________________________________________________________|
Exones 1039 1217 3399 3552 3678 3768 4044 4113 4822 >5745
I I I I I
Cebadores > <
Amplicon ——

Figura 23. Esquema de la estructura genémica de VTG (A), ZP3 (B), IGF-I (C) y GHR (D) de Cyprinus carpio.
El ADN gendmico se representa en color azul, los exones con su correspondiente posicion en nimeros de pares
de bases en color rojo, los cebadores en negro y el amplicon obtenido luego de la PCR en verde.

La reaccién de PCR en tiempo real para GHR y ESR1 muestra resultados similares,
CT de 17,5 y 16 para el ADN gendmico respectivamente, menor a 20 para ADN copia
(Figura 24). Dichos resultados muestran que los cebadores para GHR y ESR1 fueron
disefiados en un mismo exadn, ya que existio amplificacién tanto a partir de ADN copia como de
ADN gendmico y con curvas de fusion muy similares. A su vez podemos detectar que no existio
contaminacién de ADN gendmico en las muestras de ARN ya que utilizando dicho ARN como
molde no hubo amplificacién, los CT para ARN fueron mayores a 30 y/o con temperaturas de
fusion diferentes a las obtenidas para los ADN genémico y copia.

Los cebadores disefiados para ESR2, por el contrario, estan ubicados en diferentes

exones ya que solo se observé aumento de fluorescencia cuando se amplific6 ADN copia y no
hubo amplificacién con el molde de ADN gendmico asi como tampoco con el ARN.
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Figura 24. Graficos de fluorescencia en funcién de los ciclos obtenidos
como resultado de las PCR en tiempo real aplicadas a ADN gendmico,
ADN copia y ARN con los cebadores de ESR1, ESR2 y GHR. Los gréaficos
mas chicos sobre ESR1 y GHR corresponden a los gréficos de fusién de los
productos de amplificacion a partir de ADN copia y ADN gendmico.
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Debido a que la técnica de PCR en tiempo real es altamente sensible y que dicha
sensibilidad esta influenciada, en parte, por la cinética de reaccion de cada pareja de
cebadores, se decidi6 determinar la eficiencia de cada par de cebadores. Con este fin se
utilizaron diferentes diluciones de muestras, de las cuales se conocia que poseian niveles altos
de ARNm para cada gen, se realizé PCR en tiempo real y se determiné el valor del CT. Se
grafic6 CT en funcion del logaritmo de la concentracion de ADN copia utilizado en la
amplificaciéon y se determind la pendiente de dicho gréfico (Figura 25).

A partir de las pendientes calculadas y la aplicacién de la férmula presentada en
metodologia se obtuvo la eficiencia de cada par de cebadores (Tabla 5). Las eficiencias
estimadas fueron mayores a 0,93 y menores que 1, la mayor diferencia entre cada uno de los
pares de cebadores del gen de interés y los de 18S fue 0,02, caracteristicas aceptables para
este ensayo segun el Manual de PCR de Invitrogen.

Se realizaron también amplificaciones para los controles provenientes de la
retrotranscripcion, control sin ARN (NTC) y control con ARN de muestra en la cual se espere
alta concentracion de ARNm de cada gen pero sin M-MLV (NRT). Ambos productos fueron
amplificados, obteniendo CT considerablemente mayores que 30. Los mismos verificaron que
no existia contaminacién en los reactivos ni en el agua (NTC), y verificaron nuevamente que no
existia contaminacion de ADN gendmico en el ARN (NRT) (Lattier y col. 2002).

29

23 \ N .\

— 8
3} \ 3) e
21 6
19 y = -3,500x + 15,01 \‘. y =-3,197x - 1,751 \.
4
17 2
15 T T T T T T 1 0 T T T T 1
4 35 -3 -25 -2 -15 -1 -05 4 3,5 3 25 2 -1,5
log (Concentracién ADN) log(Concentracién ADN)

Figura 25. Gréaficos de CT en funcion del logaritmo de la concentracion relativa de ADN realizados a partir de la
amplificacion de diluciones de muestras control positivas. A. Amplificacion de IGF-1 y B. Amplificacion de 18S a
57°C.
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Tabla 5. Estudio de eficiencia de PCR en tiempo real para
diferentes pares de cebadores.

(o rend g

18S (60°C) -3,38 1,98 0,98
VTG -3,36 1,99 0,99
18S (55°C) -3,40 1,97 0,97
ESR2 -3,45 1,95 0,95
GHR -3,35 1,99 0,99
18S (59°C) -3,46 1,95 0,95
ESR1 -3,42 1,96 0,96
IGF-I -3,50 1,93 0,93

- Estudio de la expresién génica de Pimephales promelas mediante
Q-PCR

Luego de poner a punto la técnica de Q-PCR y haber realizado los controles de
calidad correspondientes, se aplicé dicha técnica a cada muestra de ADN copia por triplicado.
Las curvas de fusion evidenciaron la presencia de un solo pico para cada gen con igual
temperatura de fusion para cada uno de ellos, demostrando que los cebadores permitian
amplificar un solo producto a la vez. En cada experimento se incluyeron blancos de corrida
para evidenciar que no existia contaminacién, sus curvas de amplificacién para los diferentes
cebadores mostraron CT mayores a 30 ciclos, o en casos de blancos con CT menores a este
valor se correspondian con Tm diferentes a las de los genes estudiados (demostrando
presencia de dimeros de primers). Las reacciones de PCR para aquellos genes que
necesitaban las mismas temperaturas y dilucion se realizaron al mismo tiempo y en las mismas
condiciones junto al 18S, obteniendo graficos como los que se muestran en las figuras 26 a 29.
A partir de dichos graficos se obtuvieron los CT para cada corrida, ejemplo de algunos CT para
diferentes genes se pueden observar en las tablas 6 a 9.
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Figura 26. Grafico obtenido a partir de la PCR en tiempo real con los cebadores para VTG y
18S. Se representa la fluorescencia en funcion del nimero de ciclos. Se grafican los resultados
para 18S, y VTG de una hembra expuesta a 450 ng/l de E; y una hembra control. Se
representaron también blancos para cada uno de los genes. En el grafico superior se muestran
curvas de fusién obtenidas para VTG y 18S en la que se grafica fluorescencia relativa en funcién

de la temperatura.

Tabla 6. Ejemplo de valores de CT para
VTG y 18S obtenidos para machos vy
hembras controles y expuestos a 450 ng/l
de E>

 [ovolow | loes

¢ control 13,1 9,21

30 . 35 Ab
Ne Ciclo

Tabla 7. Ejemplo de valores de CT para
ZP3 y 18S obtenidos para machos y
hembras controles y expuestos a 450 ng/I

de E>
CT (18S)

6,74

control 24,4 6,72
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Figura 27. Gréaficos obtenidos a partir de la PCR en tiempo real con cebadores para ZP3
y 18S. Se representa la fluorescencia en funcion del nimero de ciclos. Se grafican los
resultados para 18S, y ZP3 de una hembra expuesta a 450 ng/l de E; y una hembra control. Se
representaron también blancos para cada uno de los genes. En el gréafico superior se muestran
curvas de fusion obtenidas para ZP3 y 18S en la que se grafica fluorescencia relativa en
funcion de la temperatura.
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Figura 28. Gréaficos obtenidos a partir de la PCR en tiempo real con cebadores para ESR2,
GHR y 18S. Se representa la fluorescencia en funcion del nimero de ciclos. Se grafican los
resultados para ESR2, GHR y 18S de un hembra expuesta a 450 ng/l de E,y una hembra control.
Se representaron también blancos para cada uno de los genes. En el grafico superior se
muestran curvas de fusion obtenidas para ESR2, GHR y 18S.
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Tabla 8. Ejemplo de valores de CT para Tabla9. Ejemplo de valores de CT para ESR1,
ESR2, GHR y 18S obtenidos para machos y IGF-l y 18S obtenidos para machos vy
hembras controles y expuestos a 450 ng/l de  hembras controles y expuestos a 450 ng/l de

E>
CT CT CT
ESRZ (GHR) (188) (ESR1) | (IGF-I) | (18S)
3 expuesto 18,2 21,8 3 expuesto 16,5 17,8

16,1 18,1 7,8 & control 17,1 17,4 2,25

174 | 191 | 67 RN 162 | 224 | 252

185/ \ ESRL ESR1 e IGF-|

IGF-I

LS

Fluorescencia —

o
=

02

5 10 15 2 % ] B \eCica 40

Figura 29. Graficos obtenidos a partir de la PCR en tiempo real, con cebadores para
ESR1 e IGF-I. Se grafican los resultados para 18S, ESR1 e IGF-I de una hembra control y una
hembra expuesta a 450 ng/l de E,, cada ensayo se realiz6 por triplicado. En el grafico superior
se muestran curvas de fusién obtenidas para ESR1, IGF-l y 18S.

