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La exposicibn ambiental a compuestos capaces de interferir con la
homeostasis del sistema endocrino, llamados perturbadores endocrinos (PEs), y
sus efectos deletéreos son hechos ampliamente reconocidos. El bisfenol A (BPA)
es un PE presente en el medioambiente, posee accion estrogénica y
antiandrogénica y es utilizado en la industria del plastico y resinas epoxi. Se ha
documentado la exposicibn de yacaré overo (Caiman latirostris) a PEs,
caracterizando diferentes blancos de accion de los mismos y demostrado la
utilidad de esta especie como organismo centinela de contaminacion.

El oviducto, segmento del tracto reproductor femenino (TRF), es un érgano
blanco de la accion hormonal. En vertebrados mamiferos se ha demostrado que la
exposicidon a PEs modifica el patron témporo-espacial de desarrollo del TRF.
Previamente establecimos la ontogenia de expresion de biomarcadores y de los
cambios en la histofuncionalidad del oviducto de C. latirostris controles, desde
neonatos hasta juveniles.

La vitelogénesis, proceso que involucra la sintesis y transporte de vitelogenina
(VTG), proteina hepatica que aporta nutrientes al huevo en formacion es un
proceso estrogeno dependiente. La VTG ha sido utilizada como marcador de
exposicibn a PEs con accion estrogénica en diversas especies. En nuestro
laboratorio hemos inducido experimentalmente el proceso de vitelogénesis en C.
latirostris y generado un anticuerpo especifico y desarrollado un sistema de
deteccion de VTG.

Dados estos antecedentes; nuestra hipdtesis general fue “La exposicion
postnatal temprana a compuestos clasificados como PEs induce vitelogénesis
hepatica y modifica las caracteristicas histofuncionales del oviducto de C.
latirostris prepuberales.” Para poner a prueba esta hipdtesis, propusimos
diferentes objetivos, abordados en esta tesis en tres capitulos.

En el Capitulo 1 complementamos la caracterizacion histofuncional del
oviducto. Dado que los procesos de diferenciacion postnatal del TRF en
vertebrados mamiferos estan regulados por moléculas de la via de senalizacion
wnt; nos propusimos caracterizar los patrones de expresion témporo-espacial de
moléculas representativas de esta via (WNT-5a, WNT-7a y B-catenina) en el
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oviducto de C. latirostris. Utilizamos cortes histolégicos de tubos uterinos
provenientes de hembras libres de tratamiento en cuatro estadios madurativos,
neonatal, postnatal temprano, postnatal avanzado y juveniles. Ademas
establecimos la relacion entre el grado de diferenciacion oviductal evaluado por
score histofuncional, -definido en trabajos previos- y la expresion de WNT-5a,
WNT-7a y B-catenina (test de correlacién de Spearman). La presencia de WNT-5a,
WNT-7a y B-catenina se detectdé mediante técnicas inmunohistoquimicas (IHQ) y
la cuantificacion se expresé como porcentaje de células inmunomarcadas (WNT-
7a) o area relativa de inmunomarcaciéon (WNT-5a y B-catenina). WNT-7a se
expreso en epitelio y posee un patrén de marcacion nuclear. Sus niveles muestran
un aumento gradual desde neonatos hasta postnatal avanzado. WNT-5a se
expres6 tanto en epitelio como en subepitelio exhibiendo marcacién
citoplasmatica. La expresion subepitelial de WNT-5a mostré un descenso desde
neonatal a postnatal temprano seguido de un continuo aumento en estadios
madurativos posteriores. La B-catenina tiene un claro patrén de inmunomarcacion
de membrana restringido al epitelio luminal que no se modifico en los diferentes
estadios madurativos. A diferencia de WNT-7a y WNT-5a, cuya expresion se
correlaciond con el score histofuncional, los cambios en la expresion de -catenina
no se correlacionan con el grado de desarrollo oviductal evaluado por score.
Nuestros resultados sugieren que la via de sefalizacidn wnt interviene en la
diferenciacion postnatal del tubo uterino de C.latirostris a través de una via no-
canonica (B-catenina independiente).

Una vez completada la caracterizacion histofuncional del oviducto, evaluamos
los efectos a nivel oviductal (Capitulo 2) y sobre la vitelogénesis (Capitulo 3) de la
exposicién post natal temprana a BPA. Hembras de yacaré overo se expusieron a
dos dosis subcutaneas de BPA (1,4 o 140ppm), vehiculo (aceite de maiz) o 173
estradiol (E2), (0,014 o 1,4ppm) los dias postnatales 26 y 33. Los animales se
sacrificaron a los 40 dias de edad y se extrajeron muestras de plasma, oviducto e
higado que se procesaron para evaluacion histolégica y/o para analisis de
expresion de ARN mensajero (mRNA). Para determinar los efectos de la

exposicidn a nivel de la histoarquitectura oviductal se evaludé por andlisis de
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imagenes digitalizadas de cortes histoldgicos, la altura del epitelio luminal, el grado
de organizacién de colageno subepitelial y la expresién de alfa-actina (a-actina) y
desmina. Para identificar cambios en la histofuncionalidad oviductal se determiné
el score histofuncional, la actividad proliferativa y expresion de receptor de
progesterona (PR) y receptor de estrégeno alfa (ERa). Con el objetivo de
determinar si los posibles cambios histofuncionales se relacionan con cambios en
la via de sefnalizacion wnt, se evalué la expresion de WNT-7a, WNT-5a y -
catenina. Todos los tratamientos modificaron la histoarquitectura, se observo
aumento de la altura epitelial, desorganizaciéon del colageno y aumento de la capa
muscular. Ademas, todos los tratamientos, a excepcion de E2 0,014ppm
produjeron un aumento del score histofuncional. Tanto E2 1,4ppm como BPA
1,4ppm produjeron aumento de la actividad proliferativa y disminucién en la
expresion de ERa, mientras que la exposicion a BPA 140ppm aumentd la
expresion de ERa. Los niveles de expresidon de PR no se modificaron como
consecuencia de los tratamientos. Respecto a la evaluacion de la via de
sefnalizacion wnt, se observd disminucidén en la expresion de WNT-7a para los
grupos E2 0,014ppm, E2 1,4ppm y BPA 140ppm; y de WNT-5a para E2 1,4ppm y
BPA 1,4ppm. La B-catenina solo se modificé ante la exposicion a BPA 1,4ppm.
Estos resultados muestran cambios en el patron temporal de diferenciacion
morfogenética del tubo uterino de C. latirostris que involucrarian a miembros de la
via de senalizacion wnt y que junto al aumento de score histo-funcional sugieren
un adelantamiento de la maduracion oviductal.

Finalmente, para evaluar los efectos de la exposicion a BPA sobre la
vitelogénesis, se estudio la transcripcion del gen que codifica para VTG (vtg) por
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), la VTG almacenada
en el hepatocito por IHQ y la VTG en circulacidbn periférica por
enzimoinmunoensayo (ELISA). Como consecuencia de la exposicion a E2 1,4ppm
observamos induccion de vitelogénesis a nivel de mRNA, depdésitos de VTG in situ
y niveles circulantes de VTG; mientras que la exposicion a BPA 1,4ppm produjo
aumento de los niveles plasmaticos de VTG. Esto demuestra que tanto E2 1,4ppm
como BPA 1,4ppm indujeron vitelogénesis y que la exposicién postnatal a dosis
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ambientalmente relevantes de BPA activa este proceso en hembras inmaduras. La
VTG circulante fue el biomarcador més sensible para detectar exposicion a PEs en
los tiempos elegidos.

Los resultados de esta tesis aportan conocimiento acerca de las vias
involucradas en la diferenciacién del oviducto de C. latirostris, asi como el
adelantamiento del proceso de maduracion oviductal como consecuencia de la
exposicidn postnatal temprana a PEs, alertando sobre posibles efectos que
pueden afectar su funcién reproductiva. Finalmente, convalida a la deteccion de
VTG circulante como una herramienta Gtil para la deteccién de exposicién a

contaminantes ambientales con accion estrogénica.
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Environmental exposure to compounds that interfere with the endocrine
system, named endocrine disrupting compounds (EDCs) and its deleterious effects
have extensively been documented. Bisphenol A (BPA) is an environmental EDC
with both estrogenic and antiandrogenic effects, widely used in the manufacture of
plastics and epoxy resins. Previous works have documented environmental
exposure of Broad-snouted Caiman (Caiman latirostris) to EDCs, characterized
different targets of EDCs’s action and suggested its role as a sentinel of
environmental pollution.

The female reproductive tract (FRT), named oviduct in oviparous species, is a
target organ of EDCs. It has been described that exposure to EDCs can modify the
FRT developmental temporo-spatial pattern in mammals. We have previously
established the ontogeny of Caiman latirostris (C.latirostris) oviductal
histofunctional changes from neonatal to juvenile.

Vitellogenesis is an estrogen-dependant process that involves hepatic
synthesis and plasma transport of the protein vitellogenin (VTG). VTG have been
used as a biomarker of estrogenic EDCs exposure in several species. In our lab,
we have experimentally induced vitellogenesis in adult C.latirostris, developed an
antibody against caiman VTG and an ELISA for VTG.

Based on previous results, our hypothesis was that “early postnatal exposure
to EDCs induces vitellogenesis and modifies oviductal histofunctional features in
prepuberal C. latirostris’. This hypothesis was addressed following different
objectives that were structured in three chapters.

On Chapter I, we complemented the histofunctional characterization of the
oviduct. Given that vertebrate FRT postnatal differentiation processes are
controlled, at least in part, by wnt signaling pathway proteins, we sought to
characterize the temporo-spatial expression pattern of three wnt family members
(WNT-5a, WNT-7a and beta catenin —CTNNB-) in C latirostris from neonatal to
juvenile. Furthermore we established the relationship between the oviductal
differentiation degree (stated by oviductal histofunctional score system previously
developed in our lab) and WNT-5a, WNT-7a and CTNNB expressions. Five

microns thick oviductal sections from free-treatment females in neonatal, early
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postnatal, late postnatal and juvenile stages were used. Wnt family members and
CTNNB assessment were performed by immunohistochemistry (IHC) techniques
and their expressions were evaluated as the percentage of immunostained luminal
epithelial cells (for WNT-5a) or relative immunostained area (WNT-5a and
CTNNB). The relationship between WNT-5a, WNT-7a and CTNNB expressions
and the oviductal differentiation degree was established using Spearman
correlation test. WNT-7a shows an epithelial nuclear staining pattern and its
expression level shows a gradual increase from neonatal to late postnatal stage.
WNT-5a is present both in epithelium and in subepithelium and shows
citoplasmatic staining pattern. Subepithelial WNT-5a expression follows a
continuous increase from early postnatal to juvenile stages. Both WNT-7a and
WNT-5a expressions significantly correlates with oviduct developmental degree
stated as histofunctional score. CTNNB is restricted to the epithelium, its staining
pattern is clearly membrane-associated and its expression doesn’t show a clear
development-associated pattern. Our results suggest that a CTNNB-independent
(no-canonical) wnt signaling pathway controls C. latirostris oviductal postnatal
development.

Once the histofunctional characterization of the C. latirostris oviduct was
completed, our next objective was to assess the early postnatal BPA exposure
effects on both oviduct (chapter 2) and vitellogenesis (chapter 3). Female
hatchlings were injected subcutaneously with BPA 1,4ppm or 140ppm; 17 beta-
estradiol (E2) 0,014ppm or 1,4ppm and vehicle (corn oil) at postnatal days 26 and
33. Oviduct, liver and plasma samples were obtained 7 days after the last injection.
Liver samples were collected both in RNAse-free and standard conditions.
Oviducts were dissected. Both oviducts and standard-condition collected liver
samples were paraffin processed. Plasma samples were collected with protease
inhibitors.

In order to asses the exposure effects on oviductal histoarchitecture, we
evaluated the epithelial cell height, the degree of subepithelial collagen remodeling
(using histochemical techniques) and the expressions of desmin and smooth
muscle a-actin (a-SMA) (by IHC). Changes in oviduct histofunctional features were
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achieved by assessing histofunctional score (as previously described), proliferative
activity of the luminal epithelium and expression of estrogen receptor alpha (ERa)
and progesterone receptor (PR) by IHC. Given that we have previously shown that
oviduct postnatal development depends on wnt signaling pathways, we were
encouraged to evaluate the effect of BPA exposure on Wnt signalling pathway
members. All the treatments modified the histoarchitecture-related parameters
when comparing with the control group. Regarding histofunctional parameters
assessment, all the treatments but E2 0,014ppm resulted in a raise of the
histofunctional score. Both E2 1,4ppm and BPA 1,4ppm increased epithelial
proliferative activity and decreased ERa epithelial expression, while BPA 140ppm
exposure raised ERa expression epithelial levels. No treatment modified PR
expression. In relation to wnt signaling pathway assessment, exposures all the
treatments but BPA 1,4ppm reduced WNT-7a expression, while E2 1,4ppm and
BPA 1,4ppm decreased WNT-5a subepithelial levels. No treatment but BPA
1,4ppm modified CTNNB epithelial expression. Our results show that BPA
exposure alters temporal differentiation patterning, possibly acting by wnt signaling
disruption, suggesting an advanced oviductal maturation process.

For the assessment of E2 and BPA exposures on vitellogenesis process,
hepatic Vtg mRNA and protein were assessed by qPCR and IHC, respectively.
VTG plasma levels were measured by ELISA. Animals treated with E2 1,4ppm
showed increased levels of Vig mRNA, VTG plasma concentration and presence
of hepatic VTG granules. BPA 1,4ppm exposure showed increased VTG plasma
levels. These results show that both E2 1,4ppm and BPA 1,4ppm exposures
induced vitellogenesis. Moreover, environmentally relevant doses of BPA can
induce this process in immature female caimans. VTG detection was the most
sensitive biomarker of BPA exposure in this model.

Taken together, these results provide evidence on C. latirostris oviductal
postnatal differentiation pathways and EDCs-induced changes. Among the effects,
we found evidence of EDCs-mediated advanced oviductal maturation process.
These contributions may become an alert-sign of possible activational effects that
could impair C latirostris reproductive health. In addition, we confirm plasma VTG
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detection in immature caiman females as a useful tool to monitor estrogen-like

EDCs environmental exposure.
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1.1- Presencia ambiental de compuestos hormonalmente activos

A partir de la revoluciéon industrial, se sintetizaron gran variedad y cantidad
de compuestos que de diversas maneras se incorporan cotidianamente al
medioambiente. Los efectos de estos compuestos sobre la salud de los
ecosistemas, de los cuales el hombre forma parte, han sido documentados por
Rachel Carson en 1962, en su libro “Primavera Silenciosa”. En esta obra se
describieron los efectos del insecticida organoclorado DDT, de amplia produccién
y uso durante la segunda guerra mundial, sobre la fauna silvestre. En los afios 70
se establece la actividad estrogénica de organoclorados analogos al DDT (Bulger
y col.,, 1978; Nelson y col., 1978), asi como de otros biocidas estructuralmente
muy diferentes (Hammond y col., 1979). En 1991, se descubre las propiedades
estrogénicas del nonilfenol (NP), tras su liberacion desde recipientes plasticos de
poliestireno utilizados en procedimientos de rutina en laboratorios (Soto y col.,
1991). En 1993 se identificd la actividad estrogénica de otro componente del
plastico capaz de ser liberado al medio, el bisfenol A (BPA) (Krishnan y col., 1993).
A partir de entonces, se ha demostrado actividad hormonal no sélo estrogénica en
diversos compuestos presentes en plasticos y que pueden liberarse al medio tales
como phtalatos, carboxilatos y mercaptanos (Teuten y col., 2009). Estos estudios
llevaron a reconocer que “Muchos compuestos introducidos en el medioambiente
por la actividad humana son capaces de alterar el sistema enddcrino de animales
y el hombre” (Colborn y Clement, 1992) y a definir a este tipo de compuestos
como perturbadores endocrinos (PEs). Segun la sociedad de endocrinologia, “Un
PE es un compuesto quimico exégeno, o una mezcla de compuestos quimicos
exogenos que interfieren con cualquier aspecto de la accion de una hormona”
(Zoeller y col, 2012).

