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Introduccion

Los disruptores endoécrinos son agentes exdgenos que causan
alteraciones a distintos niveles del eje hipotalamo-hipofisis-gonada,
interfiriendo con el funcionamiento del sistema enddcrino de seres
vivos. Dichos compuestos actuan como agonistas o antagonistas
Interactuando con los receptores hormonales, potenciando o
atenuando su reaccion. Las fuentes pueden ser de origen natural
(feromonas y fitoestrogenos) o artificial (insecticidas, herbicidas,
plasticos, surfactantes, articulos de  cosmeética, pildoras
anticonceptivas, filtros UV).

Los disruptores con accion estrogénica pueden interactuar con
receptores de estrogenos (ESR1) presentes en higados de peces
machos y hembras. Induciendo el incremento de ESR1 y provocando en
ambos sexos un aumento de ARNmM de ciertos genes, tales como:
vitelogenina (VTG) y proteinas de la zona radiata (ZP3); no expresados
en machos en condiciones normales. Por el contrario, dichas sustancias
tienen la capacidad de promover en el higado, la disminucion de ARNm
de otro tipo de receptor de estrégenos (ESR2), de receptores de la
hormona de crecimiento (GHR) y factores de crecimiento tal como IGF-I,
altamente expresados en machos.

Las sustancias con efectos disruptores androgénicos o
antiestrogénicos, producen efectos contrarios a los estrogenos,
disminuyendo en hembras los altos niveles de ARNm de VTG y ZP3 y
aumentando ESR2, GHR e IGF-I.

Resultados y Discusion
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Los asteriscos denotan diferencia estadisticamente significativa entre controles y expuestos, * p valor <0.05 y ** p valor < 0.01

Actividad del eje hipotalamo-hipoéfisis-gonada
y accion de hormonas esteroideas
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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 18S, carriles 7 y 8 VIG, carriles 9 y 10 IGF-I y carril 11
marcador de pb 100 pb lader de Invitrogen. Los pares de bases de las bandas obtenidas
fueron los esperados: VTG 279 pb, ESR1 187pb, IGF-1 190 pb y 18S 324pb.

Curvas de amplificacion para PCR en tiempo real

124

ADN copia

03] i ADN gendmico

55 Temperatura ('C)

Fluorescencia

0,5
0,41
A Blanco
0,21
Umbral
0=
= *—____\‘_‘___,_,——'—”"'_ﬂ_’—r
10 15 20 = i i =
1,21
1_
0,31
R
[=)
5 06
% ADN copia
ESR2 -
= |
[
. ADN genémico
Umbral
0 l==
B Blanco
Y N Rt . S —_— .__._L—_,_\__,__._,__ ...... — ARN
10 15 20 o = . cieo =
12
. 7\
:, i \
08 — '
\
(%)
S 061
(&)
el ®  Temperatura (*C} % .
GHR
04
T ADN gendmico o
0,2
Umbral
0
Blanco
0,2

Y Y Y Y Y Y Y
10 15 20 23 30 33 Ciclo 40

Los graficos mas chicos sobre ESR1 y GHR corresponden a los graficos de fusion de los productos de amplificacion a partir de
ADN copia y ADN genémico.

La exposicion de Pimephales promelas frente al agua de arroyo produjo en
machos efectos similares a la exposicion a estradiol en cuanto a la
expresion de ARNm de genes como: ZP3, ESR1 e IGF-I. Induciendo
ademas tendencia a la disminucion de ARNm de ESR2 en hembras.

Por el contrario, el efluente industrial provoco efectos opuestos a los del
estradiol en los niveles de ARNm de ESR1, ESR2, IGF-I y GHR. Los
resultados observados para esta muestra admiten caracteristicas opuestas
a las estrogenicas, pudiendo tener efecto antiestrogénico o androgénico.

Conclusiones

e E|l Arroyo Fray Bentos mostro actividad estrogénica en la
expresion de ARNm de: ZP3, ESR1 e IGF-I.

e El efluente Industrial mostro actividad androgénica o
antiestrogénica sobre ARNm de: ESR1, ESR2, IGF-l y GHR.

e La cuantificacion de ARNm del gen de VTG es buen
indicador de estrogenicidad en ambos sexos.

e La cuantificacion de ARNm de GHR e IGF-l es un buen
indicador de estrogenicidad en machos.

e La cuantificacion de ARNm de GHR, IGF-l y ESR2 es un
posible buen iIndicador de antiestrogenicidad o
androgenindad en ambos sexos

Objetivo

En este trabajo se evalud la presencia de accion disruptora 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.