Se realizaron comparaciones estadisticas de la expresion de cada gen para hembras
y machos utilizando el programa REST version 2009. Para ello se trabajé ingresando a dicho
software los CT obtenidos para cada ADN copia, con cada par de cebadores en los diferentes
tratamientos.

En la figura 30 y la tabla 10 se puede observar el conjunto de los resultados obtenidos
para los seis genes estudiados en hembras expuestas a cada una de las cuatro condiciones.
Cuando se analizaron los CT para VTG en hembras, se observdé un aumento en el nivel de
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ARNm de dicho gen luego de la exposicion a E, tanto a la concentracion 150 ng/l como a
450 ng/l (p valor 0,006 y 0,026 respectivamente). Por otro lado al realizar el mismo analisis
para hembras expuestas a agua de arroyo y efluente industrial observamos una disminucién
significativa de ARNm (p valor 0,047 y 0,002 respectivamente).

Al ejecutar el andlisis de datos de ZP3 en hembras, se observd que al exponerlas a
150 ng/l de E; no hubo cambios significativos en los niveles de ARNm (p valor=0,72), mientras
que al hacer lo mismo con 450 ng/l de E, se aprecié un aumento significativo (p
valor<0,001). Por otro lado el andlisis estadistico de ZP3 tanto para hembras expuestas a agua
de arroyo como a efluente industrial no mostré variacién estadisticamente significativa en el
nivel de ARNm (p valor=0,067 para agua de arroyo y 0,33 para efluente industrial).

En cuanto a ESR1, no se observé cambio en el nivel de ARNm en hembras luego de
exponerlas a ambas concentraciones de E, (p valor=0,51 y 0,45 respectivamente). Pero, por
otro lado, hubo un aumento significativo de dicho ARNm en hembras expuestas al agua de
arroyo (p valor=0,042) y una disminuciébn en hembras expuestas al efluente industrial
(p valor=0,001).

El nivel de ARNm de ESR2 no se vio modificado significativamente en hembras cuando
se realizaron los ensayos con E,, tanto a 150 como a 450 ng/l (p valor=0,93 y 0,24), asi como
tampoco en la exposicién al Arroyo Fray Bentos (p valor=0,14). Sin embargo, dicha expresion
si se vio alterada en los peces hembras durante la exposicion al efluente industrial, sufriendo
un incremento significativo (p valor<0,001).

La expresion de ARNm de GHR en hembras no se percibi6é alterada luego de la
exposicion a ninguna de las concentraciones de E, (p valor=0,35 para 150 ng/l y 0,064 para
450 ng/l), ni tampoco cuando se expusieron al agua de arroyo (p valor=0,083). Sélo se vio
modificada durante la exposicién al efluente industrial, durante la cual sufri6 un aumento de
9,6 veces (p valor<0,001).

Por ultimo, el nivel ARNm de IGF-I no se vio modificado en hembras expuestas al E,
de concentracion 150 ng/l (p valor= 0,068), pero sufrié un significativo descenso de la expresion
al utilizar 450 ng/l de E, (p valor<0,001). Al exponer las hembras al agua de arroyo no se
observd modificacion de la expresion (p valor=0,93), mientras que en aquellas hembras
expuestas al efluente industrial hubo un aumento significativo de 5,45 veces respecto a los
controles (p valor<0,001).
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Figura 30. Resultado del analisis de la expresién relativa de los genes VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e
IGF-1 para hembras expuestas a 150 ng/l, 450 ng/l de E,, Arroyo Fray Bentos y efluente industrial. En el
eje de las ordenadas se grafica la expresion relativa de P. promelas expuestos a las muestras respecto a los
controles. Los asteriscos denotan diferencia estadisticamente significativa entre controles y expuestos, * p
valor< 0.05 y ** p valor < 0.01
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Tabla 9. Resultados obtenidos en la PCR en tiemo real para los ARNm de los genes VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e IGF-I. En la primer fila para cada gen se
expresan las veces que se expresa respecto al control considerado cero, en la siguiente el desvio estandar de los resultados y en la tercer fila el pvalor.

Intervalo de

0,51-18,59 0,21-19,0 0,001-8,22 0,29-28,7 |0,367-4,72 0,30-2,056| 0,10-8,31 0,10-8,31 | 0,04-7,09 0,02-4,96 | 0,12-2,10 0,27-0,81

confianza

<0,001* 0,508 0,316 0,931 0,938 0,349 0,014* 0,068 <0,001* P valor

0,006*

Intervalo de
0,56-5,30 13,45-125 | 0,18-170 0,88-2,10 | 0,33-2,09 1,97-3,01 | 0,30-2,01 0,22-1,27 | 0,20-2,10 0,42-1,47 | 0,16-0,99 0,54-0,87 confianza
0,026* <0,001* <0,001* 0,048* 0,453 <0,001* 0,241 0,055 0,064 0,020* <0,001* <0,001* P valor
Intervalo de
0,05-2,62 0,11-4,23 | 0,63-50,4 4,36-8,19 | 0,55-3,63 0,55-4,50 | 0,02-8,57 0,57-1,89 | 0,013-6,61 0,847-2.621| 0,41-2,56 0,05-0,48 confianza
0,047* 0,497 0,067 <0,001* 0,042* 0,042* 0,143 0,732 0,083 <0,001* 0,935 <0,001* P valor
Intervalo de
0,00-1,95 0,14-2,99 | 0,02-91,5 0,09-0,23 | 0,02-1,40 0,40-1,28 | 0,77-9,85 0,56-7,67 | 2,56-37,0 1,16-4,53 [1,53-57,34 0,64 -3,56 confianza
0,022%* 0,202 0,329 <0,001* <0,001* 0,060 <0,001* 0,003* <0,001* <0,001* <0,001* 0,010* P valor

sopejnsay
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Cuando se expusieron peces machos a E, se observdé un aumento significativo de la
expresion de ARNm de VTG (Tabla 10 y Figura 31). Al ser expuestos a 150 ng/l el aumento
respecto a los controles fue de 13,6 veces (p valor<0,001) y al exponerse a 450 ng/l el mismo
fue de 40,5 veces (p valor<0,001). Mientras que cuando los machos fueron expuestos a agua
de arroyo y efluente industrial no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en
este ARNm (p valor: 0,20 y 0,50 respectivamente).

En el caso de ZP3 no se observaron cambios en el nivel de ARNm en machos cuando
los mismos fueron expuestos a 150 ng/l de E, (p valor=0,72), pero si hubo un aumento
significativo luego de la exposicion a 450 ng/l. Luego de realizar la exposicién al Arroyo Fray
Bentos el nivel de ARNm sufrié un aumento significativo (p valor<0,001), mientras que luego de
la exposicion al efluente industrial no se observaron cambios del mismo.

Al igual que ocurri6 para ZP3, el nivel de ARNm de ESR1 en machos no se vio
modificado en peces expuestos a 150 ng/l de E, (p valor=0,31), pero se incrementd
significativamente luego de la exposicién a 450 ng/l de E, (p valor<0,001). Cuando los peces
machos se expusieron al agua de arroyo mostraron un incremento de ARNm de ESR1
(p valor= 0,042), mientras que luego de ser expuestos al efluente industrial no mostraron
alteraciones ( p valor=0,060).

La expresion de ARNm de ESR2 no se vio modificada significativamente en machos
cuando se realizaron los ensayos con E, y con el agua de arroyo. Dicha expresion en cambio
se vio modificada luego de la exposicién al efluente industrial, sufriendo un incremento
significativo (p valor=0,003).

El nivel de ARNm de GHR disminuyé en aquellos machos expuestos a ambas
concentraciones de E, (p valor= 0,014 y 0,020 respectivamente). Mientras que, por el contrario
se incrementé en forma significativa en peces expuestos a agua de arroyo (p valor=0,001) y
efluente industrial (p valor<0,001).