Los efectos de la exposicibn ambiental a los PEs sobre la fauna estan
ampliamente documentados (Guillette y col., 1994; Lind y col., 2004; de Solla y
col., 2008; Stoker y col., 2011, 2013; Meijide y col.,, 2016). Los avances del
conocimiento en el campo de la perturbacién endécrina han permitido determinar
ademas, efectos sobre el metabolismo y su capacidad de actuar como
obesbégenos (Grin y Blumberg, 2006). Actualmente, se reconoce que la
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exposicién a PEs durante etapas criticas del desarrollo pueden generar una mayor
susceptibilidad hacia enfermedades no transmisibles tales como cancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias crénicas y diabetes
mellitus (Gore y col., 2015). Estudios hechos en aves indican que el desarrollo
gonadal de aves urbanas se da mas tempranamente que el de las rurales, y esta
diferencia se debe a un aumento de la actividad endécrina de las mismas (Davies
y col., 2015). Aunque se reconoce que deberian realizarse mas estudios, se ha
relacionado la exposicion a diversos PEs con la pubertad precoz en nifios y nifas
de Europa y los Estados Unidos de América (Mouritsen y col, 2010; Gore y col.,
2015). Estos hallazgos sugieren que la exposicibn a PEs ademas, modifica el
patrén temporal de los procesos de desarrollo. Debido a la presencia ambiental de
PEs y la gran variedad de efectos que estos pueden tener sobre los ecosistemas y
en particular el hombre, es necesario detectar su presencia a través de signos
tempranos de alerta.

1.2- Yacaré Overo (Caiman latirostris)

1.2.1- Caracteristicas ecofisiologicas

Durante arnos, los reptiles han sido Uutiles como biomonitores de
contaminacién de numerosos compuestos, entre los cuales se encuentran los PEs
(Crain y Guillette, 1998). Los cocodrilidos pertenecen a la clase reptiles y en
Argentina, habitan dos especies de cocodrilidos; el yacaré overo, fnato o de hocico
ancho (Caiman latirostris) y el yacaré negro (Caiman yacare) (Waller y Micucci,
1994). Estos animales son vertebrados poiquilotermos, que alternan su vida entre
los ambientes acuatico y terrestre, permaneciendo la mayor parte de su vida en el
agua (Freiberg y Carvalho, 1985). Pueden alcanzar una longitud maxima
aproximada de 2,5 m con un peso de 80-90kg y son depredadores oportunistas
(Santos y col., 1996).

Ambas especies comparten gran parte de su distribucién pero Caiman
latirostris (C. latirostris) llega mas al sur que Caiman yacaré (C. yacaré) (Larriera e
Imhof, 2000). Se registr6 la existencia de C. yacaré en Chaco, Corrientes,
Formosa y Santa Fe, mientras que el yacaré overo ademas llega a Entre Rios,
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Misiones, Salta y Jujuy (figura 1). La mayor distribucién de C. latirostris dentro del
pais y su alcance mas austral se debe a que esta especie tiene una mayor
tolerancia climética (Waller y Micucci, 1994).

Ambas especies se pueden diferenciar con cierta facilidad basandose en
las estructuras craneanas y escutelares. Cuando estas especies habitan la misma
regién, se reparten el ambiente de tal forma que el yacaré negro es mas visible,
pues ocupa los ambientes donde el agua corre, con menos vegetacion y mayor
accesibilidad. Por su parte, C. latirostris se encuentra en ambientes de aguas mas
calmas, con abundante vegetacibn y de mas dificil acceso (Piha y col

http://insugeo.org.ar/libros/misc 12/35.htm).

PARAGUAY

BRASIL

1000 km
1000 miles

Figura 1: Distribucion geografica de Caiman latirostris. A: Distribucion continental. B:
Distribucién dentro del territorio argentino. En B también se muestra la region que C. latirostris
comparte con C. yacaré. Figuras tomadas y modificadas de:
http://crocodilian.com/cnhc/cst_clat_dh_map.htm; Poletta y col., 2011.

En Argentina a partir del afno 1990, la situacion poblacional de C. latirostris
ha mejorado debido al desarrollo y aplicacidn de programas de rancheo que
promueven el uso sustentable del yacaré fomentando la conservacién de la
especie y su habitat al otorgarle valor econémico. En el marco de estos programas
se realiza la cria de ejemplares en cautiverio, los cuales son identificados al

nacimiento, para luego realizar un seguimiento de los individuos en su habitat
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natural. En Argentina, C. latirostris ha sido transferido al apéndice Il de la
Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Faunay
Flora Silvestre (CITES) (http://www.cites.org/esp/app/index.php), lo cual significa
gue es una especie que no esta amenazada de extincidén (Prado y col, 2012).

Debido a la marcada estacionalidad de su habitat, los yacarés experimentan
también patrones estacionales de disponibilidad de alimentos (Starck y col., 2007)
y en consecuencia de reproduccion. Durante la estacién lluviosa (de enero a
mayo), se alimentan de peces, cangrejos, moluscos y vertebrados terrestres en
rios y banados. Ademas, depredan sobre otros reptiles y juveniles de su misma
especie ubicandose en una posicion superior en la red tréfica (Prado, 20083).
Durante la estacion seca (de junio a diciembre) la disponibilidad de alimentos
disminuye y su alimentacion es menos abundante, enfrentando periodos mas o
menos largos de ayuno. Durante esta época, tienden a hacinarse en banados y
permanecer enterrados en el barro (Starck y col., 2007) hasta la llegada de las
lluvias.

Los neonatos, una vez que han reabsorbido los restos del saco vitelino,
comienzan a alimentarse principalmente de insectos y otros invertebrados que
encuentran en las proximidades del nido. De esta manera, la ingesta alimenticia
comienza desde muy temprano, pudiendo estar expuesto a contaminantes a
través de la red trofica en todas las etapas de su vida. Durante la etapa juvenil se
incorporan a la dieta gasterépodos acuaticos, crustaceos y pequenos vertebrados.
La principal presa de los adultos son los peces, también se alimentan de
crustaceos y tortugas acuaticas (Prado, 2003; Borteiro y col., 2009).

Distintos muestreos poblacionales hechos tanto en Argentina (Pifia y col.;
2009), Bolivia (Aparicio y Rios, 2008), Brasil y Uruguay (Borteiro y col., 2008)
durante los afnos 2008-2009, han enumerado varias causas de disminucion de
especimenes de C. latirostris. Entre las principales, se encuentran el drenaje de
humedales para cultivos, la construccion de represas hidroeléctricas y la
contaminacién de cursos y espejos de agua (Verdade y col, 2010); revelando que
la exposicion de C. latirostris a contaminantes urbanos y/o agroindustriales es una
realidad.
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1.2.2- Biologia reproductiva

La madurez sexual del yacaré ocurre una vez que los animales alcanzan un
tamano aproximado de 120 a 140 cm. En animales silvestres esto puede tener
lugar entre los 6 y 10 afnos de edad, en funcién del ambiente y el estado nutricional
siendo la expectativa de vida del yacaré semejante al humano (Micucci y Waller,
1995; Verdade, 1995; Prado, 2003).

La reproduccion es estacional, el cortejo y la copula se producen durante la
primavera (octubre-diciembre); la construccién del nido y la postura se llevan a
cabo durante el verano (diciembre-febrero), y los nacimientos ocurren a fines del
verano Yy principios del otofio (febrero-abril) (Simoncini y col 2013). Sin embargo,
pueden producirse desfasajes debidos a irregularidades en las precipitaciones,
temperaturas ambientales y en el nivel de las aguas (Micucci y Waller, 1995).
Durante la época de apareamiento los individuos con capacidad reproductiva se
congregan en cuerpos de agua con cierta profundidad donde ocurren la cépula y
fecundacion. Las hembras gravidas construyen, en horario nocturno, un nido en
forma de monticulo con material caracteristico del lugar en las proximidades del
agua, de manera que las crias puedan acceder facilmente a ella (Verdade, 1995;
Yanosky y Mercolli, 1995).

La ovipostura es unica (Pifia, 2002), con numero de huevos que oscila entre
18 y 50 huevos (Verdade y col., 2010). Durante la incubacion, la hembra desarrolla
el comportamiento de vigilancia del nido, mantiene la correcta humedad del
mismo, sea mojando o facilitando la escorrentia del agua luego de lluvias. La
temperatura de incubacion se mantiene, promoviendo el proceso de
descomposicion del material de nido a través de la orina o deposiciones que
efectla sobre él. Sin embargo, la hembra no tiene contacto directo con los huevos
hasta el momento de la eclosioén (Pina y col
http://insugeo.org.ar/libros/misc_12/35.htm).

El logro de una incubacion exitosa ocurre cuando la humedad de la camara
de incubacion esta cerca del 95% y la temperatura promedio entre los 30°C y los
32°C. C. latirostris es una especie en la cual el sexo no se determina por la
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presencia de cromosomas sexuales, sino que muestra determinacion sexual por
temperatura. Huevos incubados a 33 °C producen 100% de machos, huevos
incubados a 30 °C producen 100% hembras; mientras que temperaturas de
incubacion intermedias dan porcentajes variables de ambos sexos. La
determinacion sexual se da cerca del estadio embrionario 20 (Stoker y col., 2003).
Los huevos resisten temperaturas entre 25 °C y 36 °C, siempre que estas
condiciones no se prolonguen en el tiempo (Pina, 2002), dependiendo de la
temperatura media, el periodo de incubacién dura entre 65 y 90 dias. Las
temperaturas de incubacién mayores aceleran el proceso, temperaturas bajas lo
retardan (Pifia y Donayo, 2000). Al aproximarse el final de la incubacién, los
animales empiezan a emitir sonidos dentro del huevo, llamando a la hembra que
ayuda a sus pichones a salir del nido y en la apertura de los huevos si fuese
necesario. La hembra cuida a su progenie por lo menos durante el primer afo de
vida y aunque todavia no esta probado, hay indicios de que las hembras no se
reproducen nuevamente hasta que dejan de cuidar la progenie anterior (Pifa y col
http://insugeo.org.ar/libros/misc_12/35.htm).

Como sucede con la mayoria de los cocodrilidos, la pérdida de individuos
durante el proceso de incubacién y el primer afo de vida en la naturaleza alcanza
el 90 % de los huevos depositados en una temporada (Micucci y Waller, 1995).
Los factores mas influyentes en esta situacién son la depredaciéon e inundacion
durante la incubacién, y se suma la sequia, frio y depredacion durante el primer
ano de vida (Larriera y Pina, 2000).

La estrategia reproductiva de la especie, como en el caso de la mayoria de
los reptiles, es producir una vulnerable, pero abundante descendencia, o que

garantiza que al menos unos pocos individuos lleguen a la adultez.

1.2.3- Ciclo reproductivo de cocodrilidos hembra

Estudios observacionales de la biologia reproductiva indican un claro patron
estacional (Simoncini y col 2013), similar al observado en Alligator
mississippienssis (A. mississippienssis). En hembras de A. mississippiensis en
edad reproductiva se describen en 4 grandes etapas (Guillette y col, 1997).
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Etapa vitelogénica: Una hembra entra en etapa vitelogénica cuando las

gbnadas comienzan a sintetizar estrogeno. A nivel hepético, el aumento de los
niveles circulantes de estrégeno estimulan la produccion y secrecién de proteina
vitelogenina (VTG) que es transportada al ovario e incorporada a los oocitos (Gist,
2011). A nivel ovarico esta etapa se caracteriza por un importante crecimiento
folicular, y la presencia y acumulacién de plaquetas de VTG dentro de vacuolas en
el foliculo. En el tracto reproductor se observa hipertrofia, aumento de la
vascularidad, aumento de la altura del epitelio luminal y crecimiento glandular.
Aspectos relacionados al oviducto y la vitelogénesis se profundizan en los
capitulos 1y 3 respectivamente.

Etapa de gravidez y ovipostura: Definida por la existencia de huevos dentro

del tracto reproductor y su postura en el nido. Esta etapa se caracteriza por
presentar niveles séricos bajos de estrébgenos y altos de progesterona (P)
acompanados de hipertrofia oviductal y crecimiento glandular.

Etapa post-ovipostura: Involucra el periodo que va desde la ovipostura

hasta el momento de eclosién de los huevos y nacimiento de las crias. Segun
Guillete y col, (1997), este periodo puede extenderse un tiempo después de la
eclosion, y se determina por la presencia en el ovario de cuerpos luteos pequefos.

Etapa no reproductiva: Abarca el periodo en el cual no se observan cuerpos

liteos ni oocitos vitelogénicos.

1.2.4- Exposicion y sensibilidad de Caiman latirostris a PEs

La presencia ambiental de compuestos con actividad hormonal (Asakura y
col., 2004; Céspedes y col., 2005; Lei y col., 2009; Brix y col., 2010; Chen y col.,
2014; Gorga y col., 2015; Valdés y col., 2015) y los efectos de la exposiciéon de la
fauna a este tipo de compuestos son hechos ampliamente documentados. La
presencia de PEs en una gran cantidad y variedad de ecosistemas
independientemente de la distancia a la que éstos se encuentren de las fuentes de
emision, les ha valido la calidad de ubicuos (Bergman y col., 2012). Esta ubicuidad
es consecuencia de la persistencia de muchos de estos compuestos y de la
capacidad de ser transportado a grandes distancias. La exposiciéon natural de C.
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latirostris a biocidas organoclorados utilizados en practicas agricolas ha sido
demostrada por Stoker y col.,, (2011). El hallazgo de residuos de biocidas
organoclorados y bisfenilos policlorados (PCBs) en huevos de C.latirostris
provenientes de zonas de baja a moderada intervencion antropica evidencia esta
realidad (Stoker y col., 2011).

En los ultimos anos ha adquirido importancia la contaminacion ambiental por
particulas plasticas de diametro menor a 5mm denominadas microplasticos. Estos
contaminantes, inicialmente estudiados en ecosistemas marinos, han sido
hallados en aguas dulces (Eerkes-Medrano y col., 2015) y en regiones remotas
como el mar artico (Lusher y col., 2015). La asociacion entre microplasticos y PEs
esta en la capacidad que tienen las microparticulas de adsorber compuestos
organicos persistentes (COPs), de conocida actividad como PEs concentrandolos
y actuando como medio de transporte. Al ser ingeridos por los organismos
acuaticos y favorecidos por el pH acido del contenido gastrico pueden ademas,
liberarse de los plasticos ftalatos y BPA, compuestos utilizados en su manufactura
y clasificados como PEs (Teuten y col., 2009; Mufioz de Toro, 2015).

Caiman. latirostris ha mostrado ser una especie sensible a la exposicion de
sustancias clasificadas como PEs, tanto en forma natural como experimental. Los
efectos relacionados a la exposicién natural y experimental, entre los cuales se
encuentran aspectos relacionados a la modificacion del dimorfismo sexual tales
como la produccibn de VTG en machos, asi como alteraciones en la
histoarquitectura gonadal, se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1: Efectos de la exposicidbn natural y experimental a perturbadores
endocrinos sobre Caiman latirostris

Tipo de Sexo/ PE Efecto Referencia
exposicion Estadio de
evaluacion
_ = _ OCCs | Disminucién del numero de Stoker y col.,
g b= huevos por nido 2011
T § Reduccion de porosidad de Stoker y col.,
< o cascara de huevos 2013
Nacimiento de hembras a
_ BPA partir de huevos incubados a Stoker y col.,
temperatura productora de 2003
machos
- ATZ | Aumento pérdida de peso de | Beldomenico y
END huevo col.,, 2007
E2 Alteracion de dinamica
BPA folicular StOKZe(;OySCO"’
Hembras ATZ
neonatales E2 Aumento de niveles de Stoker y col.,
BPA estrégeno circulante 2008
E2 Sintesis de VTG Rey y col.,2006
Alteracion de la Rey y col., 2009
ATZ histoarquitecturura testicular Hayes y col.,
END 2011
BPA Durando y col.,
= 2016
*qe) S5 ATZ Disminucién del perimetro
£ T 3 Machos END pentupular ocypado por Rey y col., 2009
5 o c neonatales células mioides Haves v col
3 o~ Alteracion del recambio y201y1 "
M .
celular intratubular
Disminucién de los niveles
de testosterona circulante
END Aumento de la expresion de | Durando y col.,
mRNA AMH 2013
Machos Disminucién de la
postnatales | END proliferacion intratubular Durar;c(:l)?g col.,
avanzados testicular
Hembras E2 Aumento en la incidencia de Stoker y col.,
juveniles BPA foliculos poliovulares 2008
END Alteracién de la Durando y col.,
BPA histoarquitecturura testicular 2016
Aumento de la proliferacion Durando y col.,
Mach.os BPA intratubular testicular 2016
Juveniles - -
END Camblps ep’el patrén de Durando y col.,
distribucion de ERa 2016
E2 Sintesis de VTG Rey y col., 2006

OCCs: compuestos organoclorados; BPA: bisfenol A; ATZ: atrazina; END: endosulfan; E2:
17Bestradiol
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1.3- Monitoreo de contaminaciéon ambiental por PEs
Puesto que la presencia de PEs en el medioambiente y sus efectos

deletéreos son hechos ampliamente probados, es necesario el control y monitoreo
del ecosistema para garantizar la salud del mismo. Una de las formas en la que
este control puede realizarse es a través del estudio de distintas especies
domésticas y/o silvestres denominadas organismos centinelas (Mérner y col.,
2002). El concepto de organismo centinela fue definido por Stahl como “cualquier
organismo no-humano que pueda reaccionar ante un contaminante ambiental
antes de que el contaminante impacte sobre los humanos” (Stahl, 1997).