Metodologia

Los ejemplares de Pimephales promelas que
se utilizaron fueron criados en el laboratorio
de Aguas y Productos Quimicos del LATU.
Se realizo un bioensayo de exposicion de 21
dias con Pimephales promelas a las
muestras de Arroyo Fray Bentos y al efluente
industrial de planta de celulosa con
tratamiento secundario, se incluyeron
controles de 17[3-Estradiol de 150 y 450 ng/I.

Condiciones ambientales para exposicion de Pimephales promelas

Muestras ensayadas Agua de Arroyo Fray Bentos (33° 07°16” S, 58° 19’ 02” W)

Efluente industrial planta de pulpa de celulosa
17 B Estradiol 150 ng/I
17 B Estradiol 450 ng/I

Estado de vida Adultos (6-7 meses)

Tiempo de exposicion 21 dias

N° Individuos/pecera 2 machos: 4 hembras

Régimen Semiestatico, renovacion del 90% del volumen cada 48 h
Temperatura 25+ 2°C

Fotoperiodo 16 luz: 8 oscuridad horas

Réplicas Triplicados

Volumen de agua en los acuarios 8 litros

Alimentacion Artemia sp, 1 vez al dia

Escamas “Tetra”’® 2 veces al dia

Obtencion de las muestras Incision cervical y muerte

Diseccidén para obtencién de higado

Se extrajo ARN y se realizd una retrotranscricion. Los valores de ADN
copia objetivo se normalizaron frente al gen control 18S utilizando
Sybrgreen como agente fluorointercalante. El termociclador utilizado fue:
Corbett Life Science Rotor-gene 6000 (Unidad de Biologia Molecular,
Instituto Pasteur-Montevideo).

Condiciones de transcripciones

Retrotranscipcion PCR en tiempo real

Enzima Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV RT) (Invitrogen)

ADN polimerasa “Light Cycler
SYBR Green | Master” (Roche)

Activacion de la ADN polimerasa 95°C - 10 minutos

Desnaturalizacion de ADN 94°C - 10 segundos

Pegado de cebadores 25°C - 10 minutos Temperatura de

hibridacion: 20 segundos

Extension 37°C - 50 minutos 72°C - 20 segundos

Inactivacion de la reaccién 70°C - 15 minutos

Extension final 72°C - 7 minutos

Diseno de cebadores

ADN gendmico de VTG de Cyprinus carpio (AB325667.1)
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El ADN gendmico se representa en color azul, los exones con sus respectivos numeros de pares de bases en color rojo, los cebadores
en negro y el amplicén obtenido luego de la PCR en verde.

Se verificd concentracion e integridad del ARN extraido. Se realizaron
controles negativos de Retrotranscricion y de PCR. La puesta a punto de
la reaccion de amplificacion se realizé por PCR en tiempo final. Se verifico
por PCR en tiempo real la buena eficiencia de reaccion de cada par de
cebadores y que la misma fuera similar entre los respectivos pares y los
de 18S (diferencia menor a 0,02). Se corrobord la inexistencia de ADN
genomico en las muestras, utilizando cebadores disenados para hibridar
en exones diferentes y/o utilizando el ARN extraido y ADN gendmico
como molde en reacciones de amplificacion.

Bibliografia

- Biales, A.D., Bencic D.D., Flick R.W., LAzorchak J and Lattier D.L. Environmental Toxicolologyand Chemestry, 26 (2007): 287-296.
- Filby A., y Tyler C. General and Comparative Endocrinology, 150 (2007): 151-163.

- Warner, J., Rose, J., Karmaus C., Landgraf, R., Taffe, B. Science of the Total Environment 414 (2012): 81-89.

- Werner, J., Ouellet C., Young-Jun, C y Law, R. Environmetal toxicology and chemestry 29, n° 2 (2010): 430-439.

Agradecimientos

Lic. Agustin Carnikian

PQAR- LATU

Personal de la Unidad de Biologia molecular de Instituto Pasteur Montevideo
Personal del Departamento de Aguas del LATU

© LABORATORIO TECNOLOGICO DEL URUGUAY - AV. ITALIA 6201 - C.P. 11500 - TEL. 2601 3724 - MONTEVIDEO, URUGUAY - www.latu.org.uy