Al analizar los niveles de ARNm de IGF-I en machos expuestos a ambas
concentraciones de E, se observé una disminucion significativa de expresion (p valor<0,001 en
ambos casos). Iguales resultados se obtuvieron luego de la exposicion al agua de arroyo
(p valor<0,001). Por el contrario, la exposicién al efluente industrial provocd un significativo
aumento de dicho ARNm (p valor=0,01).
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Figura 33. Resultado del analisis de la expresion relativa de los genes VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e
IGF-1 para machos expuestos a 150 ng/l, 450 ng/l de E», arroyo Fray Bentos y efluente industrial. Los
asteriscos denotan diferencia estadisticamente significativa entre controles y expuestos, * p valor< 0.05 y

** pvalor < 0.01
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4.2. Actividad estrogénica determinada mediante YES

La levadura modificada ha respondido frente a la presencia del compuesto
estrogénico, 17p-Estradiol. La misma ha aumentado su actividad B-galactosidasa al exponerse
a dicho disruptor (Figura 32), el aumento de la actividad relativa respecto al logaritmo de la
concentracion de E2 es de tipo sigmoideo, entre 1,75 ng/l y 7,5 pg/l de E,.
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Figura 32. Actividad relativa de la B-galactosidasa de Saccharomyces cerevisiae
recombinante obtenida luego de la exposicién de dichas levaduras a diferentes
concentraciones de 17 B-estradiol.

Para los datos de actividad relativa obtenidos se realiz6 un ajuste segun la funcion de
Hill y se obtuvieron los valores de parametros de la ecuacién los cuales se observan en la
Tabla 11. Se puede apreciar que la respuesta maxima obtenida esta entre 59 y 99 % de
actividad total. Se determind también el valor de Km (1.85+0.09) el cual corresponde al
logaritmo de la concentracion de E, para el que la actividad relativa alcanza el 50% del total. A
partir del valor de Km calculado se calcul6 el EC50 (concentracion efectiva 50%),
concentracion de 17 B-estradiol con la cual se produce una actividad estrogénica igual al 50 %
del méaximo obtenido, el EC50 se calcula como la potencia en base 10 del valor de Km y es de
71 +13 ng/l. Este valor concuerda con los obtenidos con la misma cepa por Gaido en 1997
(65,948 ng/l) y por Routledge en 1996 (55,3 + 18 ng/l).

El coeficiente de correlacion de la curva de calibraciéon fue 0,976, aceptable segun
publicaciones anteriores en que un R*>0,95 era considerado un buen valor (Nelson, 2007).

Se determinaron también los valores NOEC (mayor concentracién sin efecto
observable) y LOEC (menor concentracion con efecto observable), los cuales fueron 30 vy
59 ng/l respectivamente. Si comparamos los resultados con los obtenidos por Gaido (1997) y
Routledge (1996): 8 ng/l (NOEC) y 27 ng/l (LOEC), los valores de este estudio son mayores.
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Para determinarlos mas precisamente, restaria realizar mayor nUmero de ensayos con nuevos
puntos entre ambas concentraciones.

Tabla 11. Valores de los parametros obtenidos
parala funcién de Hill. Calculada luego del ajuste
de datos con el programa SIMFIT

Parametro Valor

Vinax 79 + 20
K 1.85 + 0.09
C 3.880
n 19.87

r’=0.976

119,87
Re spuesta = 79,07 Dosls +3,880

1,851"% + Dosis™*®

El limite de deteccidn (LD) se determiné a partir de la realizacién de 10 blancos, con el
agregado de 5 pl de etanol absoluto al cultivo de levadura modificada. Se calcul6 como la
concentracion correspondiente de E, para la actividad relativa promedio obtenida mas tres
desvios estandares. El resultado obtenido fue de 55 ng/l (21,9 % de actividad relativa).
Coincide este valor con el EC20 para este ensayo, valor arbitrario utilizado como limite de
deteccidn por Lorenzen (2004).

Tabla 12. Resultados de estrogenicidad para arroyo Fray Bentos y efluente industrial

Muestras Actividad relativa Resultado
promedio (%) (ng/l)

Arroyo Fray Bentos 21 No detectable

Efluente industrial 21 No detectable

LD: 55 pg/l

Las muestras ensayadas no presentaron actividad estrogénica por encima del limite
de deteccién del método (Tabla 12). Para el ensayo de cada muestra, como se describid en
metodologia, se realiz6 una toma de 1 litro y luego de su filtracion se concentré hasta un
volumen final de 1 ml, por lo que el limite de deteccion considerado para compuestos
estrogénicos en la muestra fue de 55 pg/l. Ambas muestras arrojaron actividades estrogénicas
menores al limite de deteccion.
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5. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la posible capacidad de disrupcion
endécrina en el agua del Arroyo Fray Bentos y en un efluente industrial de una planta de
produccion de pulpa de celulosa con tratamiento secundario. Para ello se realizaron ensayos
de exposicién de 21 dias con Pimephales promelas frente a dichas muestras, a controles
positivos y negativos. Se compararon caracteristicas anatomicas, puesta de huevos, niveles de
proteina VTG medidos mediante un Kit ELISA especifico para dicha especie y niveles de
ARNmM de genes implicados en la ovogénesis y la regulacién endécrina por medio de RT-Q-
PCR. También se utiliz6 un biosensor, Saccharomyces cerevisiae recombinante, para
determinar la presencia de compuestos estrogénicos en ambas muestras.

El tiempo de exposicion utilizado en el presente trabajo fue seleccionado en base a
investigaciones anteriores. En las mismas, los tiempos aplicados fueron muy variables, desde
relativamente largos, de 21 a 30 dias, con el fin de encontrar modificaciones en algun
parametro fisiolégico (Rickwood y col. 2006), hasta periodos muy cortos de 2 a 7 dias,
considerados suficientes para identificar induccion o represion de genes especificos y de
procesos metabolicos (Denslow y col. 2004). El periodo considerado en este caso fue de 21
dias, tiempo suficiente para poder evaluar no solo efectos a nivel molecular sino también a
nivel fisiolégico.

Hasta la fecha existen en la bibliografia muy pocos antecedentes que analicen
muestras quimicas complejas como lo son las estudiadas en esta investigacion (Werner y col.
2010; Thorpe y col. 2009; Rickwood y col. 2008) y dentro de ellas una minoria ha realizado
andlisis de los niveles de ARNm de varios genes indicadores de disrupcion como los realizados
en el presente trabajo (Werner y col. 2010). Por el contrario, la mayoria de los estudios
existentes al dia de hoy se basan en conocer los efectos de determinados compuestos
guimicos en forma individual, como por ejemplo el EE,, el agonista de estr6genos mas
ampliamente estudiado (Miles-Richardson y col. 1999; Seki y col. 2002; Miracle y col. 2006;
Warner y col. 2012; Lerner y col. 2012, Hanson y col. 2012; Adedeji y col. 2012).

Luego de trascurridos los 21 dias de exposicion en el presente ensayo, ninguna de las
dos muestras objetivos ni controles positivos de estrogenicidad, a los cuales se expusieron los
P. promelas, produjeron efectos sobre la morfologia o las caracteristicas anatomicas de los
peces. Estos resultados son comparables a los obtenidos en varios ensayos con P. promelas
expuestos por el mismo periodo a muestras similares (Werner y col. 2010, Filby y Tyler 2007°,
Thorpe y col. 2007).

Los pesos de dichos ejemplares fueron de 1,7+0,3 g para las hembras y de 2,1+0,4 g
para los machos, se estimaron los largos en 4,8+0,2 cm en hembras y en 5,6£0,4 cm en
machos, caracteristicas similares a las descriptas para dicha especie por Ankley y Johnson
(2004).

Los KFs obtenidos tampoco mostraron diferencias, indicando con ello que el balance
energético de los peces se mantuvo constante. Existen en la bibliografia antecedentes de
cambios en el KF de P. promelas, pero en condiciones diferentes a este ensayo, como por
ejemplo, incrementos de KF de adultos luego de exponerlos a efluentes de plantas de pulpa de
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celulosa durante varios meses (Environmet Canada, 2003), de larvas frente a 1000 ng/l de E,
(Liao, 2009), o de juveniles frente a 760 g/l del fitoestrégeno Genisteina (Panter y col. 2002).