Una de las formas en la cual los organismos centinelas ofrecen informacion
es a través de indicadores precisos y tempranos de alerta o biomarcadores. Un
biomarcador puede definirse como “una respuesta biolégica a un quimico o
quimicos que provee una medida de exposiciéon y a veces, también de efectos
toxicos” (Peakall y Walker, 1994). Desde un punto de vista mas especifico, los
biomarcadores son "medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular, tanto
en poblaciones naturales provenientes de habitats contaminados, como en
organismos expuestos experimentalmente a contaminantes, y que indican que el
organismo ha estado expuesto a sustancias toxicas y la magnitud de la respuesta

del organismo al contaminante" (Shugart y col., 1992).

1.3.1- Caiman latirostris como organismo centinela de contaminacion
La selecciéon de una especie para ser utilizada como centinela requiere de
la consideracidn de los siguientes atributos (Committee on Animals as Monitors of
Environmental Hazards, Board on Environmental Studies, Toxicology, National
Research Council, 1991; O’Brien y col., 1993, van der Schalie y col., 1999).
e Tener amplia distribucion en la zona a ser evaluada.
e Ser una especie carismatica, ampliamente reconocida por la poblacion
general, para la cual se tenga interés respecto de su preservacion y no
debe correr riesgos de extincion (Seston y col, 2009).
e Ser abundante y suficiente para hacer el muestreo estadisticamente
significativo y logisticamente posible.
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e Tener un tamafno suficientemente grande como para proporcionar
adecuadamente las muestras de tejidos y fluidos bioldgicos necesarias para
el estudio de los biomarcadores seleccionados.

e Tener sensibilidad al compuesto o grupo de compuestos que se desea
evaluar. La sensibilidad debe ser mayor que la de los seres humanos, para
proporcionar la alerta temprana a traves de los biomarcadores.

e Debe bioacumular el compuesto que se desea evaluar a concentraciones
medibles o tener cambios fisioldgicos o conductuales medibles en
respuesta al agente o tipo de agente en cuestion.

e Tener larga vida, suficiente como para demostrar tanto los efectos
inmediatos como los efectos de la exposicion en el tiempo, extraer
conclusiones sobre la exposicion crdnica y también sobre posibles efectos a
distintos grupos etarios.

e Ser preferentemente territorial y que no posea habitos migratorios, porque
esto refleja que el contaminante en estudio esta presente en el lugar.
Ademas esta caracteristica permite evaluar las consecuencias de la
exposicidn a los habitantes de ese preciso lugar.

o Estar en el tope de la red tréfica. Esta condicion le da el potencial de
bioacumular contaminantes locales a lo largo de grandes periodos de
tiempo
Las caracteristicas ecofisioldégicas de C. latirostris citadas en 1.2.1 (amplia

distribucién geogréfica, longevidad, fidelidad al sitio geografico y posicién superior
en la red tréfica) lo hacen un buen candidato como organismo centinela. Ademas,
como se ha senalado en 1.2.4, C. latirostris ha mostrado ser sensible a los

contaminantes con actividad de PEs.

1.4- Bisfenol A

1.4.1- Estructura quimica, usos y produccién
El BPA es uno de los quimicos que posee mayor volumen comercial. Su

uso se extiende a todas las latitudes del mundo, con lo cual puede considerarse
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una sustancia de distribucion mundial (Welshons y col., 2006). Este compuesto,
cuyo nombre quimico desarrollado es 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, es una
molécula de 228 KDa (figura 2) que se utiliza en la polimerizacion de distintos tipos
de plasticos tales como policarbonatos, polivinil-clorados (PVCs) y en polietilén-
tereftalatos (PET) (Teuten y col., 2009). EI BPA también es empleado en la
elaboracion de resinas epoxi aplicadas en el recubrimiento interno de latas
metalicas y en la fabricacion de algunos sellantes dentales (Welshons y col.,
2006).
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Figura 2: Estructura quimica de BPA.

Alrededor del 65% del BPA producido se destina a la produccién de
policarbonatos y aproximadamente el 25% se utiliza en la produccién de resinas
epoxi. El restante 10% encuentra aplicacién como ignifugo y resinas especiales.

1.4.2- Presencia de BPA en el ambiente

La presencia ambiental de BPA reconoce distintos origenes, siendo el mas
importante su liberacién desde los materiales de los cuales forma parte. La
liberacién del BPA puede deberse a procesos de polimerizacion incompletos,
durante el cual quedan mondmeros de BPA libres (Brotons y col., 1994), o bien
debido a liberaciéon desde el polimero por hidrdlisis. La hidrolisis es acelerada por
incrementos en la temperatura o en respuesta al contacto de sustancias acidas o
basicas (figura 3). El lavado repetido, calentamiento o exposicidon a condiciones
acidas de los productos que contienen BPA producen, en consecuencia,
desprendimientos significativos del mismo (Welshons y col.,, 2006). El
desprendimiento por hidrélisis es particularmente importante en los sitios de
disposicion final de residuos. La deteccion BPA junto con otros constituyentes del
plastico en lixiviados de rellenos sanitarios han confirmado la importancia de esta
via en la presencia ambiental de BPA (Teuten y col., 2009). El rango de
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concentracion de BPA en lixiviados de sitios de disposicién final de residuos
sélidos varia ampliamente (desde 10 a 10000mg/L) (Fromme y col., 2002; Coors y
col., 2003; Asakuray col., 2004; Teuten y col., 2009).

POLICARBONATO
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Figura 3: Esquema de hidrodlisis del BPA. Modificado de Welshoms y col., 2006.

Finalmente, como se ha sefnalado anteriormente, no puede descartarse la
presencia de BPA en microplasticos como forma de contaminacion y presencia

ambiental del mismo.

1.4.3- Estabilidad y persistencia ambiental del BPA

Las vias naturales de degradacion de BPA son la fotodegradacion, la
oxidacion quimica y la biodegradacion microbiana. La oxidacién quimica es la via
principal de degradaciéon no bioldgica, y es cuantitativamente mas importante en
condiciones aerbbicas que en anaerobiosis (Abargues y col., 2013). La
degradacion biolégica puede llevarse a cabo por una variedad de
microorganismos entre los cuales las bacterias parecen ser los principales (Zhang
y col., 2013). Aun asi, el proceso de degradacion del BPA es muy lento. El tiempo
necesario para reducir la concentracion inicial de BPA en un 50% en barros y
aguas residuales va desde meses a afos (Jurgens y col., 2014) lo que explica, en
parte, la persistencia ambiental ubicua del mismo.

Contrariamente, el BPA es rapidamente biotransformado por los
organismos superiores. Estudios hechos en humanos, ratas y ratones indican que
la via metabdlica principal del BPA es la conjugacion con acido glucurdnido a
través de la enzima UDP- glucuronisiltransferasa (UGT), siendo el
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monoglucurdnido de BPA el principal metabolito de excreciéon. El monoglucuronido
del BPA no tiene actividad estrogénica (Snyder y col., 2000; Matthews y col., 2001;
Zalko y col., 2003) o ésta es muy baja (Pottenger y col., 2000; Matsumoto y col.,
2002), por lo tanto, solo el BPA no conjugado se considera biodisponible y
biolégicamente activo. El monoglucurdnido de BPA puede ser desconjugado por la
accion de la enzima B-glucuronidasa (Ginsberg y Rice, 2009). En humanos, esta
enzima se halla ampliamente distribuida en todo el organismo, incluyendo
placenta, higado, intestino y rindn (Sperker y col.,, 1997). Esto implica que no
puede descartarse la recuperacidon de la actividad estrogénica del BPA por

desconjugacion.

1.4.4- Efectos del BPA

El BPA es descripto como un compuesto estrogénico débil y se ha
demostrado que también tiene actividad anti-androgénica. Clasicamente los
efectos del BPA sobre distintos sistemas biolégicos se han estudiado por
exposicion experimental, ya sea in vitro o in vivo y empleando una serie de dosis
que pueden dividirse en dos grandes grupos; bajas o altas. Se llaman dosis altas
a aquellas superiores a 5 mg/kg/dia; y dosis bajas a aquellas que se encuentran
por debajo de este limite (Gore y col., 2015).

En la tabla 2 se citan algunos efectos del BPA, resultante de estudios de
exposiciones experimentales in vivo, a dosis bajas, haciendo especial énfasis en
los efectos relacionados a la reproduccion. Entre estos efectos se cuentan los
efectos del BPA sobre la histoarquitectura génadal del yacaré overo.



Tabla 2: Efectos de la exposicidon ex

erimental a BPA en distintos 6rganos, sistemas y especies

Sistema u | Animal Tipo de Efectos Referencia
6rgano exposicion
Nervioso | Ratones Prenatal Defeminizacién o masculinizacion de conductas sexualmente dimoérficas | Gioiosa y col., 2007
hembras Adriani y col., 2003
Ratones Perinatal Aumento de actividad locomotora como conducta dimérfica Xu 'y col., 2007
macho (feminizacion)
Ratones Postnatal Cambios en la expresion de receptores de estrogeno alfa y beta Ceccarelli y col., 2007
Monie v col., 2007
Mama Ratas Prenatal Lesiones preneoplasicas, ductos hiperplasicos y carcinomas in situ Durando y col., 2007
Murray y col., 2007
Lesiones indicativas de aumento de susceptibilidad al desarrollo de
tumores.y adelantamiento del grado de madurez mamaria
Prostata Ratas Prenatal Alteraciones histolégicas y aumento en la proliferacién de células Timms y col., 2005.
basales implicadas en cancer de préstata
Postnatal Aumento en la incidencia y susceptibilidad a desarrollar lesiones Ho y col., 2006
neopldsicas intraepiteliales
Prenatal Cambios en el estroma periductal prostatico y disminucién de células Ramos y col., 2003
estromales positivas para receptor de andrégenos
Ovario Ratas Neonatal Alteracion de la dinamica folicular Rodriguez y col., 2010
Ovejas Prenatal Alteracién de expresién de genes relacionados con la esteroidogénesis | Veiga-Lépez y col.,
2013
Postnatal Aumento en la incidencia de foliculos poliovulares Rivera y col., 2011
Alteracion de la dindmica folicular
Yacaré Prenatal Aumento en la incidencia de foliculos poliovulares y retraso del Stoker y col., 2008
desarrollo ovérico
Utero Ratones Prenatal Aumento del factor de transcripcion HOXA 10 Bromer y col., 2010
Hiyama y col., 2011
Ratas Postnatal Disminucion de la expresion de ERa y disminucion de la proliferacion Varayoud y col.,
Perinatal endometrial 2008b
Bosquiazzo y col.,
2010
Testiculo | Ratones Prenatal Disminucién en el nimero de espermatides elongadas Okada y Kai, 2008
Ratas Prenatal Disminucién del recuento espermatico Salian y col., 2009
Adulta Disminucion del recuento espermatico Jinycol., 2013
Tiwari y Vanage 2013
Yacaré Prenatal Alteracion de la histoarquitectura de tibulos seminiferos Stoker y col., 2003

Rey y col., 2009
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1.5- Estudio del fendomeno de perturbaciéon endocrina en yacaré overo
utilizando como blancos la vitelogénesis y el desarrollo histofuncional del
oviducto

El estudio de los efectos de PEs en distintas especies es de suma importancia
para la salud de los ecosistemas y particularmente a la salud publica. Esta
importancia es puntualizada por Hayes y col. (2011) en su revisién acerca de los
efectos de la atrazina (ATZ) en machos de diferentes especies de vertebrados.
Este trabajo destaca la consistencia de tales efectos entre las diferentes especies
(Hayes y col., 2011). Esta analogia de efectos podria, en consecuencia, abarcar a
los humanos transformandose en una cuestién de salud publica.

El estudio de los efectos de la exposicion de un PE de amplia presencia
ambiental como el BPA sobre un 6rgano blanco de perturbacion endocrina como
el oviducto, y un proceso sensible a estrégenos como la vitelogénesis en una
especie altamente sensible puede brindar importantes herramientas en la
determinacién de la salud del ecosistema y deteccién de impactos ambientales
antes de que estos impacten los demas componentes del mismo, dentro de los
cuales estan los humanos. Ademas, ante la sospecha de que la exposicion a PE
modifica los patrones temporales de desarrollo (Mouritsen y col, 2010; Gore y col.,
2015), es importante conocer los procesos de desarrollo normales de los sistemas

a estudiar para realizar aportes acerca de estos posibles efectos.



Il. HIPOTESIS
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La exposicion neonatal temprana a compuestos clasificados como
perturbadores endocrinos induce vitelogénesis hepatica y modifica las
caracteristicas histofuncionales del oviducto de Caiman latirostris

prepuberales.



lll.- MATERIALES Y METODOS GENERALES
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3.1- Animales

Utilizamos yacarés overos (C. latirostris) nacidos en el laboratorio de
huevos recolectados en su habitat natural en seis temporadas reproductivas (2005
a2011).

Los huevos fueron recogidos y trasladados al laboratorio con los permisos
otorgados por la Direccién de Fauna y Areas Naturales Protegidas de la provincia
del Chaco y la Direccion General de Recursos Naturales, Flora y Fauna de la
provincia de Entre Rios. Todos los procedimientos realizados a campo y en el
laboratorio siguieron los lineamientos establecidos en la Guia para el uso de
Anfibios y Reptiles vivos en investigacién a campo y laboratorio (ASIH, 2004). Los
protocolos de investigacion fueron aprobados por Comité Asesor de Etica y
Seguridad de la Investigacion de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas,
Universidad Nacional del Litoral.

3.1.1- Recoleccion y traslado de los huevos

Recolectamos huevos de C. latirostris en las provincias de Chaco y Entre
Rios. Con el fin de minimizar la exposicion a efluentes urbanos o a derivados de la
actividad agropecuaria y ganadera, se seleccionaron sitios de ovipostura en zonas
consideradas de baja a moderada intervencién antropica, humedales situados en
una reserva natural y/o aguas arriba de zonas urbanizadas o areas de agricultura.
En la figura 4 se ilustra la ubicacion de los nidos.

Se contd con la colaboracion de lugarenos para localizar y monitorizar la
construccién de los nidos (figura 5A). Una vez en el campo, se establecid la
geoposicion del nido segun coordenadas de longitud y latitud y se registraron las
caracteristicas del ambiente natural tales como cercania de ambientes acuaticos
I6ticos y lénticos, flora y fauna circundante y material con el cual fue hecho el nido.
Para minimizar el posible aporte ambiental de contaminantes al embriéon en
desarrollo por pasaje de los mismos a través de la cascara, la recoleccion de los

huevos se realizé inmediatamente después de la ovipostura.
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Figura 4: Distribucion geografica de los sitios de recoleccion de huevos de Caiman
latirostris. A: Detalle de las zonas de recoleccién en la provincia de Chaco, humedales de Rio de
Oro, Arroyos Guaycurl, Quia y El Asustado. B: Detalle de las zonas de recoleccién en la provincia
de Entre Rios (Humedales de los Arroyos Puerto, Feliciano y Las Mulas).

Antes de retirar los huevos, cada uno se marcd con lapiz de grafito para
registrar su posicion original en el mismo (figura 5B). Destinamos el primer huevo
extraido de cada nido para la determinacion del estadio embrionario segun
criterios establecidos en nuestro laboratorio (figura 5C) (Stoker, 2004). Sélo se
trasladaron al laboratorio huevos de nidos cuyos embriones se encontraron en
estadio menor o igual a 18 (previo a la diferenciacién sexual). El traslado de los
huevos se realiz6 en bidones plasticos (trayecto nido-punto de encuentro, figura
5D) y luego para el traslado al laboratorio se usaron cajas de material aislante. Los
huevos se ubicaron siempre en su posicién original sobre cama hecha de goma
espuma cubierta con material de nido (figuras 5E y 5F). La mantencién de la
posicion original del huevo y la miniminizacion de las vibraciones durante el
traslado evitan la muerte del embrién por desprendimiento de las membranas
internas de la cascara.
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Durante la cosecha, se registr6 el tamafio de la nidada distinguiendo por
caracteristicas externas los huevos viables de los no viables (rotos, putrefactos o

depredados, localizados generalmente en la capa mas basal del nido).

Figura 5: Procedimientos durante la recoleccion de huevos en habitat natural. A:
Identificacién y acceso a nido. B: Apertura de nido y marcacién de posicion con lapiz de grafito. C:
Determinacion de estadio embrionario de la nidada. D, E y F: Acondicionamiento y transporte de
los huevos.

Al llegar al laboratorio, se registr6 el peso de cada huevo, longitud de eje
mayor y eje menor y espesor de banda opaca. El aumento del grosor de la banda
opaca se utiliza como un signo de viabilidad embrionaria (figura 6).

Figura 6: Registro de caracteristicas de los huevos. A: Determinacién del peso. B: Medicion de
los ejes mayor y menor. C: Transiluminacion y medicién de la banda opaca.

Para establecer si los nidos recogidos para este trabajo (experimentales)
son representativos de la poblacion regional de yacarés se compararon las
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variables evaluadas (tamafio de la nidada, caracteristicas de los huevos, entre

otros) con las registradas en otras campanas (referencia).

3.1.2- Procedimiento de incubacion de los huevos

Aproximadamente 30 dias antes de la cosecha de huevos, las incubadoras
fueron armadas, calibradas, y controladas siguiendo los criterios previamente
descriptos por Stoker, 2004 y Rey, 2007. Las incubadoras se estabilizaron a 30
°C, temperatura de obtencién de 100% hembras (Stoker y col, 2003). La humedad
relativa (HR%) se controlé con los termohigrémetros de lectura externa (Alla®).

Las incubadoras cuentan con un sector ocupado con agua, por encima de
cuya superficie se encuentra una camara de aire humedo (camara de incubacion).
Como fuente de calor se colocaron tres aclimatadores sumergidos en el agua y
equidistantes entre si. La temperatura de la cdmara de incubacién se midié y
control6é diariamente mediante dos sistemas; a) utilizando termémetro de registro
continuo de datos (sistema HOBO, Boxcar® for Windows Version 3.6.0.6 Onset
Computer Corp. Copyright 1999) y b) utilizando un termohigrometro antes
descripto (figura 7).

Durante la incubacién, los huevos se examinaron diariamente para controlar
signos de condensacion de vapor de agua sobre la superficie de los mismos y/o
signos de putrefaccion.

Figura 7: Caracteristicas de las incubadoras. A: Vista frontal. B: Vista superior. 1:
Termohigrometro. 2: Sensor de termohigrémetro. 3: Sistema de registro continuo de temperatura
(sistema HOBO). 4: Parrilla de alambre galvanizado. 5: Paneles de material aislante. 6:
Aclimatadores sumergibles. 7: Sensor de temperatura del termostato.
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3.1.3- Nacimiento, identificacion y registro de variables biométricas

De acuerdo a datos recogidos previamente (Rey, 2007) la eclosién de los
huevos incubados a 30 °C ocurre entre 43 y 45 dias posteriores al estadio 20 del
desarrollo embrionario. Durante la ultima semana de incubacién, se examinaron
los huevos dos veces por dia en busqueda de signos indicativos de eclosion
inminente (llamado de la cria y/o movimiento). La verificacion de estos signos en
un huevo perteneciente a un nido determiné el nacimiento, por eclosién asistida,
de todas las crias del mismo nido. Previo al nacimiento, se observd y registro la
presencia de cadmara de aire (figura 8A) y el peso de cada huevo (figura 8B).

Se determiné la masa corporal (figura 8E) y las variables biométricas largo
total (LT), distancia hocico-cloaca (SVL) (figura 13F) y ancho occipital (figura 8G)
de todos los neonatos. También se observo la morfologia general de los animales
en busqueda de posibles malformaciones. Los valores registrados para estas
variables se compararon con los provenientes de hembras nacidas de huevos
libres de tratamiento en otras campanas (referencia).

Las crias se identificaron utilizando dos sistemas diferentes: a) con un collar
con un cédigo alfanumérico unico para cada animal (figura 8H); b) con un numero
de identificacion grabado en metal que se insert6 en la membrana interdigital de la
pata trasera derecha (figura 8l).

La posibilidad de exposicion natural a agentes neurotdxicos (Kamijima vy
Casida, 2000), se descartdé a partir de la evaluacién de la postura, locomocién,
recuperacion de postura y reflejo ocular fotomotor.
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7y

Figura 8: Registro de variables antes y durante el nacimiento de C. /atirostris. A:
determinaciéon de camara de aire. B: determinaciéon de peso de huevo. C: eclosién asistida. D:
nacimiento. E: determinacién de masa corporal de cria. F: medicion de largo total y longitud hocico-

cloaca. G: medicion de ancho occipital. H: identificacion con collar de cédigo alfanumérico. I:
identificacion mediante nUmero gravado en pieza de metal (tag) inserta en membrana interdigital

3.1.4- Cria de caimanes neonatales

Los recién nacidos se mantuvieron en receptaculos de vidrio con una zona
de vidrio liso horizontal plana y otra zona de vidrio texturado ubicada a modo de
rampa. Esta disposicién posibilita el desplazamiento de los animales desde el
ambiente acuatico hacia una zona seca y de esta manera regular su temperatura
corporal. En los receptaculos se colocaron 10 cm de agua. Se revistieron todas
sus caras, excepto en la superior, con planchas de material opaco de 5cm de
grosor. Estas planchas aislan visualmente a las crias protegiéndolas del estrés
(figura 9).

Los receptaculos con las crias se ubicaron en sala con temperatura
controlada a 30°C. La temperatura se registré6 con un termémetro digital cuyo
sensor se ubico suspendido a 5 cm de la superficie del agua.
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Durante los primeros 10 dias post nacimiento, no se suministré alimento a
los neonatos. En este periodo el vitelo remanente (incorporado a la cavidad
abdominal antes del nacimiento) les provee de todos los nutrientes necesarios.
Luego fueron alimentados con carne vacuna picada “premium” con bajo contenido

graso, para minimizar el aporte de contaminantes liposolubles.

S

Figura 9: Caracteristicas de los acuarios para cria de caimanes neonatales. A: receptaculos
de vidrio. 1: rampa de vidrio y zona seca. 2: zona humeda; B: alimentacion con carne vacuna bajo
contenido graso (calidad premium).

3.1.5.-Cria de animales hasta juveniles

La cria de animales desde su nacimiento hasta los 45 dias se realizd segun
fue descripto en la seccion 3.1.4. Cuando los animales cumplieron los 45 dias de
edad, se ubicaron en piletones de cria de juveniles dentro de las instalaciones del
bioterio de reptiles. Estos piletones fueron construidos evitando materiales que
aportan sustancias clasificadas como PEs, por ejemplo las pinturas epoxi y
materiales plasticos. Los piletones, cuentan con una zona humeda y una zona
plana seca comunicadas por una rampa que permite el libre paso de los animales
desde el ambiente acuatico al medio seco.

La temperatura de los piletones de cria (area seca y de inmersién) se
control6 mediante un sistema de flujo constante de agua a 30°C bajo una loza
radiante. Un radiador garantiza la temperatura ambiental éptima para los animales
(28,8 £ 0,7 °C).

Los piletones cuentan con un sector cubierto con una pieza desmontable

que brinda un sitio donde el animal puede cobijarse cuando percibe peligro, como
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forma de disminuir el estrés cuando ingresa personal al bioterio (figuras 10A 4 y
10B 4).

Los animales se alimentaron con carne vacuna picada premium
suplementada con vitaminas y calcio (VIONATE® S, Novartis, Argentina;
ReptoCal™, Tetra, Alemania). La dosis semanal de alimento representa el 20%
del peso corporal de los animales de cada pileton. Esta compuesta por 98,5% de
carne vacuna picada y 1,5% de suplemento de vitaminas y minerales. Esta dosis
de alimento se divide en 3 raciones semanales.

Con el fin de asegurar la correcta incorporacién de calcio se expuso a los
animales durante 30 minutos diarios a una fuente de luz UV (Sylvania Reptistar T-
8; 15 Watts)

O Bk
e AT

Figura 10: Caracteristicas de los acuarios para cria de caimanes juveniles. A: piletones de cria
vacios. B: Animales juveniles en piletones de cria. 1: Zona seca. 2: Rampa y rejilla de
comunicacion entre zonas. 3: Zona himeda. 4: Placa desmontable. 5: Fuente de luz UV.

3.2- Obtencién de muestras y procesado histolégico
La diseccion de érganos se realiz6 inmediatamente después del sacrificio.
Los 6rganos disecados se sumergieron en solucion fijadora (formol buffer al
10%, pH 7,4 durante 6hs a temperatura ambiente. Concluido el tiempo de fijacion,
se realizaron 2 lavados de las muestras con PBS (buffer fosfatos pH 7,5) de 10
minutos cada uno y luego se sumergieron en etanol 70% hasta su procesado.

Brevemente, los 6rganos fueron colocados en series ascendentes de etanol,
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clarificados en xilol e incluidos en parafina siguiendo técnicas histolégicas de
rutina (ver tabla A1).

En el Anexo, se detallan los protocolos de procesado histolégico,
desparafinizacidn e hidratacion de los cortes histolégicos (tabla A1) asi como el de
deshidratacion y montaje (tabla A2).

3.3- Evaluacion de biomarcadores por inmunohistoquimica.

La determinacion de la expresidon de diferentes biomarcadores se utilizé la
técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Aplicamos el método extravidina-biotina
peroxidasa y revelado con diaminobencidina (DAB), utilizando un protocolo
previamente optimizado en nuestro laboratorio (Kass y col., 2000) (tabla A6) al que
se le realizaron pequefias modificaciones para cada marcador (tabla A7).

En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad
sustituyendo el anticuerpo primario por un suero no inmune. Los controles
positivos consistieron en tejidos cuya reaccion positiva fue establecida con
anterioridad.

3.4.- Digitalizacion y analisis de imagenes

Mediante el uso de una camara de video (Diagnostic Instruments Inc., USA)
adaptada a un microscopio 6ptico (Olympus Optical, Tokyo, Japan), se capturaron
imagenes de los cortes utilizando objetivo Dplan 10X, 20X, 40X o 100X segun la
variable a evaluar. Previamente el microscopio fue ajustado para iluminacion
Kéehler. Las imagenes obtenidas fueron digitalizadas y almacenadas en formato
electrénico utilizando el software Spot Advanced. El analisis digital de imagenes se
realiz6 utilizando el software Image Pro-Plus 4.1.0.1® system (Media Cybernetics,
Silver Spring, MA). La obtencién de medidas espaciales se realizd calibrando
previamente el sistema con reglas de referencia.

3.5- Analisis estadistico
Todos los resultados fueron sometidos a tests de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk) y test de homogeneidad de variancias (Test de Levene).
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Se utilizaron tests paramétricos para aquellas variables con distribucién normal
(test de variancia multiple (ANOVA) seguido de post test t de student de dos colas.
Todos los test estadisticos se efectuaron utilizando un intervalo de confianza del
95%.

Para todos aquellos datos que no cumplieron con el test de normalidad, se
emplearon tests de estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis seguido de post test
de Mann Whitney).



V.- CAPITULO 1

Caracterizacion del patron de expresion témporo-
espacial de moléculas de la via de senalizacion wnt y
su relacion con la diferenciacion morfogenética

oviductal en Caiman latirostris.



4.1- INTRODUCCION
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4.1.1- Descripcion general del oviducto de reptiles

El tracto reproductor femenino (TRF) en especies oviparas, se denomina
oviducto. En reptiles adultos, los oviductos son estructuras tipicamente pares,
abiertas rostralmente al celoma en la vecindad de los ovarios y caudalmente a la
cloaca. Si bien las caracteristicas histolégicas varian a lo largo del eje céfalo-
caudal; en cortes transversales, la estructura bésica del oviducto en una hembra
adulta consiste en tres diferentes capas; mucosa (también llamada endometrio),
muscular (Ilamada miometrio) y serosa (figura 11) (Girling, 2002).

La mucosa o endometrio es la capa mas interna. Esta formada por un
epitelio simple que recubre el lumen, y una lamina propia subyacente. La lamina
propia consiste en tejido conectivo y glandulas mucosas. La capa muscular
(miometrio) se encuentra debajo de la mucosa rodeando a la lamina propia, y esta
formada por una capa de musculo liso circular interna y una capa longitudinal
externa. La capa serosa (perimetrio) recubre exteriormente al oviducto y es una
continuacién del peritoneo (Girling, 2002; Gist, 2011).

Los términos endometrio, miometrio y perimetrio son aplicados mas
correctamente a tejidos uterinos, pero en la literatura referente a reptiles también
se han utilizado para describir a los tejidos oviductales en general. En el presente
trabajo, siguiendo el criterio aplicado por Girling (Girling, 2002), utilizaremos los
términos mucosa, capa muscular y serosa para describir las diferentes capas en

todas las regiones oviductales.

Figura 11: Esquema representativo de las
distintas capas del oviducto en un corte
transversal: a: epitelio. b: glandula mucosa,
c: tejido conectivo, d: capa muscular circular,
e: capa muscular longitudinal, f: serosa.
Mucosa (a+b+c). Muscular (d+e). Barra

100pm. Modificado de Girling, 2002.
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4.1.2- Regiones del oviducto

Girling, 2002 propuso una divisidbn céfalo-caudal del oviducto de los
reptiles, basada en caracteristicas estructurales e histolégicas en periodo
vitelogénico. Segun este criterio, los oviductos de los reptiles pueden dividirse en
infundibulo, tubo uterino, istmo o unidn tubo-uterina, utero y vagina (figura12).

La regién estudiada en esta tesis es el tubo uterino. Esta porcion se
encuentra en posicién caudal al infundibulo, y esta ausente en algunos reptiles
Escamosos (Squamata), en los cuales el infundibulo se conecta directamente con
el utero. Representa aproximadamente el 40% del largo total del oviducto tanto en
aligatores como en tortugas (Gist, 2011).

En C. latirostris, el tubo uterino es similar a A. mississippiensis, y consiste
de un epitelio luminar del tipo simple seudoestratificado con células columnares
ciliadas y no ciliadas, con nucleos apicales las primeras y centrales o basales las
segundas. Las células no ciliadas poseen microvellosidades y son secretoras. Los
granulos presentes en las células secretoras se colorean intensamente con

tinciones para glucosaminoglucanos (Galoppo, 2015).

%, Infundibulo

Tulso niering S Figura 12: Esquema representativo de las

distintas regiones del oviducto de
Alligator mississippiensis sexualmente
maduro: Modificado de Palmer y Gillette,
1992. Las divisiones propuestas como
comunes entre los reptiles coinciden con las
- descriptas para A. mississipiensis, 'y
y Utero consecuentemente representan al oviducto
de C. latirostris.

En reptiles hembras sexualmente maduras, la mucosa posee numerosas
glandulas que pueden ocupar entre el 80 y el 90% del grosor total del tubo uterino.
Estas glandulas pueden ser compuestas tipo tabulo-alveolar, tubular ramificado o
acinares ramificadas (Girling, 2002). Hacia ambos extremos del tubo uterino, las

glandulas se vuelven menos numerosas y ocupan menos proporcidén de la ldmina
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propia. En cocodrilidos y tortugas, las glandulas del tubo uterino secretan
albumen. El albumen esta formado por las llamadas proteinas blancas del huevo
que rodean al oocito previamente a la ovipostura. De esta manera, el tubo uterino

es la zona homéloga al magnum de las aves (Palmer y Guillette, 1990; Gist, 2011).

4.1.3- Cambios estacionales y hormonodependencia del oviducto

La reproduccién en la mayoria de los reptiles es ciclica y esta asociada a
épocas reproductivamente favorables del ano. La ciclicidad de factores
ambientales (temperatura, fotoperiodo, y humedad) coordina via hipotalamo la
liberacibn de gonadotropinas que actlan sobre las gbnadas para regular la
secrecion de hormonas sexuales en animales puberes y adultos. Esta bien
establecido que las funciones oviductales estan influenciadas, también
estacionalmente, por los esteroides sexuales ovaricos (Gist, 2011).