No se observaron tampoco modificaciones en los valores de pesos gonadales, ni en
los IGS en los ensayos de exposicidn para ninguno de los sexos. Estos resultados concuerdan
con lo obtenido en varios trabajos anteriores, por ejemplo al exponer P. promelas a 15 ng/l de
EE, (Thorpe y col. 2009), o a un efluente cloacal (Ankley y col. 1998) durante periodos de
tiempo similares. Cabe aclarar que segun la publicacién de Nishihara y col. (2000) el EE, es
alrededor de 200 veces mas estrogénico que el E,, y que dicha relacion de actividad se
mantiene del mismo orden a todos los niveles de concentracion. Los valores de IGSs
encontrados en nuestros ensayos fueron entre 10 y 14 % para las hembras y entre 1 a 1,7 %
para los machos, similares a los reportados en la bibliografia, los cuales rondan entre 8 y 14 %
para hembras y entre 1y 2 % para machos (Ankley y col. 1998).

Tabla 13. Efectos evaluados mediante RT-Q-PCR en los ARNm de VTG, ZP3, ESR1, ESR2, GHR e IGF-I. Las
casillas de color rojo representan que existio un efecto estrogénico y las casillas celestes la presencia de un efecto
opuesto al estrogénico.

VTG ZP3 ESR1 ESR2 GHR IGE-I

HEMBRAS | MACHOS

HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS | MACHOS | HEMBRAS | MACHOS

Arroyo
Fray
Bentos

Efluente
industrial

Controles positivos de estrogenicidad

Cuando los peces se expusieron a 150 ng/l de E, la puesta de huevos se vio
incrementada significativamente luego del dia 8, mientras que cuando se lo hizo a una
concentracion mayor (450 ng/l de E,) no se observé modificacién en la misma. Segun estos
resultados el efecto estrogénico parece producirse solo a bajas concentraciones, no teniendo
respuestas a mayores niveles estrogénicos. Dicha observacién tiene cierta similitud con los
resultados obtenidos por Pawlowski y col. (2004), quienes luego de exponer P. promelas
durante 21 dias a EE,, observaron un incremento en el ndmero de huevos a bajas
concentraciones (1 ng/l) y una disminucién a mayores niveles (100 ng/l). En el presente caso la
concentracion 450 ng/l de E, es equivalente a una intermedia respecto a las aplicadas por
Pawlowsky (segun lo publicado por Nishihara y col. (2000) y antes mencionado) por lo que
dicha concentracion probablemente fue insuficiente para causar el mismo efecto que el
observado por Pawlosky a 100 ng/l de EE..

En el presente trabajo, se determind también la concentracion de la proteina VTG por
medio de ELISA especifico en homogeneizados de higados de peces de cada acuario. Luego
de la exposicion a ambas concentraciones de E, la VTG en machos se incrementd
significativamente. Dicho incremento fue mayor a mayores concentraciones de E,, a tal punto
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que el nivel de VTG producida en machos lleg6 a superar luego de la exposicioén a 450 ng/l los
niveles producidos por las hembras en condiciones normales, dando la pauta de que en
machos existe una relacién dosis respuesta entre la produccion de VTG vy la concentracién de
E, a la cual se exponen. A igual conclusion llegaron Rani y col. (2009) luego de exponer Danio
rerio a diferentes concentraciones de E, y observar mediante ELISA que la produccion de la
proteina VTG en machos se incrementaba proporcionalmente con la dosis.

La pobre capacidad de los machos de eliminar la VTG del plasma y la acumulacién de
la misma son probablemente las responsables de generar un desequilibrio en sus organismos
(Thorpe y col. 2007). La induccidn de la proteina VTG en machos se asocia con la presencia de
efectos adversos sobre la salud de los mismos y su supervivencia. Aunque también se han
reportado consecuencias ambientales mas amplias, como alteraciones en la reproduccion, en
la produccion de huevos de las hembras y la viabilidad de la descendencia (Thorpe y col.
2007).

En ensayos similares, se observé por medio de ELISA la induccién de proteina VTG
en machos P. promelas luego de la exposicién a 120 ng/l (Van den Belt, 2004) y 29 ng/l de E,
(Thorpe y col. 2007). Aunque no se utilizaron concentraciones tan bajas, en el presente ensayo
se verificd que la maquinaria productora de VTG de machos responde a un nivel de 150 ng/l de
E, y que este es un buen indicador de estrogenicidad en machos a partir de dicha
concentracion de E, o equivalente.

En las hembras expuestas a 150 ng/l de estradiol se observé disminucion de la
proteina VTG en higado. Dicha disminucién se opone a lo esperado y al incremento del nimero
de huevos, pero coincide con lo descripto por Crago y col. (2011), quienes observaron que la
expresion de VTG en hembras de P. promelas se relacionaba directamente con la produccion
de huevos durante los primeros 11 dias de exposicion a estradiol, perdiendo luego la
proporcionalidad entre las mismas y comenzando a disminuir. Dicho autor propone como
probable causa de ello el estrés que los peces sufren durante la exposicion a niveles
anormales de estrégenos,

A partir de los higados de peces expuestos a E, y a ambas muestras objetivo se
extrajo ARN total, se obtuvo ADN copia por retrotranscripcion, y este fue utilizado como molde
para reacciones de amplificacion por Q-PCR con cebadores especificos que permitieran
cuantificar en forma relativa los niveles de ARNm de ciertos genes de interés implicados en la
regulacion enddcrina.

Uno de los ARNm estudiados fue el de VTG, el nivel de expresién de este sufrié un
aumento significativo en ambos sexos luego de los ensayos de exposicion a ambas
concentraciones de estradiol. Dichos resultados concuerdan con lo esperado debido a que el
estradiol induce en el higado la sintesis de VTG y coinciden con los resultados de varios
trabajos donde se aplic6 RT-Q-PCR, como fueron los obtenidos por Biales y col. (2007) luego
de exponer P. promelas a 10 ng/l de EE, durante 21 dias, y por Lattier y col. (2002) exponiendo
a 20 ng/L de EE; durante el mismo periodo de tiempo.

La expresion del ARNm de ZP3 también se vio incrementada significativamente en
ambos sexos, pero solamente luego del tratamiento con 450 ng/l de E,. Dichos resultados
concuerdan con los obtenidos por Aruke (2006) el cual luego de exponer Oncorhynchus mykiss
(Trucha arcoiris) a 10 ng/L de EE;, observé mediante micro arreglos y RT-Q-PCR un incremento
en el ARNm de ZP3 hepética.
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Tanto para el nivel de expresion proteica de VTG como de los ARNm de VTG y de
ZP3 se esperaba un incremento mas significativo en machos que en hembras luego de la
exposicion a agentes estrogénicos. Esto se debe a que las hembras tienen en forma natural
una mayor expresion de dichos ARNm y proteinas y a que probablemente dicha expresién sea
mucho més regulada que en machos debido a su necesidad habitual de sintesis (Lattier, 2002).
De todas formas esta condicién se cumplié solo para VTG, ya que ZP3 increment6 mas su
expresion en hembras que en machos luego de exponerse a E,, sugiriendo con ello que la
regulacion de ambos genes es diferente.

Respecto a la respuesta de los receptores de estrégenos frente a estradiol no se
obtuvieron cambios en la expresion de ARNm de ESR2 luego de la exposicion a ambas
concentraciones de E,, mientras que el nivel de ARNm de ESR1 se increment6 solo en machos
luego de la exposicion a 450 ng/l. Investigaciones anteriores muestran resultados similares,
Filby y Tyler (2005) mediante un ensayo de exposicion de 14 dias a niveles similares de E, y la
aplicacion de las mismas técnicas moleculares en higados de machos, detectaron un
incremento en el ARNm de ESR1 y no observaron modificaciones en la expresion de ESR2.
Aflos mas adelante se volvié a describir en la misma especie que el nivel de ARNm de ESR2
no aumentaba por exposicion a estrogenos (Chakraborty y col. 2011).

Segun lo publicado en la bibliografia la induccién de la expresiébn de VTG es
consecuencia de la interaccion de estrégenos con sus receptores (ESR1) y la acciéon de estos
sobre los ERE ubicados en los promotores de VTG. La mayor expresién de VTG pero no de
ESR1 luego de los 21 dias de exposicion, sugiere que la expresiéon de ESR1 se puede haber
incrementado solo transitoriamente a los pocos dias de tratamiento (induciendo la sintesis de
VTG) sin poder ser apreciados cambios al final del periodo. Resultados similares describieron
Adedeji y col. (2012), los cuales expusieron P. promelas a 10 ng/l de un estrégeno artificial
como el DES durante 10 dias, obteniendo incremento de ARNm de ESR1 en higado a la mitad
del periodo y disminucién al final del mismo.

Luego de la exposicion a E, se observé disminucién en la expresion de ARNm de GHR
e IGF-l de machos. En condiciones normales GH actia sobre las células hepaticas
interaccionando con GHR e induciendo el incremento de su expresion. El aumento de GHR a
su vez provoca que la expresion de IGF-I hepatica también se incremente, relacionandose
ambos incrementos con el crecimiento somatico (Filby y Tyler, 2007%). Por el contrario la
presencia de sustancias estrogénicas enddgenas o exdégenas (como en el presente ensayo)
disminuye la expresion de GHR, implicando también una disminucién en IGF-I. El mecanismo
exacto de como los estrégenos actuan sobre los GHR no es conocido aun, probablemente
reduzcan la accién de GHR, regulando negativamente su expresion, suprimiendo las sefiales
enviadas por GH, o ambas al mismo tiempo (Lerner y col. 2012).

Otros investigadores obtuvieron resultados similares. Filby y Tyler (2007)", luego de
exponer 21 dias P. promelas a 10 ng/l de EE,, observaron mediante RT-Q-PCR, disminucion
de los niveles de ARNm tanto de GHR como de IGF-I en machos. Similares resultados fueron
obtenidos por Nelson en 2010, luego de realizar el mismo ensayo con 35 ng/l de E, durante
14 dias de exposicion.
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Exposicion a Arroyo Fray Bentos

En el anexo Il se presentan los resultados obtenidos en otra investigacion llevada a
cabo en el LATU, en la cual se estudi6 la presencia de compuestos estrogénicos en el agua de
Arroyo Fray Bentos durante el periodo en el cual fue extraida la muestra para el presente
trabajo. Dentro de los compuestos estrogénicos que fueron detectados se encuentran; bajas
concentraciones de 4-para-nonilfenol, Para-ter-octilfenol, sustancias presentes en detergentes
y tensioactivos eliminadas en efluentes industriales y domésticos, ambos compuestos con
efecto disruptor estrogénico descripto sobre GHR e IGF-I (Lerner y col. 2012), y otros como
estrona, estradiol y estriol (E;, E, y Es respectivamente), eliminados en efluentes domeésticos
cloacales. Ademas de los compuestos mencionados, no se puede descartar la presencia de
otros no investigados en dicha oportunidad. Todos ellos podrian ser la causa de los efectos
disruptores, a su vez independientemente de sus concentraciones, los mismos pueden
interactuar entre ellos potenciando y/o antagonizando sus efectos.

En el presente trabajo, luego de 12 dias de exposicion al agua del Arroyo Fray Bentos
la cantidad de huevos puestos en los sustratos sufrié un incremento drastico respecto a los
controles, llegando a un total de 4500 huevos al dia 21, el doble de los totales obtenidos en los
controles. Los gréaficos de frecuencia acumulada en funcién de los dias al exponer los peces al
agua de arroyo y a 150 ng/l de E, poseen comportamientos similares, diferenciandose en que
el incremento de puesta de huevos en acuarios con agua del Arroyo Fray Bentos comenz6 a
observarse en forma mas tardia que en aquellos con E,, dia 12 contra dia 8 respectivamente,
pero generando en el primer caso un incremento mayor en la frecuencia acumulada de puesta.
Probablemente estos resultados se deban a la presencia de compuestos con accion
estrogénica, pero diferentes al E,, los cuales generan un efecto mayor pero mas tardio que
este ultimo.

Luego de exponer los peces P. promelas al agua de Arroyo Fray Bentos también se
midi6 la concentracion de proteina VTG por medio de ELISA especifico y el nivel de ARNm de
VTG por RT-Q-PCR. Se observé en hembras disminucién de la expresion de la proteina y del
ARNm de VTG. Ambos efectos concuerdan entre si, sin embargo debido a los efluentes
municipales vertidos al arroyo y el potencial estrogénico descripto para este tipo de efluentes
(Jobling y col. 1998; Panter y col. 1998; Lattier y col. 2002), se esperaba en la presente
muestra la presencia de efectos estrogénicos capaces de incrementar los niveles de proteina y
ARNmM de VTG en ambos sexos. La disminucién de la produccién de proteina VTG en hembras
de P. promelas expuestas a una muestra similar fue descripta como un efecto producido por
compuestos antiestrogénicos, presentes en efluentes con efecto estrogénico por Thorpe y col.
2007.

El incremento en la frecuencias de puesta y la menor expresion de proteina VTG
sugiere la posibilidad de que se haya producido un mayor nimero de huevos con menor
concentracion de proteinas ovogénicas, lo cual seria perjudicial para la viabilidad de los huevos
(Arukwe y Goksoyr, 2003), parametro del cual no se tiene informacion disponible.

Por su parte, la expresién tanto de la proteina como del ARNm de VTG de machos no
sufrieron modificaciones al final de los 21 dias de exposicion al Arroyo Fray Bentos, no
coincidiendo tampoco con lo obtenido luego de la exposicién a ambas concentraciones de E,,
luego de las cuales la VTG se incremento significativamente.

72



Discusion 5

El ARNm de ZP3 fue otro de los ARNm estudiados, su expresion no se modificé en
hembras, pero se vio aumentada en forma significativa en machos expuestos al agua del
Arroyo Fray Bentos. EI mantenimiento constante de la VTG y el incremento producido del
ARNm de ZP3 en machos expuestos al Arroyo Fray Bentos, sugiere que la regulacion de la
expresion de ambos ARNm es diferente tal cual lo reportd Liu y col. (2006) y apoya
nuevamente la hipotesis planteada antes de que en esta muestra estan presentes compuestos
estrogénicos diferentes al E, utilizado como control positivo, a los cuales es sensible la
expresion de ARNm de ZP3 en machos pero no la del ARNm de VTG.

El nivel de ARNm de ESR1 luego de la exposicion al agua de arroyo sufrio un
incremento estadisticamente significativo en ambos sexos, mientras que el ARNm de ESR2 no
tuvo ninguna modificacion en ninguno de los sexos. Aunque para este Ultimo gen se observo
una tendencia a la disminucién en hembras, pero ésta no resultd estadisticamente significativa.
Ambas respuestas coinciden con lo esperado luego de un efecto estrogénico. Segun se
describe en la bibliografia los niveles de ARNm de los genes ESR1 y ESR2 tienen respuestas
opuestas frente a los estrégenos (Zhang y col. 2008). Los mismos inducen el incremento de la
expresion de sus receptores tipo 1, pero no los de tipo 2 (Filby y Tyler, 2005). Estos ultimos se
encuentran mas relacionados con el receptor de andrégenos (Naderi y Hughes, 2008), e
incrementan su expresion por acciéon de andrégenos o antiestrégenos. En general el nivel de
ESR2 no se madifica o disminuye frente a un estrégeno, tal cual fue la tendencia observada en
las hembras en este caso, y los resultados obtenidos por Bluthgen y col. (2012) mediante RT-
Q-PCR luego de inyectar Danio rerio con 8,4 ug/k/dia de una sustancia estrogénica como el
BPA. En el este trabajo se incluy6 la evaluacion de los cambios de niveles de ARNm de ambos
receptores con el fin de caracterizar mejor las respuestas tanto a compuestos estrogénicos
como androgénicos potencialmente presentes en nuestras muestras.

Segun la bibliografia ESR1 juega un papel principal en la regulacion transcripcional de
la VTG, mientras que ESR2 probablemente no tiene funcién en dicho proceso (Filby y Tyler,
2005). En soporte de ello, la expresion de ESR1 se incrementa progresivamente con el
desarrollo sexual de las hembras y con la exposicién a fuentes estrogénicas, no siendo asi
para ESR2 (Filby y Tyler, 2005).

En el presente ensayo, a pesar de obtener una respuesta positiva en la expresion de
ESR1 no se observo incremento en VTG. Probablemente ello sea debido a que la induccion del
ESR1 no fue suficiente para incrementar el nivel de VTG o a que la muestra presentaba algun
compuesto que interferia con la accion de ESR1 sobre el promotor de VTG no permitiendo la
induccién de su expresion.