La hormonodependencia del oviducto de reptiles ha sido puesta en
evidencia a través de la administracibn exégena de hormonas en épocas
naturalmente desfavorables a la reproduccién o por deprivacion de las mismas. En
las tortugas Chrysemys picta, la administracion de E2 durante el otofio estimul6
las glandulas tubuloalveolares en la region del Utero a niveles vistos en verano
(Motz y Callard, 1991). La ovariectomia o hipofisectomia en reptiles produce
regresion oviductal y la administracion exdégena de E2, progesterona (P) o ambos
en general revierten tal efecto (Gist, 2011).

4.1.4- Diferenciaciéon y maduracion del tubo uterino de Caiman latirostris

El TRF en todas las especies de vertebrados estudiadas es inmaduro al
nacimiento y completa su maduracion postnatalmente. La diferenciacion postnatal
del TRF en vertebrados se divide en dos grandes etapas; diferenciacién
organogenética y diferenciacién funcional. La diferenciacion organogenética es la
etapa de diferenciacion postnatal durante la cual se determina la identidad del
epitelio Mdlleriano. Los cambios que se dan durante esta etapa parecen ser
irreversibles una vez que se alcanza la adultez (Kurita y col.,, 2001). La
diferenciacion funcional del oviducto es un proceso que, en el caso de especies
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murinas, ocurre durante los ciclos estrales y esta regulado por estrégenos y P
(Kurita y col., 2001). Ampliando al resto de los vertebrados, se puede decir que la
diferenciacion funcional involucra a los cambios mediados por hormonas
gonadales.

Previamente hemos caracterizado la maduracién postnatal del tubo uterino
de C. latirostris en cuatro estadios madurativos diferentes, definidos en funcién de
la edad, masa corporal y largo total de los animales (Galoppo, 2015). Estos
estudios confirmaron que, al igual que en los demas vertebrados estudiados, el
oviducto de yacaré overo es inmaduro al nacimiento y su diferenciacién ocurre
postnatalmente. En esta especie los primeros signos de diferenciacion se
observan en el estadio postnatal temprano y los cambios oviductales pueden
agruparse en las tres etapas descriptas para la diferenciacién organogenética de
vertebrados mamiferos. Estas etapas son organizacién y estratificacion del
estroma endometrial; diferenciacion y crecimiento del miometrio y desarrollo
coordinado de glandulas endometriales (Gray y col., 2001).

La etapa de organizacion y estratificacion del estroma se caracteriza por el
aumento del grosor de la lamina propia a expensas de componentes celulares y
fibrosos y por la desorganizacién de las fibras de colageno en zonas adyacentes al
epitelio luminal. Estos cambios son particularmente visibles a partir del estadio
postnatal avanzado (alrededor de los 3 meses de edad). La diferenciacion vy
crecimiento del miometrio consta de un proceso de regionalizacion periférica de
células que expresan alfa-actina (a-actina) y aparicién y posterior intensificacién
de la expresién de desmina, especialmente en el estadio postnatal avanzado
(figura 13).
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Figura 13: Secuencia de cambios en la histoarquitectura durante la diferenciacion
morfogenética del oviducto de Caiman latirostris. Se esquematizan los cambios en el sistema
de puntos o score histofuncional, en la organizacion de la matriz extracelular y en la expresion de
a-actina y desmina.

Respecto al desarrollo de glandulas, el proceso de adenogénesis involucra
una serie de cambios histofuncionales que afectan principalmente al epitelio
luminal. Estos cambios, de naturaleza cualitativa y descriptos como desarreglos
celulares, protuberancias, proyecciones subepiteliales, invaginaciones o budding y
cambios en el patron de PAS- positividad, fueron cuantificados a través de un
sistema de score histomorfoldgico. La evaluacién de estos cambios a través del
sistema de score, permiti6 establecer un valor de corte entre oviductos
preadenogénicos y adenogénicos. Ademas, permitié identificar al periodo
postnatal avanzado como el momento a partir del cual el tubo uterino de C.
latirostris comienza a mostrar indicios de un proceso de adenogénesis avanzado.

Los cambios en la organizacion y estratificacién del estroma, diferenciaciéon
y crecimiento del miometrio y proceso de adenogénesis permitieron determinar al
estadio postnatal temprano como el momento en el cual los primeros indicios de

maduracién comienzan a observarse.
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4.1.5 Rol de la via de senalizacién wnt en la diferenciacion organogenética
del oviducto

La plasticidad, propiedad caracteristica de la diferenciacion organogenética,
permite la produccion de diferentes fenotipos a partir de un genotipo dado;
otorgando identidad a cada regidn del oviducto. Experimentos hechos en murinos
han demostrado que el epitelio oviductal es plastico al inicio del desarrollo
postnatal, y que esta plasticidad se va perdiendo a medida que la vida postnatal
avanza (Kurita y col., 2001). Los procesos de diferenciacion postnatal del TRF han
sido estudiados principalmente en murinos, y se han descubierto diferentes
moléculas que participan en este proceso, entre ellas las de la familia de proteinas
WNT.

Las moléculas WNT son un grupo de glicoproteinas implicadas en los
procesos de desarrollo en numerosos érganos. Estas proteinas ejercen su accion
uniéndose a un grupo de receptores de membrana denominados frizzled (Fz).
Esta unién produce la activacidon de una cascada de senales que se dividen en
dos grandes grupos, la via de sefalizacion canonica y las vias no candnicas
(Miller y McCrea en 2010). La via de sefalizacion canénica involucra a la beta-
catenina (B-catenina). La B-catenina es una proteina que puede encontrarse libre
en el citoplasma o como parte del complejo cadherina (Wheelock, y Johnson,
2003). La fraccién libre, en ausencia de sefnales wnt, es rapidamente degradada
por la via de proteasoma. Cuando existen sefales wnt, la unién de una proteina
wnt a su receptor Fz produce la fosforilacién y consiguiente estabilizacion de la B-
catenina, llevando a su acumulacion citoplasmatica. La B-catenina fosforilada
posteriormente puede ingresar al nucleo celular donde produce la desrepresion
transcripcional de los genes target (figura 14) (Miller y McCrea, 2010).

Las vias no canodnicas o B-catenina independientes son la via wnt/ polaridad
planar celular (wnt/PCP segln sus siglas en inglés) y la via wnt/calcio (wnt/Ca®*).
En la via wnt/PCP la unidbn de miembros de la familia wnt al receptor Fz recluta la
proteina Dishevelled (Dsh) a la membrana celular, quien a su vez activa una via
que involucra a las GTPasas Rho y Rac. En vertebrados, la activacion de Rho
conduce a la posterior activacion de la quinasa asociada a Rho (ROCK), la cual



Capitulo 1- Introduccion |34

media rearreglos en el citoesqueleto. La activacion de Rac por parte de Dsh, a su
vez, activa la quinasa Jun N-terminal (JNK) que modula la organizacion del
citoesqueleto (figura 14). Esta via de senalizacién interviene en la divisién celular
asimétrica, polaridad celular y migracion celular.

Durante la activacién de la via wnt/Ca®* la unién de miembros wnt al
receptor Fz recluta proteina G, la cual traduce la senal a la proteina Dsh,
causando activacion posterior de la proteinquinasa C (PKC) y Cam quinasa (figura
14). Esta via afecta principalmente la adhesion celular y contribuye a la
especificacion del destino celular. Una caracteristica muy importante de esta via

es inhibir la via candnica de senalizacion wnt.

via Canodnica via wnt/PCP via wnt/Ca?*

Figura 14: Vias de sefializacion wnt. Modificado de Miller y McCrea, 2010.

La capacidad de unién de cada componente de la familia wnt con los
receptores Fz, y su capacidad de activar una u otra via de sefalizacion no estan
completamente definidas, pero parecen ser dependiente del contexto o incluso
yuxtaponerse (Miller y McCrea 2010). Algunos miembros de la familia wnt, como
WNT-8 activarian principalmente la via candénica. Otros, como WNT-5 y WNT-11,
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en forma independiente, activarian principalmente la via no candnica, pero
actuando en forma conjunta activan la via de sefalizacion canédnica (Miller y
McCrea, 2010).

Las proteinas WNT son consideradas morfégenos en numerosos tejidos
(Cadigan y Nusse, 1997), ejercen su accion a través de mecanismos muy
conservados entre especies evolutivamente muy alejadas entre si (Teo y col.,
2006) y controlan procesos esenciales del desarrollo, tanto en la etapa prenatal
como postnatal. Dentro de los procesos regulados por la familia de proteinas WNT
se encuentran el crecimiento, diferenciacidén, migraciéon, determinacién del destino
celular y la interacciéon célula-célula (Hayashi y col., 2011). Respecto a la
diferenciacion postnatal del TRF, los miembros de la familia wnt tienen una gran
importancia en la determinacién del patron anteroposterior y radial (Arango y
Donahoe, 2010; Daftary y Taylor, 2006). Estudios hechos en murinos, han
sefialado la importancia de WNT-7a, WNT-5a y B-catenina en la morfogénesis
postnatal uterina (Jeong y col, 2009; Mericskay y col., 2004; Miller y Sasoon,
1998). Estos miembros de la via de sefalizacion wnt estan implicados en la
mantencion de la histoarquietectura del epitelio luminal, el proceso de
adenogénesis y el correcto desarrollo y organizaciéon de la capa muscular. La
alteracién de la expresién de estos componentes ha resultado en hipertrofia del
epitelio luminal, supresion de adenogénesis, desorganizacion de la capa muscular
y posteriorizacién del TRF (Hayashi y col, 2011; Merickskay y col., 2004; Miller y
Sasoon, 1998).

Se ha demostrado que, durante la etapa de diferenciacién funcional del TRF
murino, la via de sefalizacion wnt es regulada por estrégenos (Miller y col.,
1998b). Ademas, la expresion de distintos miembros de la via de sefalizacién wnt
puede ser blanco de la accion de PEs (Sassoon, 1999; Ingaramo y col., 2016).
Dado que los mecanismos de accién de la via de senalizacibn wnt estan
conservados en especies muy diferentes entre si, posiblemente también lo estén
la sensibilidad a hormonas y a PEs. Esto sugiere que la diferenciacién postnatal
del oviducto de C. latirostris estaria coordinada por lo menos en parte por

moléculas de la familia wnt y seria un proceso sensible a la exposicion a PEs.



4.2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis
Las vias de senalizacibn wnt estan implicadas en la diferenciacién oviductal

posnatal de Caiman latirostris.

Objetivos Especificos
Caracterizar los patrones de expresiéon témporo-espacial de moléculas WNT-5a,
WNT-7a y B-catenina en el oviducto de Caiman latirostris

Establecer la relaciéon entre el grado de diferenciaciéon oviductal evaluado por
score histofuncional y la expresién de WNT-5a, WNT-7a y B-catenina.



4.3- MATERIALES Y METODOS
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4.3.1- Diseho experimental

Utilizamos 26 hembras controles intactas nacidas de huevos provenientes
de 13 nidos que fueron criadas en condiciones controladas. Las mismas se
sacrificaron, de acuerdo a su edad y variables biométricas, en estadio neonatal
(n=6); postnatal temprano (n=8); postnatal avanzado (n=5) y juvenil (n=7) (figura
15). Las caracteristicas de estos estadios madurativos fueron previamente
establecidos en nuestro laboratorio (Galoppo, 2015).

HEMBRAS CONTROLES INTACTAS

\‘ GAM-oviducto [ Oviducto |

WNT 7a
WNT 5a
beta - catenina

Figura 15: Ontogenia de la expresion de miembros de la via de sefializacion wnt en oviducto
de C. latirostris. Esquema del disefio experimental

El oviducto en hembras de yacaré overo de hasta 3 meses de edad es una
estructura muy pequefia que se mantiene unida al complejo génada-adrenal-
mesonefros (GAM) a través del mesosélpinx. Debido al reducido tamafno del
oviducto en estos animales, el mismo se diseco junto con el GAM (figuras 16A y
16B).

En animales mayores a tres meses el oviducto se extrajo separadamente
del GAM y se secciond en tres partes: caudal, media y craneal. Para evitar el
enrollamiento, cada una de las secciones se inmovilizaron sobre planchas de
corcho (figuras 16C y 16D).
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Craneal

Figura 16: Obtencion de muestras de oviducto de C. Jatirostris de diferentes edades. A:
Complejo gonadal-adrenal-mesonefros (flecha doble punta) y oviducto (sucesion de flechas
simples) de hembra de 40 dias de edad. B: Complejo gonadal-adrenal-mesonefros disecado para
posterior fijacién. C: Complejo gonadal-adrenal-mesonefros y oviducto de hembra de 12 meses de
edad. D: Oviductos de hembra de 12 meses de edad inmovilizados sobre planchas de corcho y
seccionados en sus porciones caudal, media y craneal. La doble flecha sefala la ubicacién del
tubo uterino, en el tercio craneal del oviducto.

Como se menciond en la introduccién, Gist (2011) propone la division
anatémica del oviducto de reptiles en cinco regiones: infundibulo, tubo uterino,
istmo, utero y vagina. Nuestro estudio se focaliz6 en los cambios histofisiolégicos
que se producen en la seccién del tubo uterino, ubicado en la porcién craneal del
oviducto (figura 16 D). En adelante cuando mencionamos oviducto nos referimos a
la region del tubo uterino.

En muestras provenientes de hembras de hasta tres meses de edad, los
bloques de parafina fueron desvastados hasta encontrar las tres estructuras
caracteristicas del complejo GAM (la go6nada, la glandula adrenal y el
mesonefros). La porcién de oviducto que acompana a estas cuatro estructuras se
corresponde con el tubo uterino. Realizamos cortes transversales seriados de
GAM de 5u de espesor en micrétomo (Leica®), los cuales fueron montados sobre
portaobjetos previamente tratados con adhesivo tisular (silano 0,5%). Cuando las
muestras provenian de animales juveniles, se confeccionaron bloques

conteniendo cada una de las diferentes porciones del oviducto por separado.
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4.3.2- Evaluacion de biomarcadores de la via de senalizacion wnt

La expresion de los diferentes miembros de la via de sefalizacion wnt
implicados en la diferenciacion organogenética del TRF se realiz6 utilizando
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) segun protocolo general descripto en tabla
A6. Las condiciones utilizadas para cada marcador se encuentran descriptas en
tabla A7.

La cuantificacién de la expresiéon de B-catenina y WNT-5a se realiz6 por
andlisis de imagenes utilizando el software Image pro plus. Se delineé
manualmente el compartimiento de referencia para cada marcador (subepitelio
para WNT-5a; y epitelio para B-catenina), utilizando una herramienta del software
que permite seleccionar colores, se determind el area inmunomarcada y el area de
referencia total. La figura 17 ejemplifica los pasos seguidos para la cuantificacidén
de B-catenina..

La cuantificacidn de estos marcadores se realizd a través de la relacion
porcentual entre el area total y el area inmunomarcada y se expres6 como el
porcentaje del area total de referencia ocupada por cada marcador.

Figura 17: Cuantificacion de la expresion de B-catenina. A. Delineado del area de referencia
(region delimitada por linea de trazo verde).B Seleccién del area inmunomarcada dentro del area
de referencia (coloreada en rojo por el software). C. Determinacion de area de referencia total (area
total delimitada por linea de trazo verde y coloreada en rojo por el software). EpL: Epitelio luminal;
L: Lumen; SE: Subepitelio. IHQ para B-catenina revelada con DAB y contracoloreada con
Hematoxilina de Mayer.

La expresién de WNT-7a se determin6 por recuento diferencial de células
inmunomarcadas respecto del numero total de células del epitelio luminal

oviductal. Los resultados se expresaron como % de células epiteliales WNT (+).
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4.3.3- Analisis estadistico

Todos los resultados fueron sometidos a tests de normalidad. Se utilizaron
tests paramétricos para aquellas variables con distribucion normal (test de
(Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) y test de homogeneidad de variancias (Test
de Levene). variancia multiple (ANOVA) seguido de post test t de student de dos
colas. Todos los test estadisticos se efectuaron utilizando un intervalo de
confianza del 95%.

Parar todos aquellos datos que no cumplieron con el test de normalidad, se
emplearon tests de estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis seguido de post test
de Mann Whitney). Para establecer la fuerza de relacion lineal entre la expresién
de WNT-5a, WNT-7a y B-catenina y el grado de diferenciacién evaluado por score

histofuncional, se realiz6 test de correlacién de Spearman.



4.4- RESULTADOS
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4.4.1.- Animales

Los huevos y crias utilizados para la caracterizacién de la expresién de
moléculas relacionadas con la morfogénesis oviductal (WNT-7a, WNT-5a, -
catenina) presentaron caracteristicas similares al grupo tomado como referencia
(tabla 3). Los valores de referencia se calcularon a partir de registros de variables
de huevos obtenidos en ocho temporadas reproductivas provenientes de zonas

con baja intervencién antrdpica y libres de tratamiento.

Tabla 3: Caracteristicas de los huevos y variables alométricas al nacimiento de
hembras de Caiman latirostris

Variable Referencia Experimentales
Numero de huevos 146 26
§ Masa (g) 73,01 £ 6,24 69,98 + 6,45
'-:',J Eje mayor (cm) 68,34 + 3,43 67,34 + 3,61
- Eje menor (cm) 42,92 + 1,53 42,40 = 1,89
Numero de neonatos 146 26
8 Masa corporal de neonatos (g) 47,05+ 4,70 51,43 £ 4,03
I<ZT: Largo total de neonatos (cm) 22,93 + 0,81 23,19 + 0,87
8 Distancia hocico — cloaca (cm) 10,90 £ 0,43 11,2 +£0,27
< Ancho occipital (mm) 16,92 £ 0,71 17,27 £ 0,27

Los resultados estan expresados como X + SD. La comparacion entre ambos grupos se realizd
aplicando test t de student de dos colas con 95% de confianza.
4.4.2.- Expresion de WNT-7a durante el desarrollo oviductal

WNT-7a es una de las moléculas que intervienen en la via de senalizacién
responsable del establecimiento del patron radial oviductal. Ademas establece,
junto con otras proteinas, el patrén de diferenciacion anteroposterior. La expresion
de la proteina WNT-7a en el oviducto postnatal de C. latirostris se restringe al
epitelio luminal y se caracteriza por presentar un patron de marcacion nuclear
(figura 18).
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Figura 18: Patron témporo-espacial de la expresion oviductal de WNT-7a. En cortes de tubo
uterino se observa que la inmunomarcacion para WNT-7a se localiza en el epitelio luminal. A:
neonatal; B: postnatal temprano; C: postnatal avanzado; D: juvenil. Las IHQ se revelaron con DAB
y se contracolorearon con hematoxilina de Mayer. EpL: Epitelio luminal, EpG: Epitelio glandular.Las
puntas de flechas muestran ndcleos positivos para WNT-5a. La linea de puntos en D muestra el
limite entre Epitelio luminal y Epitelio glandular. Las barras muestran el patrén temporal de cambios
en la expresion de WNT-7a. Los resultados se expresaron como la media £ SEM. Los grupos que
comparten letras no guardan diferencias estadisticas entre si. Test de Kruskal Wallis seguido de
post test de Mann Whitney; 95% de confianza.

El nivel de expresion de esta proteina aumenta significativamente desde el
estadio neonatal manteniendo sus niveles maximos durante los estadios postnatal
temprano y postnatal avanzado. Luego, la expresion de WNT-7a disminuye a
niveles intermedios entre estos estadios y el neonatal.

4.4.3. Expresion de WNT-5a durante el desarrollo oviductal

La proteina WNT-5a actua en conjunto con WNT-7a y tiene, entre otras
funciones, regular el proceso de adenogénesis oviductal. La expresiéon de la
proteina WNT-5a, en el oviducto de C. latirostris es del tipo citoplasmatica y se
observa tanto en el epitelio luminal como en el subepitelio oviductales. En los
estadios madurativos mas tempranos, WNT-5a se encuentra dispersa en todo el
subepitelio sin una compartimentalizacion definida (figura 19A). En el estadio
juvenil, la expresién subepitelial de WNT-5a se localiza en la parte mas externa del

mismo (muscular) (figura 19D).
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Figura 19: Patréon témporo-espacial de expresion de WNT-5a en los distintos estadios

madurativos de Caiman latirostris. A-D: Cortes de tubo uterino correspondientes a distintos
estadios madurativos inmunomarcados para WNT-5a. A: neonatal; B: postnatal temprano; C:
postnatal avanzado; D: juvenil. Las IHQ se revelaron con DAB. EpL: Epitelio luminal, L: Limen; SE:
Subepitelio. Las dobles flechas indican la extensién de la zona subepitelial Los resultados se
expresaron como la media + SEM. Los grupos que comparten letras no guardan diferencias
estadisticas entre si. Test de Kruskal Wallis seguido de post test de Mann Whitney; 95% de

confianza.

Como muestra la figura 19, los niveles de expresidon de WNT-5a en el
compartimiento subepitelial disminuyen significativamente desde el estadio
neonatal hacia el postnatal temprano. A esta caida, le sigue un aumento gradual
que se vuelve significativo en el estadio juvenil, donde los niveles de expresion

son comparables con los observados durante la etapa neonatal.

4.4.4.- Expresion epitelial de B-catenina durante el desarrollo oviductal
normal.

La B-catenina es componente de la via canonica de sefnalizacion wnt y
ademas forma parte de un complejo con la proteina de membrana cadherina,
sirviendo de unién entre ésta y el citoesqueleto. La evaluacion de su expresion
durante los diferentes estadios madurativos permitiria determinar la posible

participacion de la via candnica de wnt en el desarrollo postnatal del oviducto.
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Figura 20: Patron témporo-espacial de expresion oviductal de B- catenina en los distintos
estadios madurativos de Caiman latirostris. A-D: Cortes de tubo uterino correspondientes a
distintos estadios madurativos inmunomarcados para [B-catenina. A: neonatal; B: postnatal
temprano; C: postnatal avanzado; D: juvenil. . Las IHQ se revelaron con DAB y se contracolorearon
con hematoxilina de Mayer. EpL: Epitelio luminal, EpG: Epitelio glandular; L: Ludmen; SE:
Subepitelio. Los resultados se expresaron como la media + SEM. Los grupos que comparten letras
no guardan diferencias estadisticas entre si. Test de Kruskal Wallis seguido de post test de Mann
Whitney; 95% de confianza.

La B-catenina muestra un claro patrén de expresion de membrana en el
epitelio luminal. Durante los sucesivos estadios madurativos, se observa una
relativa uniformidad en esta la expresion, excepto durante el estadio postnatal

temprano, caracterizado por una disminucion significativa de la misma.

4.4.5- Relacion entre la expresion oviductal de las moléculas de la via de
senalizacion wnt y la diferenciacion morfogenética oviductal.

La diferenciacién morfogenética del TRF en todos los vertebrados
estudiados esta coordinada por la via de senalizacién wnt. Para determinar si
estas mismas vias intervienen en la diferenciacién oviductal de C. latirostris, se
estudié la fuerza de relacion entre la expresion de WNT-7a, WNT-5a y B-catenina

con el score histofuncional (Galoppo, 2015).
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Figura 21: Relacion entre la expresion de proteinas miembros de la via de sefalizacion wnt y
el proceso de diferenciacion postnatal oviductal de Caiman latirostris. A: Correlacion de
Spearman para WNT-7a. p<0,0001; r=0,7577. B: Correlacién de Spearman para WNT-5a. p=0,002;
r=0,6837. Test de Correlacién de Spearman de dos colas; 95% de confianza.

Tanto la expresion de WNT-7a como de WNT-5a se correlacionan
significativamente con el score histofuncional en todos los estadios de desarrollo
(figura 21). La expresion epitelial de B-catenina, en cambio, no se correlaciona con
el grado de desarrollo oviductal evaluado por score (p=0,5140; r=-0,1829).



4.5- DISCUSION
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Los huevos y crias con los cuales se trabaj6é en la presente caracterizacion
fueron estadisticamente idénticos respecto al grupo considerado de referencia en
los parametros evaluados. Previamente evidenciamos la exposicion natural de
madres y embriones a PEs debido a su presencia en huevos de yacaré
provenientes de zonas de baja a moderada intervencion antrdpica (Stoker y col.,
2011). Sin embargo, los niveles hallados son similares a los reportados para sitios
de referencia en Estados Unidos de Norteamérica y Belice (Wu y col., 2000; Cobb
y col., 2002). Esto sugiere que aunque existe exposicidn natural de yacarés overos
a PEs, ésta es insuficiente para producir modificaciones en los parametros
evaluados. De esta manera, la probabilidad de que la misma actue como factor de
confusion en los resultados presentados en el presente trabajo es baja.

Actualmente se asume que las sefnales wnt actian como morfégenos. Un
morfégeno clasico forma un gradiente que determina el destino celular de una
manera concentracion-dependiente (Clevers y Nusse, 2012). La via de
sefalizacion de las proteinas wnt esté relacionada al crecimiento y desarrollo del
TRF. La mayor parte del conocimiento de estas vias y su importancia en el
desarrollo postnatal del TRF proviene de estudios en vertebrados mamiferos,
principalmente murinos. Segun estos estudios, los integrantes de la familia wnt
que tienen mayor importancia en el desarrollo postnatal del TRF son los miembros
WNT-7a y WNT-5a. WNT-7a interviene en el establecimiento del patron
anteroposterior y radial de TRF (Miller y Sasoon, 1998), estd implicado en el
proceso de adenogénesis (Miller y col., 1998b; Mericskay y col.,, 2004) e
intervendria en el crecimiento y diferenciacién del miometrio (Ma y Sasoon, 2006).
WNT-5a, por su parte, esta involucrado junto con WNT-7a en la adenogénesis
(Mericskay y col., 2004). Estas glicoproteinas guardan cierta regionalizacién en el
TRF murino postnatal. WNT-7a se caracteriza por expresarse en el epitelio,
mientras que WNT-5a, aunque de ubicacién principalmente subepitelial puede
expresarse en el epitelio (Carta y Sasoon, 2004). Nuestros resultados concuerdan
con estos hallazgos. Estudios hechos en ratones en edad reproductiva muestran
que la expresidbn de WNT-5a se restringe al subepitelio en las etapas del ciclo

estral caracterizadas por altas concentraciones de estrégenos circulantes
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sugiriendo represiéon de la expresion epitelial de WNT-5a por parte de los
estrogenos (Miller y col., 1998b). Probablemente la marcacién epitelial observada
para WNT-5a refleje los bajos niveles de estrégenos endbégenos circulantes que
caracterizan el periodo prepuberal.

Durante el proceso de diferenciacion y desarrollo glandular en ratones, se
ha propuesto una regulacion mutua entre WNT-7a y WNT-5a. WNT-7a seria en
primera instancia responsable de la mantencion de altos niveles de moléculas que
intervienen en la diferenciacion, entre las cuales se encuentra WNT-5a. WNT-5a, a
traves de un factor desconocido X produciria la regulacién en baja de WNT-7a. La
represion de WNT-7a en zonas puntuales del epitelio luminal permitiria el cambio
de destino del mismo, la invaginacién y posterior formacién de glandulas
(Mericskay y col., 2004). La expresidon de WNT-7a en el epitelio luminal de C.
latirostris muestra un continuo aumento desde el estadio neonatal hasta el estadio
postnatal avanzado. El aumento en WNT-7a epitelial se acompana de una inicial
caida de WNT-5a subepitelial seguida de un aumento en estadios sucesivos.
Segun lo propuesto por Mericskay y col., 2004, los altos niveles de WNT-7a que
se observan en yacaré overo durante los estadios postnatal temprano y avanzado,
colaborarian en el establecimiento de niveles de WNT-5a suficientes para facilitar
el inicio del proceso de adenogénesis. La accion de WNT-5a se hace evidente
durante el estadio postnatal avanzado a través de los cambios evaluados por
medio del score histofuncional que indican un proceso de adenogénesis avanzada
(Galoppo, 2015). La asociacion temporal de altos niveles de WNT-7a, niveles de
WNT-5a en aumento y ocurrencia de scores cercanos a 6 (adenogénicos) indica la
participacion de esta via de senalizacidbn en la diferenciacion oviductal de
C.latirostris. Durante el estadio juvenil, la disminucién, aunque no significativa
desde el punto de vista estadistico, de los niveles de WNT-7a se corresponde con
un aumento de los niveles de WNT-5a, sugiriendo que esta proteina habria
alcanzado los niveles necesarios como para ejercer su retroalimentacion negativa
en el loop regulatorio propuesto por Mericskay y col., (2004). La regulacion en baja
de WNT-7a y el aumento de WNT-5a permiten que el proceso de adenogénesis,

clave en la diferenciacion morfogenética, continte. La evidencia histomorfoldgica
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de este proceso se traduce en scores superiores a 6, que llegan hasta 20,
indicando la presencia de glandulas. Desconocemos las razones del aumento de
WNT-7a desde el estadio neonatal hasta postnatal avanzado. En murinos, la
variacion de WNT-7a en el ciclo estral indica que ésta seria una proteina sensible
a los niveles de esteroides circulantes (Miller y col., 1998b). Dado que los estadios
madurativos de C. latirostris estudiados han sido caracterizados como
prepuberales (Galoppo, 2015) y las concentraciones circulantes de hormonas
esteroides enddgenas serian bajas, el aumento de WNT-7a observado seria
estrdgeno o progesterona-independiente.

La B-catenina es una molécula involucrada en la via canbnica de
senalizacion wnt y componente clave del complejo cadherina, encargado de
controlar la adhesién intercelular y procesos de migracion celular (Nelson y Nusse,
2004). Con el fin de determinar si la diferenciacion postnatal del oviducto de C.
latirostris involucra la activacion de la via candnica de sefializacién wnt, se estudio
la expresion de esta molécula en los distintos estadios madurativos. La activacion
de la via canonica de sefalizacibn wnt involucra el aumento de los niveles
citoplasmaticos y nuclear de B-catenina (Nelson y Nusse, 2004) relacionados con
los niveles de moléculas wnt capaces de unirse a los receptores y estimular esta
via. En yacaré overo, la expresion de B-catenina muestra un patron de membrana
y niveles oscilantes a lo largo de los diferentes estadios evaluados Tanto el patrén
de expresion hallado en nuestro estudio como los niveles de expresion oscilantes
de B-catenina que no se relacionan a los niveles de expresion de WNT-5a ni de
WNT-7a, apoyan la idea de una regulacién a través de una via no canoénica.

Los estudios de correlacion entre la expresion de las proteinas miembros de
la via de sefalizacion wnt y el proceso de diferenciacion morfogenética evaluado
por score histofuncional indican que tanto WNT-7a como WNT-5a estan
implicadas en este proceso. Estos resultados, ademas confirman que los cambios
observados durante la diferenciacion morfogenética del oviducto de C. latirostris

son coordinados por una via wnt 3-catenina independiente.



V.- CAPITULO 2

Efecto de la exposicion postnatal temprana a
xenoestrogenos sobre la  histoarquitectura e

histofuncionalidad del oviducto de Caiman latirostris.



5.1- INTRODUCCION
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5.1.1- Antecedentes de efectos de PEs sobre el TRF

La mayoria de los estudios acerca de los efectos de PEs sobre el TRF se
realizaron en vertebrados mamiferos, especialmente ratas y ratones; y se
focalizaron en la region uterina. En reptiles, los efectos de PEs han sido
estudiados en los 6rdenes Escamosos (Squamatas) (lagartos) y Testudinados
(Testudines) (tortugas). Aunque estos antecedentes son importantes, se ha
demostrado que el oviducto de los cocodrilidos estd estructural y funcionalmente
mas relacionado con el de las aves que con el de estos reptiles (Palmer y Guillete,
1992). Las razones de estas similitudes serian del tipo evolutivas, ya que ambos
pertenecen al grupo Archosauria. Por esta razén es que, dentro de las especies
oviparas, los resultados de estudios hechos en oviductos de aves pueden ser
similares a los obtenidos en cocodrilidos.

En aves, se ha demostrado que la exposicidén in ovo a etinil estradiol (EE2)
(xenoestrégeno utilizado como anticonceptivo, de amplia distribucién ambiental),
BPA o dietilestilbestrol (DES) produjo anormalidades estructurales en los
oviductos. Algunos de los efectos en el TRF fueron visibles en etapas postnatales
tempranas y otros evidentes solo cuando los animales alcanzaron la madurez
sexual (Berg y col., 2001; Yigit y Daglioglu, 2010). Entre los efectos observados en
oviductos inmaduros (prepuberales) se encuentran diferenciacion precoz de
epitelio luminal a epitelio glandular, aumento en el nimero de células secretoras,
aumento en el numero de células ciliadas, engrosamiento de la capa muscular y
aumento de altura epitelial (Berg y col., 2001). En animales adultos previamente
expuestos in ovo, se observdé mayor altura del epitelio oviductal, reduccién del
namero de glandulas uterinas y dificultades en la ovipostura, y disminucién del
grosor de la mucosa (Berg y col., 2001; Yigit y Daglioglu, 2010).