Otros de los ARNm analizados fueron de GHR e IGF-I. El eje GH-IGF-I junto a las
hormonas tiroideas y corticosteroides juega un papel crucial en la regulacion de multiples
funciones fisiol6gicas, crecimiento, diferenciacion, metabolismo, reproduccion, respuesta
inmune, osmo e ionoregulacion. GH induce el incremento de GHR e IGF-I en las células
hepaticas, y este se relaciona en forma proporcionalmente positiva con la tasa de crecimiento y
en forma inversa con la concentracion de estrogenos (Filby y Tyler, 2007%). La produccion de
IGF-I hepatica depende de la unién de GH a sus receptores en dicho érgano blanco.

Las sustancias estrogénicas pueden disminuir la expresion de GHR regulando en
forma endogena el crecimiento y la osmoregulacion, y con ello la resistencia a la salinidad,
durante la maduraciéon o la migracion de adultos. Sin embargo, cuando los estrogenos son
exogenos, también pueden ejercer el mismo efecto reduciendo la expresion de GHR y
alterando el eje GH-IGF-I. (Lerner y col. 2012).
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Los niveles de ARNm de GHR e IGF-I en higados de peces expuestos al agua del
Arroyo Fray Bentos no sufrieron cambios significativos en hembras, mientras que en machos
se aprecié un aumento significativo en el ARNm de GHR y una disminucién de IGF-I de
9 veces respecto al control. Ambos resultados de machos se contrarrestan entre si, dado que
segun lo mencionado antes, se esperaba que el nivel de expresion de GHR e IGF-I tuviera una
relacion directa entre ellos. Dicha respuesta intrincada, es indicadora de que existen otros
factores que regulan la expresion de IGF-1 ademas de GHR y puede deberse a la complejidad
de la muestra y la presencia de diversos compuestos, los cuales pueden actuar en diferentes
puntos del sistema enddcrino causando efectos opuestos.

Los cambios en los niveles de expresion de los diferentes genes estudiados en los
peces expuestos a estradiol y a agua de Arroyo Fray Bentos nos dan la pauta de que el agua
de Arroyo Fray Bentos no presenta un perfil claro sobre los efectos disruptores provocados.
Los presentes resultados apuntan a que algunos de los efectos de dicha muestra tienen
similitudes con los causados por compuestos estrogénicos, produciendo cambios en la puesta
de huevos similares a los producidos por 150 ng/l de E,, modificando la expresion de ARNm de
ESR1 y ZP3 tal cual sucedio luego de la exposicion a 450 ng/l de E,, disminuyendo la expresion
de ARNm de IGF-I e induciendo una tendencia a la disminucion de ARNm de ESR2 en
hembras. También debemos considerar que produjo efectos opuestos a los de un disruptor
estrogénico como fueron la disminucion de VTG en hembras y el incremento de GHR en
machos, posiblemente ambos resultados sean causa de la mezcla compleja de compuestos
presentes en la muestra con la cual se trabajo.

Se debe considerar que el nivel y el tipo de contaminacién presentes en el agua del
Arroyo Fray Bentos puede ser muy variable, dependiente de las precipitaciones y de vertidos
puntuales de efluentes municipales u otras fuentes. También cabe recordar que el tipo de
muestreo realizado en el presente trabajo fue puntual, por tanto los resultados obtenidos
corresponden a una ventana de informacion en cierto punto del espacio y del tiempo para el
agua de dicho arroyo.
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Exposicion a Efluente industrial de planta de celulosa

Luego de 21 dias de exposicion al efluente industrial, la frecuencia de puesta de
huevos en acuarios de exposicion disminuyd con respecto a acuarios control. Dichos
resultados concuerdan con los obtenidos en otros ensayos similares, en los cuales se
expusieron P. promelas durante 10 y 21 dias a efluentes de tratamiento secundario de plantas
de celulosa puros (Kovacs y col., 2005 y 2011 respectivamente).

Concuerdan a su vez con lo obtenido por Pawlosky en 2004 el cual observd
disminucioén en la puesta de huevos a altas concentraciones estrogénicas, pero se oponen a
los observados en el presente ensayo luego de la exposicion a 150 ng/l de E, en los cuales la
puesta de huevos se incrementé. A partir de estos resultados se podrian realizar dos planteos,
gue la muestra posee actividad androgénica debido al efecto opuesto al producido por el
estradiol; o una alta estrogenicidad concordando con los resultados obtenidos por Pawlowski.

El decrecimiento en la produccién de huevos en peces expuestos a efluentes de planta
de celulosa también se puede correlacionar con los bajos niveles de DBO de la muestra (ver
Anexo II), ya que los valores de DBO en efluentes se han utilizado como predictores de los
efectos sobre la reproduccién de peces, siendo DBO menores de 20mg/l considerados
negativos para la reproduccion (Kovacs y col. 2011; Costigan y col. 2012).

En cuanto a los niveles de expresiéon de VTG no se observd modificacién en los
niveles de proteina en ningln sexo, ni ARNm en machos expuestos a dicho efluente, sin
embargo en hembras se obtuvo una disminucion de més de 10 veces en dicho ARNm luego del
periodo de exposicion. Dicha disminucibn en hembras también se opone a los efectos
esperados luego de una exposicién a estrogenos y a su vez puede conectarse con el efecto de
disminucién de puesta de huevos. Los presentes resultados son similares a los obtenidos por
Denslow y col. (2004), quienes, bajo las mismas condiciones, tipo de muestra y metodologia,
detectaron disminucion de ARNm de VTG en higado de hembras P. promelas.

Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que la proteina y el ARNm de VTG
de hembras no respondieron de la misma forma frente a dicho efluente, posiblemente la
respuesta de disminucion de la proteina sea posterior en el tiempo a la del ARNm. Para
determinar este efecto deberia realizarse un ensayo de exposicion durante mayor tiempo
verificando los cambios en los niveles de ambos.

La variacibn de VTG en hembras y el nimero de huevos reflejan que existen
alteraciones en el tiempo de maduracion de los ovocitos y disrupcion en el balance de
esteroides sexuales. La baja de VTG en hembras afecta la produccion de nimero de huevos,
pero segun lo publicado por Thorpe y col. (2007) no parece afectar la viabilidad de los
embriones, parametro del cual no se tienen datos en el presente trabajo. En base a ello se
podria afirmar que en las hembras se altera el tiempo de maduracion de los huevos
compensando la baja produccion de VTG y proveyendo del nivel minimo de nutrientes
manteniendo la sobrevivencia de los embriones (se incrementa el tiempo de maduracion
produciendo menor cantidad de huevos).

De todas formas la relacién existente entre la cantidad de huevos producidos y la
concentracion de proteina VTG y su ARNm no ha sido completamente comprendida. Segun el
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trabajo de Thorpe en 2009, parece existir una discordancia entre la produccién de proteina y la
de huevos. Se debe considerar que la regulacion endocrina de la gametogénesis y de la
ovulacién es mucho mas compleja e intrincada que la de la expresion de VTG. Como se sefialo
antes, los estrégenos actlian sobre tres tipos de receptores suprimiendo o activando una gran
cantidad de puntos del eje HPG a través de los cuales regulan la gametogénesis y la ovulacion,
mientras que solamente actlan sobre el ESR1 presente en higado para regular la sintesis de
VTG (Katsu y col. 2007).

Por otra parte los niveles de ARNm de ESR1 en higados de peces hembras expuestas
al efluente industrial disminuyeron significativamente, oponiéndose también dicha respuesta a
lo esperado luego de un efecto estrogénico. La disminucion de ESR1 en hembras puede
deberse a la presencia de un efecto antiestrogénico generado por una sustancia capaz de
unirse a los receptores de estrégeno no permitiendo que estos actlen e incrementen su
expresion, o también puede ser consecuencia de una sustancia androgénica no aromatizable
que provoque respuestas endocrinas opuestas a los estrégenos.

En contraste con la disminucion del ARNm de ESR1 se observé un incremento
significativo en los niveles de ARNm de ESR2 en ambos sexos. Dicha observacidon sigue en
concordancia con los resultados anteriores para esta muestra, dado que también es una
consecuencia de un efecto androgénico o antiestrogénico.