En ratones, la exposicién a genisteina o la mezcla comercial de PCBs
Aroclor produjo alteraciones locales significativas que incluyeron engrosamiento
del compartimientos estromal y muscular a expensas principalmente de tejido
muscular adicional; poca definicién entre la capa muscular lisa interna y externa;
presencia de seudoglandulas cerca de la superficie epitelial; incremento inicial en

el numero de glandulas seguido de una posterior disminucion en estadios de
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desarrollo mas avanzado; presencia de areas localizadas de excesiva proliferacién
epitelial; presencia de areas de desorganizacién epitelial y estratificacion epitelial
(Jefferson y col., 2011; Ma y Sasson, 2006).

En ovinos, la exposicidon neonatal a valerato de 173 estradiol produjo, en la
zona uterina del TRF; inhibicion de adenogénesis; disminucion del grosor
endometrial; aumento del grosor del miometrio; aumento de altura epitelial luminal;
disminucion en la expresién de ERa y de factores de crecimientos derivados del
estroma (Carpenter y col., 2003).

Estos resultados indicarian que el TRF es sensible a la exposicion a PEs en
distintas etapas del desarrollo, y que estas exposiciones pueden llevar distintos
tipos de alteraciones, algunas visibles en el corto plazo y otras de aparicibn mas

tardia.



5.2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis:

La exposicion de yacarés overos a PEs durante las etapas tempranas del
desarrollo produce modificaciones en el patrén de témporo-espacial de desarrollo
oviductal y de las vias de sefalizacion implicadas en la diferenciacion
morfogenética del TRF.

Objetivos especificos:

Determinar los efectos de la exposicion postnatal temprana a PEs sobre la
histoarquitectura oviductal a través del estudio de la altura del epitelio luminal,
grado de organizaciéon del colageno subepitelial y expresion de proteinas

asociadas al tejido muscular (a-actina y desmina).

Identificar cambios en biomarcadores de histofuncionalidad oviductal (score
histofuncional, actividad proliferativa, expresion de receptores de hormonas

esteroides sexuales).

Analizar los posibles cambios en la histoarquitectura y la histofuncionalidad
respecto del patrén témporo-espacial normal del desarrollo oviductal.

Determinar cambios en el patrén témporo-espacial de moléculas de la via de
sefalizacion WNT-7a, WNT-5a y B-catenina como consecuencia a la exposicion a

xenoestrogenos.



5.3- MATERIALES Y METODOS
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5.3.1- Animales
La cria de animales desde su nacimiento hasta el momento del sacrificio se

realiz6 segun fue descripto en la seccién 3.1.4.

5.3.2- Diseno experimental

Con el fin de observar los cambios oviductales ante la exposicién postnatal
temprana a estrégenos ambientales, 76 hembras provenientes de 14 nidos fueron
distribuidas al nacimiento equitativamente en 5 grupos experimentales, vehiculo (-
matriz en la cual se disuelven los estrogenos ambientales para ser inyectados-
aceite de maiz; n=15); control positivo de exposicién a estrégenos (E2 0,014ppm;
n=16 y E2 1,4ppm; n=15); y exposicion a un estrégeno ambiental (BPA 1,4ppm;
n= 16 y BPA 140ppm; n=14). BPA y 1783 estradiol, ambas Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA se disolvieron en etanol absoluto (Merck, Alemania) y en aceite de maiz.
Los tratamientos se administraron en inyecciones subcutaneas aplicadas los dias
post nacimiento 26 y 33 (figura 22).

La distribucién de huevos provenientes del mismo nido en los distintos
grupos permite evitar sesgos en los resultados atribuibles a caracteristicas propias
del nido (“efecto nido”).

NN
" feraDosis  2daDosis

Grupos Experimentales: | GAM-oviducto |
Vehiculo
E2 0,014 ppm Histo-arquitectura Oviductal

Via de senalizacion WNT

E2 1,4 ppm .
Hormonodependencia

BPA 1,4 ppm
BPA 140 ppm

Figura 22: Efectos de la exposicidon postnatal temprana a estrogenos ambientales sobre la
histofuncionalidad del oviducto de C. /atirostris. Esquema del disefio experimental.
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Los animales se pesaron 24hs antes de cada inyeccién. Utilizando la masa
corporal promedio de los animales, se prepararon las soluciones a administrar de
forma tal que el volumen de inyeccion para cada animal sea de aproximadamente
0,8 ml. Cuatro horas antes del sacrificio los animales se inyectaron con 6 mg/kg de
masa corporal de BrdU via intraperitoneal.

5.3.3- Toma de muestras y procesado histologico
Inmediatamente después del sacrificio los GAM fueron disecados y
procesados para histologia segun protocolo general (tabla A1) detallado en 3.2.

5.3.4- Estudio de la histoarquitectura e histofuncionalidad del oviducto
5.3.4.1- Tinciones histoquimicas

Para describir la histoarquitectura del oviducto se emplearon las tinciones
histoquimicas tricrbmica de picrosirius - hematoxilina de Harris (tabla A4)
(Junqueira y Junqueira, 1983), picrosirius — hematoxilina de Harris para luz
polarizada (tabla A5) y acido peryddico — base de Schiff (PAS) (tabla A3).

La tincion de picrosirius-hematoxilina de Harris permite observar claramente
la morfologia celular asi como la presencia y disposicién de las fibras de colageno,
facilitando la identificacién de los diferentes compartimientos histolégicos en el
oviducto (figura 23).

La tincién de picrosirius-polarizacion permite reconocer, debido a diferentes
colores de birrefringencia bajo luz polarizada, distintos grados de organizacién de
las fibras de colageno (Montes y Junqueira, 1991). Con esta herramienta se
evaluaron cambios en la organizacion del coldgeno en el compartimiento
subepitelial (figura 24).

La tincion de PAS marca macromoléculas que contienen alta proporcion de
carbohidratos y glicoconjugados (glucégeno, glucoproteinas y proteoglucanos) que
se encuentran tipicamente en tejidos conectivos, mucus y membranas basales.

Esta técnica posibilité la visualizacidn y ubicacion de secreciones glucoproteicas.



Capitulo 2-Materiales y Métodos |54

Todas las tinciones se realizaron sobre tres cortes transversales
consecutivos del tubo uterino, de 5 pm de espesor, separados 150 um uno de
otro, tomando como referencia el complejo GAM.

5.3.4.2- Altura de epitelio oviductal

Cortes transversales provenientes de tres diferentes profundidades
separadas se tifieron con tricromica de picrosirius y se contracolorearon con
hematoxilina de Harris (Junqueira y Junqueira, 1983) (ver detalles en tabla A4).
Las muestras se evaluaron al microscopio Optico y se capturaron y digitalizaron
imagenes utilizando objetiva de 40X que abarcé la totalidad del epitelio oviductal.

Como se ilustra en la figura 23, para establecer la altura epitelial, se deline6
manualmente el recorrido de los bordes apical y basal del epitelio luminal. La
altura de epitelio se calculdé automaticamente como el promedio de la longitud de
los segmentos perpendiculares que unen en cada punto las dos lineas trazadas.
La altura epitelial final se calculd como el promedio de todos los promedios

obtenidos para cada una de las imagenes analizadas.

Figura 23. Altura del epitelio luminal del oviducto. Tincién tricromica picrosirius-hematoxilina de
Harris. Delineado de los bordes que limitan el compartimiento epitelial utilizando software Image
pro Plus. EpL: Epitelio Luminal; SE: Subepitelio; L: Lumen. Las dobles flechas indican extension
aproximada de los compartimientos Epitelial luminal y Subepitelial.
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5.3.4.3- Organizacion de las fibras de colageno en el subepitelio
oviductal

Siguiendo el protocolo detallado en la tabla A5, se colorearon cortes
histoldégicos segun el método picrosirius-polarizacion. La técnica de picrosirius-
polarizacion permite, a través de la capacidad de birrefringencia que tienen las
fibras colagenas bajo luz polarizada, distinguir el grado de organizacién de las
mismas. Las especies de colageno con alto grado de organizacion se caracterizan
por presentar alta intensidad de birrefringencia de color rojo, naranja o amarillo.
Los tipos de colageno menos organizados exhiben baja intensidad de
birrefringencia, de color verde (Montes y Junqueira, 1991).

Los cortes fueron observados en microscopio éptico bajo luz polarizada
utilizando filtro de polarizacion modelo BH-POL, Olympus Optical Co., LTD. Las
imagenes se obtuvieron por captura y digitalizaron utilizando objetiva de 40X y
100X.

Figura 24: Organizacion de las fibras de colageno en el sub-epitelio oviductal. Imagen
principal: Patrones de birrefrefringencia caracteristica de colageno con distinto grado de
organizacién. Punta de flecha: birrefringencia naranja, caracteristica de coldgeno altamente
organizado. Flecha: birrenfingencia verde, caracteristica de colageno pobremente organizado.
Inserto: Detalle de distintos patrones de birrefringencia. EpL: Epitelio luminal; SE: Subepitelio; L:
Lumen Tincion de picrosirius-polarizacion.

Utilizando software de andlisis de imagenes digitalizadas, se determiné el
area ocupada por colageno con birrefringencia verde (area ocupada por colageno
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de bajo nivel de organizacion), y el area de birrefringencia roja, naranja y amarilla
(area ocupada por colageno altamente organizado). Por suma de ambas areas se
obtuvo el area subepitelial total ocupada por colageno (colageno subepitelial total).
El grado de organizacién de colageno subepitelial se calculdé como el porcentaje
del colageno total representado por colageno con bajo nivel de organizacion.

5.3.4.4- Expresion de proteinas asociadas al tejido muscular

Con el fin de determinar si la exposicion a xenoestrogenos tiene efectos
sobre el proceso de crecimiento y organizacion del miometrio, se utilizaron
técnicas IHQ para identificar la expresion de a-actina y desmina segun
condiciones detalladas en tablas A6 y A7. La cuantificacion se realiz6 por analisis
de imagenes utilizando el software Image pro plus de forma similar a lo explicado
en 4.3.2 para la cuantificacion de la expresion de WNT-5a. Brevemente, se delined
manualmente el compartimiento de referencia (subepitelio) y a través de la
seleccion de colores, se determind el area inmunomarcada (area ocupada por
color marrén) y el area subepitelial total. La expresién de estos marcadores se
realizo a través de la relacion porcentual entre ambas areas y se expresdé como el

porcentaje del subepitelio ocupada por cada marcador.

5.3.4.5.- Cuantificacion de cambios histomorfoldgicos y tintoriales.

Para evaluar los cambios histofuncionales debido a la exposicion a
xenoestrogenos, se utilizd el sistema de puntaje o score histofuncional
previamente establecido (Galoppo, 2015). Este sistema se basa en la
identificacion de una serie de caracteristicas histomorfolégicas y cambios en los
patrones espaciales de tincidon utiles para el estudio de los procesos madurativos
del oviducto (la adenogénesis entre ellos). Cada seccion histoldégica se evalud
identificando cada una de las caracteristicas histoldgicas ilustradas en la figura 25
y registrando el numero de veces que la misma aparecié en cada muestra (n). Se
calculé la media (X) y desvio estandar (SD) para cada una de tales caracteristicas
en cada estadio madurativo. Con las X y los SD se disefiaron rangos, y a cada
rango se les asignd un puntaje o score parcial. Se asign6é un puntaje parcial de
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cero (0) cuando la caracteristica evaluada no se observd; un puntaje parcial de
uno (1) cuando el numero de veces que aparece la caracteristica en estudio (n) se
encontré entre 0 y medio desvio estandar (0< n < SD/2); un puntaje parcial de dos
(2) cuando la caracteristica se registré6 un numero de veces entre la media y medio
desvio estandar (SD/2 < n < X) y un puntaje de tres (3) cuando la caracteristica se
observé un numero de veces mayor a la media (n > X). El puntaje o score
histofuncional final se calcul6 sumando los puntajes o scores parciales obtenidos
para cada caracteristica evaluada. Dado que el maximo puntaje obtenido para
oviductos sin presencia de glandulas fue 19; se asigné un puntaje final de 20 a
aquellos oviductos que presenten glandulas (figura 25H), independientemente de
la presencia de cualquier otra caracteristica histologica (figura 25A-G)
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Figura 25: Caracteristicas
histolégicas y patrones
de tincion utilizados en el
sistema de puntaje o
score histofuncional A:
Desorden  epitelial.  B:
Protuberancias. C:
Proyecciones

subepiteliales. D: Grupos
de células epiteliales en
subepitelio. E:
invaginaciones o budding.
F: PAS positividad
intraepitelial. G: PAS
positividad subepitelial. H:
Glandulas mucosas. A-E:
Tincibn de  picrosirius-
hematoxilina de Harris. F-
H: Tincion de PAS. EpL:
Epitelio  luminal;  EpG:
Epitelio glandularL: Lumen;
SE: Subepitelio

5.3.4.6- Actividad proliferativa del epitelio luminal

La actividad proliferativa del epitelio luminal oviductal se evalu6 mediante la
incorporacion de bromo-deoxiuridina (BrdU), revelada por técnica IHQ detallada en
tablas A6 y A7. La cuantificacién se realizé por recuento diferencial de células
totales y células inmunomarcadas y los resultados se expresaron como porcentaje
de células positivas respecto de las células totales.

5.3.4.7- Expresion de receptores de hormonas esteroides sexuales
La expresion oviductal de ERa se determind en los compartimientos

epitelial y subepitelial y la expresion del receptor de progesterona (PR) en el
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compartimiento epitelial. La determinacion de ERa, se realizd sobre cortes
histol6gicos recién obtenidos (la edad de los cortes afecta la conservacion de la
antigenicidad). El protocolo general de IHQ y las condiciones particulares para
cada marcador se consignan en la tabla A6 y en la tabla A7. La evaluacion de la
expresion de ERa se realizd utilizando un anticuerpo policlonal generado en
nuestro laboratorio. El anti-ERa se generé siguiendo un protocolo utilizado
previamente (Rey y col. 2006). La evaluacion de la expresién de PR se llevo a
cabo utilizando un anticuerpo comercial de probada utilidad en muestras de rata y
humanos (Traish y col, 1990; Varayoud y col, 2008a; Monje y col, 2010).

Una vez revelada la reacciéon IHQ, las muestras fueron deshidratadas, y
montadas sin contracolorear. La totalidad del oviducto fue fotografiada por captura
y digitalizacion de imagenes (figura 26A). Luego, las muestras fueron
contracoloreadas y se capturaron nuevamente las imagenes (figura 26D). Las
imagenes digitalizadas obtenidas fueron convertidas a escala de grises (figuras
26B y 26E) y el area epitelial en analisis fue delimitada manualmente. En el caso
de la evaluacién de la expresién de ERa y PR en el epitelio oviductal, se delined el
borde luminal y borde basal estudiandose el &rea comprendida entre estos dos
trazos (figura 26C). Para el caso de la evaluacibn de ERa en el espacio
subepitelial, el area en estudio quedd comprendida entre el borde de la unién del
epitelio con la membrana basal y el borde exterior del 6rgano.

En las muestras sin contracolorear, se determind en forma automatica la
intensidad luminica media (ILM) y el area nuclear positiva (ANP) expresada en
um?. La ILM es un nimero adimensional que expresa el promedio de intensidad
de grises de las zonas marcadas positivamente en la reaccion IHQ. En las
muestras contracoloreadas con hematoxilina de Mayer el analisis se realizé
siguiendo los procedimientos antes descriptos y se determind ademas el area
nuclear total (ANT) expresada en um?. La presencia de receptores hormonales se
expres6 en densidad optica integrada (DOI) calculada segun la siguiente relacion
matematica:

DOI= ANP x ILM / ANT

ANP: Area Nuclear Positiva.; ILM: Intensidad Luminica Media.; ANT: Area Nuclear Total.
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Dado que la DOI es un numero adimensional, la misma se expresd en
unidades arbitrarias. De este modo se tiene en cuenta tanto la proporcion relativa
de positividad de marcacién para cada receptor hormonal asi como su intensidad

de su expresion.
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Figura 26: Evaluacion de expresion de receptores de hormonas esteroides. El panel muestra
un corte histolégico inmunomarcado para ERa revelado con DAB. La secuencia fotografica ilustra
los pasos del proceso de evaluacion en el compartimento epitelial. A: Imagen obtenida sin
contracolorear, se observan la expresion nuclear de ERa. B: Imagen sin contracolorear convertida
a escala de grises. C: delineado del compartimiento epitelial. D: Imagen luego de la
contracoloracién. E: Imagen contracoloreada convertida a escala de grises. F: Delimitacién del
compartimiento epitelial. EpL: Epitelio luminal; L: Ldmen; SE: Subepitelio. La utilizacion del
software Image Pro Plus permitié6 determinar Area Nuclear Positiva e Intensidad Luminica Media

(C) y Area Nuclear Total (F) para obtener Densidad Optica Integrada.