Como ya fue sefialado anteriormente, se ha descripto que los niveles de ARNm de los
genes ESR1 y ESR2 tienen respuestas opuestas (Zhang y col. 2008). ESR2 se encuentra mas
relacionado con el receptor de androgenos (Naderi y Hughes, 2008), respondiendo y
aumentando su expresion en las mismas condiciones que este ultimo, siendo utilizado en
muchos casos como bioindicador de androgenicidad junto al receptor de andrégenos (Werner y
col. 2010). Las funciones de ESR2 no se conocen bien hasta el dia de hoy (Filby y Tyler, 2005),
la regulacion al alza de su expresion en testiculo, en el periodo de diferenciacién testicular
implica que los subtipos ESR2 pueden desempefiar un papel principal en el desarrollo gonadal
masculino y la espermatogénesis en los peces, pudiendo ser ello la causa de su respuesta
positiva frente a andrégenos (Chakraborty y col. 2011).

Nuestros resultados concuerdan con los alcanzados por Werner y col. (2010), quienes
observaron por medio de RT-Q-PCR un incremento en la expresion de ARNm de ESR2 en
higados de machos P. promelas expuestos a un efluente con tratamiento secundario de una
industria de celulosa.

Luego del periodo de exposicion al efluente industrial se produjo también un
incremento en el nivel de ARNm de GHR e IGF-I en ambos sexos, siendo mayor el incremento
en hembras. En concordancia con lo obtenido para esta muestra el incremento de ambos
ARNmM también coincide con un efecto androgénico o antiestrogénico.

Los andrégenos o antiestrégenos inducen el incremento de GH con el fin de estimular
el crecimiento somatico y esta a su vez incide positivamente sobre la sintesis de sus propios
receptores en el higado incrementando en consecuencia la sintesis de ARNm de IGF-1 (Filby y
Tyler, 2007%).

Los efectos obtenidos en el presente trabajo luego de la exposicidn a esta muestra
indican la presencia de compuestos que actian como EDC interfiriendo en el desarrollo normal
de los peces y se comportan en forma opuesta a los estrogenos. Por ejemplo, disminuyendo
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VTG y ESR1, los cuales son genes de respuesta positiva frente a estrogenos y aumentando
GHR, IGF-l y ESR2 los cuales responden de forma negativa a las sustancias estrogénicas.

Los presentes resultados sugieren que el efluente industrial posee un efecto
androgénico o antiestrogénico. La presencia de andrégenos y/o antiestrogenos es dificil de
diferenciar, ambos pueden actuar por vias diferentes, con diferentes modos de accion y/o
mecanismos moleculares, pero teniendo como resultado la capacidad de crear los mismos
fenotipos (Filby y Tyler, 2007°).

En el anexo Il se presentan los resultados obtenidos al analizar los compuestos
estrogénicos presentes en este efluente. Entre otros compuestos disruptores se encuentran: Di
(2-etilhexil) ftalato (DEHP) y 4-para-nonilfenol, el primero de ellos antiandrogénico y el segundo
estrogénico segun Satoh, 2008. De todas formas mas alla de la presencia de estas sustancias
no podemos descartar que la muestra posea también compuestos androgénicos o
antiestrogénicos con actividad disruptora mas poderosa que los estrogenos presentes, los
cuales no hayan sido determinados en dicha investigacion.

Tabla 14. Comparacién de resultados en cambio de los niveles de la proteina y el
ARNm de VTG en higado de P. promelas expuestos a E,, Arroyo Fray Bentos y
Efluente industrial. Las casillas de color rojo representan que existi6 un incremento de
VTG y las casillas celestes que se produjo un descenso de la misma.

Hembras Machos

Proteina ARNmM VTG Proteina ARNmM VTG
VTG VTG

E, (150ng/1)

E2 (450 ng/l)
Arroyo Fray Bentos
Efluente industrial

Comparacion de la determinacién de proteinay ARNm de VTG

La deteccién de proteina VTG y su ARNm por medio de ELISA y RT-Q-PCR en
hembras no tuvo resultados concordantes luego de la exposicion a E, (Tabla 14). Estos
resultados sugirieren que el estudio de los niveles de ARNm puede ser mejor marcador de
disrupcién en hembras.

Sin embargo, en machos se observé tanto un incremento en los niveles de ARNm
como de proteina VTG para los peces expuestos a estradiol. Se puede afirmar que, tanto la
determinacion de cambios a nivel de la expresion proteica como de ARNm de VTG son buenos
indicadores de estrogenicidad en machos y que ambas son excelentes metodologias para su
determinacion.

Los peces machos tienen la maquinaria necesaria para la sintesis de VTG, pero deben

presentar mecanismos de controles diferentes y menos estrictos que los presentes en
hembras. Lo que puede explicar, como se mencion6 antes, que en machos un aumento de
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estradiol determine un aumento proporcional en los niveles de expresion de esta proteina,
haciendo que este punto final sea un excelente indicador de estrogenicidad en machos.

Evaluacién de diferentes genes por medio de RT-Q-PCR

En cuanto a la evaluacion de los niveles de ARNm estudiados por medio de RT-Q-
PCR, los de VTG de ambos sexos y los de GHR e IGF-I de machos fueron los mejores
indicadores a la hora de exponer P. promelas a E,, debido a que se obtuvieron cambios
significativos en el nivel de expresion de estos genes a ambas concentraciones de E,. Los
niveles de ARNm de ZP3 y ESR1 solo respondieron a la mayor de las concentraciones usadas
de E,, por lo cual se pueden plantear como indicadores menos sensibles que los demas frente
a E,.

Por otro lado los ARNm de ESR2, IGF-1 y GHR en ambos sexos, y los de VTG y ESR1
en hembras respondieron al efluente industrial con cambios significativos y de forma opuesta a
lo esperado para un efecto estrogénico, por lo cual pueden ser propuestos como buenos
bioindicadores de compuestos androgénicos o antiestrogénicos. De todas formas merecerian
seguir siendo estudiados mediante la realizacion de ensayos de exposicidn a concentraciones
conocidas de andrégenos y antiestrogenos para verificar los resultados.

Deteccién de actividad estrogénica mediante YES (Yeast Estrogen Screen)

La técnica YES se aplicd con el fin de observar efectos estrogénicos de las muestras
ensayadas sobre un organismo diferente a los peces, como Saccharomyces cerevisiae
modificado con receptor de estrégeno humano. Ninguna de las muestras ensayadas presentd
actividad estrégenica por encima del limite de deteccién. En el caso del efluente industrial los
presentes resultados concuerdan con los efectos no estrogénicos observados para los P.
promelas, no siendo asi para la muestra del Arroyo Fray Bentos en la cual apreciamos efectos
estrogénicos sobre algunos de los ARNm analizados.

Comparacion de los diferentes métodos de evaluacion de disrupcion.

Nuestros resultados dejan en claro que los métodos fisioldgicos tales como; medida
de peso, largo, peso gonadal, célculo de KF e IGS no fueron sensibles en estas condiciones.
Por lo tanto no son adecuados para este tipo de muestras con bajas concentraciones de EDC o
para los tiempos de exposicion utilizados.

A partir de los resultados obtenidos, podemos afirmar que la sensibilidad del ensayo

con Saccharomyces cerevisiae recombinante no fue suficiente para poder detectar las
sustancias presentes en las muestras ensayadas.
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Por otra parte la evaluacion de la frecuencia de puesta de huevos proporcion6 un gran
aporte de informacion, pero a su vez por si sola no permitié sacar conclusiones.

La medida de la proteina VTG principalmente en machos fue un buen indicador de
disrupcién estrogénica. Pero, sin lugar a dudas la determinacion de ARNm por medio de RT-Q-
PCR fue el método mas sensible y el que proporcion6 mayor informacion. La sensibilidad y
reproducibilidad que tiene el ensayo de RT-Q-PCR para detectar los cambios en los niveles de
ARNmMm, y las variaciones que este sufre frente a cambios del ambiente hace que esta técnica
se haya vuelto de uso comun dentro de la Ecotoxicologia y que permita realizar ensayos a
corto plazo con buenos resultados, como por ejemplo el de Werner y col. (2010).

El estudio de las respuestas expresion génica de los organismos expuestos a ciertos
compuestos conforma hoy una nueva tecnologia denominada Toxicogendémica. La misma
permite mejorar la comprension sobre las bases biolégicas de las respuestas a los agentes
quimicos y entender las interacciones entre los genes y el medio ambiente. La elucidacion de
los mecanismos de respuesta en los niveles de expresibn de ARNm y proteinas permite
conocer el rol y la accion de los toxicos sobre la salud de los organismos. Estos métodos nos
permiten obtener una informacion mas global, mayor sensibilidad, menor costo y mayor
relevancia medioambiental.
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6. CONCLUSIONES

En funcion de los resultados obtenidos en el presente estudio podemos concluir que
la exposiciébn de Pimephales promelas al agua del Arroyo Fray Bentos, originé resultados
similares a los obtenidos luego de la exposicidén a estradiol en cuanto a la puesta de huevos y a
la expresion de genes como: ZP3, ESR1 e IGF-l. Sugiriéndose con ello que posee cierta
actividad estrogénica.

Por el contrario el efluente industrial de planta de pulpa de celulosa provoco efectos
opuestos a los del estradiol, en la produccion de huevos y la expresion de genes como VTG,
ESR1, ESR2, IGF-I y GHR. Estos resultados sugieren que dicho efluente posee compuestos
androgénicos o antiestrogénicos.

En cuanto a la evaluacion de los parametros podemos afirmar que, la cuantificacién
proteica de VTG en machos y de los niveles de ARNm de VTG de ambos sexos, de GHR y de
IGF-I de machos son buenos indicadores de estrogenicidad. Mientras que los niveles de ARNm
de ESR2, IGF-I y GHR en ambos sexos, y los de VTG y ESR1 en hembras son posibles
buenos indicadores de antiestrogenicidad o androgenindad.

Por dltimo el ensayo con Saccharomyces cerevisiae resulté menos sensible para la

deteccion de actividad estrogénica presente en las muestras objetivo que el andlisis del nivel
de ARNm de ciertos genes en P. promelas.
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ANEXO |

Medios para YES

-MEDIO GOLD

Para 600 mL:

- 60mL Dextrosa 20 %
- 60mL YNB 10X
- 110 mL gold concentrate Stock Solution

- 370 mL H20

Filtrar y conservar a 4°C

- PLACAS DE SELECCION

- 10 mL YNB 10X

- 2 g de bactoagar

- 78 mL de agua

- Autoclavar

- Dejar enfriar hasta poder manejarlo sin dificultad

- Adicionar 1 mL de las soluciones de lisina e histidina.

- Adicionar 10 mL de dextrosa 20 %

Agitar y colocar 15-20 ml por placa de 100 mm

Almacenar a 4°C

89



Gold concentrate Stock Solution

REACTIVOS Gramos/volumen(ml) Temperatura ml agregados al
almacenamiento concentrado
Adenine Sulfate 0.3g/ 250 ml RT 50
L-Histidine-HCI 0.24g/ 100 ml 4°C 25
L-Arginine-HCI 0.24g/ 100 mi 4°C 25
L-Methionine 0.24g/ 100 ml 4°C 25
L-Tyrosine 0.225g/ 250 ml RT 100
L-Isoleucine 0.36g/ 100 ml 4°C 25
L-Lysine-HCI 0.36g/ 100 ml 4°C 25
L-Phenylalanine 0.75g/ 250 ml RT 50
L-Glutamic Acid 1.5g/ 250 ml RT 50
L-Aspartic Acid 1.0g/ 250 ml RT 75
L-Valine 1.8g/ 100 ml 4°C 25
L-Threonine 2.4g9/ 100 ml 4°C 25
L-Serine 4.5g/ 100 ml 4°C 25
L-Leucine 0.369/100 ml RT 25
L-Tryptophan 0.48g/ 100 mi Filter 4°C 25
Uracil 0.24g/ 500 ml RT 25
600 ml

Autoclavar todas las soluciones excepto triptéfano que debe ser filtrada.

Filtrar y conservar a 4°C.

90



ANEXO Il

Caracterizacién fisicoquimica de las muestras

Los ensayos para la caracterizacion fisicoquimica de las muestras fueron
realizados en su mayoria en el LATU y alguno de ellos enviados a laboratorios del
exterior. Los métodos y normas utilizados fueron los siguientes:

- pH- PEC.PQAR101 basado en APHA 4500 H;

- Grasas y aceites- PEC.PQARO007 basado en APHA 5520 D;

- Cianuros- PEC.PQARG602 basado en EPA 335.4;

- Demanda bioquimica de oxigeno (DBO)- PEC.PQARO010 basado en APHA 5210
B;

- DQO- I1SO 15705-2002 (E);

- Turbiedad: basado en ISO 7027,

- Oxigeno disuelto-APHA 4500 O G;

- Color- ISO 7887 modificado con ASTM D 1205;

- AOX- PEC.PQAR604 basado en ISO 9562:2004;

- Carbono organico total (como NPOC)- PEC.PQAR605 basado en norma ISO
8245:1999;

- TensioactivosAnidnicos (MBAS): sustancias activas al azul de metileno- APHA
5540 C.

- Sulfuros- APHA 4500 SD

- Amonio- PEC.PQAR612 basado en APHA 4500 NH3 -D

- Fenoles- PEC.PQAR.603 QuickChemMethod 10-210-00-1-x basado en EPA 420.1
modificado

- Nitrégeno total- PEC.PQAR.606 basado en ISO 11905-2.

- Fésforo total Quikchem Method 31-115-01-3-D

- Toxicidad aguda Pimephales promelas- EPA -821-R-02-012. Test method 2000.0

- Toxicidadaguda (Daphnia magna)- “Biological Test Method: Reference Method for
Determining Acute Lethality of Effluents to Daphnia magna’. EPS 1/RM/14,
EnvironmentalProtection Series, EnvironmentCanada, Ottawa, Ontario, Canada,
2a ed., diciembre 2000. Método estadistico: Binomial

- Toxicidad aguda (Vibrio fischeri)

- Conductividad PEC.PQAR112 basado en APHA 2510

- Taninos y ligninas

- Clorato - PEC.PQAR113 basado en EPA 300.1

- Peroxido

Todos los reactivos utilizados en los ensayos fueron de grado ppa y el agua de calidad
ultrapura (resistividad>18MQ), (equipo de purificacién de agua — Milipore Simplicity
185).
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Sulfuros (Como S) (mg/l) (LD: 0,1 mg/l)
Amonio (como N) (mg/l) (LD: 0,01 mg/l)
Grasas y aceites (mg/l) (LD: 5 mg/l)
AOX (como CI) (ug/l) (LD: 10 mg/l)
Fenoles (como C5H60H) (LD: 1 ug/l)

Tensioactivosaniénicos (como LAS) (LD:
14pg/L)
cDBOs (como O,) (mg/l)

DQO (como 02) (mg/l)
Nitrégeno total (como N) (mg/l)
Fosforo total (como P) (mg/l)

Toxicidad aguda Pimephales promelas CL50, 96
hs
Toxicidad aguda (Daphnia magna) CL50, 96 hs

Toxicidadaguda (Vibrio fischeri)

pH

Turbierdad (NTU)

Color (unidadPt-Co)

Cianuro (como Cn) (ug/l) (LD: 4 pg/l)
Carbono organico total (como C) (mg/l)
Oxigeno disuelto (como O,) (mg/l)
Conductividad (ms/cm)

Taninos y ligninas (como taninos) (mg/l)
Cloratos (como ClO3) (mg/l)

Per6xidos (como H,0,) (mg/l)
Di-n-octilftalato (DNOP) (ug/l)

Di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) (ug/l)
4-para-nonilfenol (ug/l)
Para-tert-octilfenol(ug/l)

Estrona (Ej)

Estradiol (E,)

Estriol (Es)

Etinil estradiol (EE,) (ng/l)
E1-3S (ng/l)

Bisfenol A (BPA) (ng/l)
ND: No detectable

Efluente
industrial

ND
30 pg/l
ND
1,94
3,77
53,9 pg/l

18,0
194
1,14
1,12
>100%
(No toxico)
>100%
(No toxico)
>100%
(No toxico)
7,77

375
ND

Arroyo Fray
Bentos

ND
ND
<17 g/l

ND

23
<14
0,5

>100%
No téxico)
>100%
(No toxico)
S/D

7,44
11
43

2.7

8.3

12
2.2ngl/l
0.6ng/l
1(ng/l)

<0.2
0.5
<1