5.3.5- Estudio de biomarcadores de la via de sefnalizacion wnt

El estudio de la presencia de los miembros de la via de sefalizacion wnt WNT -
7a, WNT-5a, y B-catenina se realizé por IHQ, segun protocolo general detallado en
tabla A6 y condiciones particulares de reaccion en tabla A7. La evaluacién de la
expresion de WNT-5a y B-catenina se realizd sobre imagenes digitalizadas segun
lo detallado en 4.3.2., siendo para cada uno las areas de referencia el area
subepitelial y epitelial respectivamente La expresién de WNT 7a se determiné por
recuento diferencial de células inmunomarcadas respecto del niumero total de
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células del epitelio luminal oviductal. Los resultados se expresaron como % de
células epiteliales WNT (+).



5.4- RESULTADOS
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5.4.1.- Animales
Los huevos y crias utilizados en la evaluacion de los efectos de la exposicion
postnatal a xenoestrégenos presentaron caracteristicas similares al grupo de

referencia (tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de los huevos y variables biométricas al nacimiento de
hembras de Caiman latirostris utilizadas en experimento de exposicién postnatal a
xenoestrogenos.

Variable Referencia Experimentales
Ndmero de huevos 146 76
§ Masa (g) 73,01 £ 6,24 76,62 + 3,18
'-:',J Eje mayor (cm) 68,34 + 3,43 70,10 £+ 2,18
- Eje menor (cm) 42,92 + 1,563 43,29 1,12
Ndmero de neonatos 146 76
8 Masa corporal de neonatos (g) 47,05+ 4,70 51,43 + 4,03
|<Z_f Largo total de neonatos (cm) 22,93 + 0,81 23,25 +1,34
8 Distancia hocico — cloaca (cm) 10,90 £ 0,43 10,95 £ 0,95
< Ancho occipital (mm) 16,92 + 0,71 17,36 = 0,90

Los rangos estdn expresados como X + SD. La comparacién entre ambos grupos se realiz

aplicando test t de student de dos colas con 95% de confianza.

5.4.2.- Histoarquitectura e histofuncionalidad oviductal

5.4.2.1.- Altura de epitelio

La altura del epitelio luminal del oviducto de aves y reptiles, incluidas hembras
maduras de A. mississippiensis, es sensible a las variaciones de los niveles de
hormonas esteroides enddgenas y consiguientemente a PEs. La exposicion
postnatal a xenoestrogenos produjo un incremento en esta variable en todos los

grupos experimentales (figura 27).
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Figura 27: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la altura del epitelio luminal
oviductal. A-E: Cortes de tubo uterino tefiidos con Picrosirius-hematoxilina de Harris. A: vehiculo;
B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL: Epitelio luminal; L; Lamen;
SE; Subepitelio. Las barras amarillas indican la altura del epitelio en un punto dado. F: Los
resultados se expresaron como la media +SEM. Los asteriscos sobre las barras indican diferencias
significativas respecto del grupo control (vehiculo). Test de ANOVA con post test t; 95% de

confianza.

En oviductos expuestos a las dosis mas bajas de E2 y BPA, el aumento de la
altura epitelial corresponde mas a un incremento del tamarno de las células debido
a una mayor actividad secretora o seudoestratificacibn que a procesos de
estratificacion. En oviductos expuestos a dosis altas de E2 o BPA, se observa mas
frecuentemente una aparente estratificacion (figura 27C y E)
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5.4.2.2.- Organizacién del colageno subepitelial.
La correcta diferenciacion del oviducto inmaduro en un érgano funcionalmente
activo depende de la fluida comunicacién entre el compartimiento epitelial y el
estroma subepitelial. Dentro de los elementos del estroma que intervienen en esta

comunicacion se encuentran las fibras de colageno.

ocupada por
colageno desorganizado

% de area de colageno total

Figura 28: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la organizacion del colageno
subepitelial oviductal. A-E: Cortes de tubo uterino coloreados utilizando el método picrosirius-
polarizacion. A: vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL:
Epitelio luminal; L: Lamen; SE: Subepitelio. F Los resultados se expresaron como la media £ SEM.
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo control. Test de Kruskal Wallis
seguido de post test de Mann Whitney; 95% de confianza.

La exposicion postnatal a xenoestrogenos resulté en un aumento en el grado
de desorganizacion del colageno subepitelial. Las formas de coldgeno pobremente
organizado, de -caracteristica birrefringencia verde, se ubican en la zona
subepitelial adyacente al epitelio luminal (figura 28).

5.4.2.3.- Expresion de proteinas asociadas al tejido muscular
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5.4.2.3.1.- Expresion subepitelial de a-actina.

La compartimentalizacion del estroma subepitelial, caracteristica de la
diferenciacion organogenética, también esta relacionada con la diferenciacion y
organizacion de la capa muscular. Este proceso es importante dado que la capa
muscular es la responsable de retener los huevos fecundados y posteriormente
garantizar su pasaje hacia la cloaca y de ésta hacia el exterior durante la

ovipostura.
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Figura 29: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion subepitelial de a-
actina en oviducto de Caiman latirostris. A-E: Inmunohistoquimica (IHQ) para a-actina con
contracoloracién de hematoxilina de Mayer. A: vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA
1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL: Epitelio luminal; L: Lumen; SE: Subepitelio. F: Los resultados se
expresaron como la media £+ SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al
grupo control. Test de ANOVA seguido de post test t de Student; 95% de confianza.

La exposicidén postnatal a xenoestrogenos produjo un aumento en el area
subepitelial ocupada por células que expresan a-actina en todos los grupos
experimentales (figura 29).
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5.4.2.3.2.- Expresion subepitelial de desmina.

Para llevar a cabo su funcién, la capa muscular debe estar correctamente
organizada. La desmina es una proteina asociada al tejido muscular que, aunque
no participa activamente de la contraccion, contribuye a la estabilidad del

sarcoémero y a la organizacion del musculo.
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Figura 30: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre |la expresion subepitelial de
desmina en oviducto de Caiman latirostris. A-E: IHQ para desmina con contracoloraciéon de
hematoxilina de Mayer. A: vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA
140ppm. EpL: Epitelio luminal; L: Lamen; SE: Subepitelio. F Los resultados se expresaron como la
media + SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo control. Test de
ANOVA seguido de post test t de Student; 95% de confianza.

La exposicion postnatal a tanto E2 como BPA produjo un aumento de la
expresion de desmina, evaluada como porcentaje del area subepitelial ocupada

por inmunomarcacion positiva para esta proteina (figura 30).

5.4.2.4.- Histofuncionalidad de la mucosa oviductal
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Los cambios a nivel de la histoarquitectura e histofuncionalidad que ocurren
durante los procesos de diferenciacion postnatal del oviducto de yacaré overo han
sido previamente descriptos y evaluados a través de un sistema de score
histofuncional. Para determinar si la exposicién postnatal a xenoestrégenos afecta
el patrén espacial o temporal de estos cambios, se evaluaron los oviductos
utilizando este sistema de score.
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Figura 31: Cambios histofuncionales en oviducto de Caiman latirostris debido a la
exposicion a xenoestrogenos. Los resultados se expresaron como la media + SEM. Los
asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo control. Test de Kruskal Wallis
seguido de post test de Mann Whitney; 95% de confianza.

El tratamiento postnatal con la dosis mas alta de E2 y con ambas dosis de
BPA produjo un aumento del score histomorfolégico en yacarés postnatales

tempranos (figura 31).

5.4.2.5.- Actividad proliferativa
La unién de ligandos a receptores hormonales produce diferentes efectos.
Uno de estos efectos es el cambio en la actividad proliferativa de los tejidos
hormonosensibles.
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Figura 32: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la actividad proliferativa del
epitelio luminal oviductal. A-E: IHQ para BrdU con contracoloracién de hematoxilina de Meyer. A:
vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL: Epitelio luminal;
L: Lamen; SE: Subepitelio. Las cabezas de flechas indican ndcleos con actividad proliferativa. F:
Los resultados se expresaron como la media +SEM. Los asteriscos sobre las barras indican
diferencias significativas respecto del grupo control (vehiculo). Test de ANOVA con post test t; 95%

de confianza.

La exposicion de crias C. latirostris a las dosis mas altas de E2 y BPA
produjo un incremento de la actividad proliferativa del epitelio luminal. Este efecto

no se observo para las dosis mas bajas empleadas (figura 32).

5.4.2.6.- Hormonodependencia
5.4.2.6.1.- Expresion epitelial de ERa
El oviducto es un 6rgano hormonosensible y como tal, blanco de accién de
hormonas esteroides. Estas hormonas ejercen su accion a través de la unién a
sus receptores. Entre las acciones reportadas para los estrogenos se encuentra la
modificacién en los niveles de sus propios receptores.
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Figura 33: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion de ERa epitelial. A-
E: IHQ para ERa. A: vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm.
EpL: Epitelio luminal; L: Lamen; SE: Subepitelio. F Los resultados se expresaron como la media *
SEM. Los asteriscos sobre las barras indican diferencias significativas respecto del grupo control
(vehiculo). Test de ANOVA con post test t; 95% de confianza.

La exposicion postnatal a xenoestrogenos produjo modificaciones en los
niveles de expresion de ERa. Para un mismo compuesto (BPA o E2), estas
modificaciones se dieron en sentido contrario segun la dosis a la cual se expuso el
animal. Las dosis mas altas de E2 y BPA produjeron una disminucién de los
niveles de expresion de ERa epitelial. La dosis baja de BPA, contrariamente

produjo un incremento en este marcador (figura 33).

5.4.2.6.2.- Expresion subepitelial de ERa
Dado que muchos de los cambios reportados a nivel epitelial como
consecuencia de la accién hormonal pueden ser inducidos por cambios en el

subepitelio, se evalud el nivel de expresion de ERa en este compartimiento. La
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exposicion postnatal a xenoestrogenos no modificé los niveles de expresion de

ERa en el compartimiento subepitelial (figura 34).
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Figura 34: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion de ERa subepitelial.
Los resultados se expresaron como la media + SEM. Test de ANOVA con post test t; 95% de
confianza

5.4.2.6.3.- Expresion epitelial de PR
La hormonodependencia del oviducto no solo se da a través de receptores
de estrégenos funcionales, sino que la accién endocrina puede ser llevada a cabo
por otras hormonas dentro de las cuales se encuentra la progesterona (P). El PR
es, en muchas especies, una proteina inducida por estrogenos vy
consiguientemente, por sustancias exdgenas con accion estrogénica. La
exposicién postnatal a xenoestrogenos no produjo cambios en la expresién de PR

en el compartimiento epitelial (figura 35).
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Figura 35: Efecto de la exposicidon a xenoestrogenos sobre |la expresion de PR epitelial. Los
resultados se expresaron como la media + SEM. Test de ANOVA con post test t; 95% de confianza

La expresién subepitelial de PR no fue cuantificada debido a la baja

inmunomarcacion de esta proteina en este compartimiento.

5.4.3.- Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre mecanismos de
diferenciacion morfogenética oviductal de Caiman latirostris
El normal funcionamiento del oviducto y, consiguientemente, el éxito
reproductivo dependen de la correcta expresién témporo-espacial de moléculas
que determinaran la presencia de zonas funcional y morfologicamente
diferenciadas. Este patrén de expresion, en todos los vertebrados estudiados, se
establece durante el desarrollo y maduracion del oviducto. Entre las moléculas
involucradas en este proceso se encuentran las glicoproteinas de sefalizacién de
la familia wnt. Dada la participacion de los miembros WNT-7a y WNT-5a en la
maduracion postnatal oviductal y puesto que las diferentes vias de sefalizacion
wnt (canodnica y no canonicas) pueden ser moduladas por estrégenos; se estudid
la expresion de estas proteinas WNT como posibles blancos de accién

xenoestrogénica.
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5.4.3.1. Efecto de la exposicidon postnatal sobre la expresion de WNT-7a
La exposicién postnatal a ambas dosis de E2 produjo una disminucién de
los niveles de WNT-7a. La exposicion a BPA, por su parte, produjo una caida en
los niveles de expresion de esta proteina solo en su dosis mas alta (figura 36).
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Expresion epitelial de WNT- 7a

Figura 36: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion de WNT-7a epitelial.
A-E: IHQ para WNT-7a con contracoloracion de hematoxilina de Mayer. A: vehiculo; B: E2
0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL: Epitelio luminal; L: Lumen; SE:
Subepitelio. Las cabezas de flechas indican nudcleos inmunomarcados para WNT-7a. F: Los
resultados se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos sobre las barras indican
diferencias significativas respecto del grupo control (vehiculo). Test de ANOVA con post test t; 95%

de confianza.

5.4.3.2. Efecto de la exposicidon postnatal sobre la expresion de WNT-5a
La exposicidén a la dosis mas alta de E2 y mas baja de BPA produjo una
disminucién en la expresion subepitelial de WNT-5a. Si bien la exposicién a la
dosis mas alta de BPA no produjo cambios estadisticamente significativos, se
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observa una fuerte tendencia hacia la disminucién de la expresién de esta
glicoproteina (figura 37).
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Figura 37: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion subepitelial de
WNT5a en oviducto de Caiman latirostris. A-E: IHQ para WNT-7a con contracoloracion de
hematoxilina de Mayer. A: vehiculo; B: E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA
140ppm. EpL: Epitelio luminal; L: Lamen; SE: Subepitelio. F: Los resultados se expresaron como la
media + SEM. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al grupo control. Test de
Kruskal Wallis seguido de post test de Mann Whitney; 95% de confianza.

5.4.3.3. Efecto de la exposicion postnatal sobre la expresion epitelial de

B- catenina
La expresion epitelial de p-catenina solamente fue modificada como
consecuencia de la exposicion a la dosis mas baja de BPA. En este grupo
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experimental se observa un aumento significativo de los niveles de expresion de

esta proteina (figura 38).
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Figura 38: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion epitelial de B-
catenina. A-E: IHQ para B-catenina con contracoloracion de hematoxilina de Mayer. A: vehiculo; B:
E2 0,014ppm; C: E2 1,4ppm; D: BPA 1,4ppm; E: BPA 140ppm. EpL: Epitelio luminal; L: Lamen;
SE: Subepitelio. F: Los resultados se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican
diferencias significativas respecto al grupo control. Test de Kruskal Wallis seguido de post test de
Mann Whitney; 95% de confianza.

5.4.4.- Resumen de resultados y comparacion respecto a la diferenciacion
morfogenética oviductal normal

Como se ha mencionado en la introduccion del capitulo 1, previamente hemos
caracterizado el patrén témporo-espacial de cambios histofuncionales y en la
histoarquitectura durante la diferenciacion morfogenética oviductal de C. latirostris
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(neonatos a juveniles prepuberales). Para determinar si la exposicion a PEs
modifica este patrén, se compararon los resultados obtenidos en la presente tesis
(estadio postnatal temprano) con los obtenidos en la mencionada caracterizacion.
Los resultados se muestran en la tabla 11.

Tabla 5: Resumen de resultados del Capitulo 2.

Parametro Cambios
grri;rc))egct)%t?gl . Comparacioén con valores_ obtenidos en
diferentes estadios madurativos (ontogenia).

£ | § )

| E| 2| 2

T gl ¥

(=] < — —

S|l -l <| <

Al Al o o

W|W|m|am

Altura de epitelio T |1 |1 |1 |Alura del epitelio luminal mayor a las
observadas desde neonatos a juveniles.

Organizacion de colageno T |1 |1 |1t | Caracteristica de  estadio  postnatal
avanzado.

Expresion de a-actina T |1 |1 |1t | Caracteristica de  estadio  postnatal
avanzado.

Expresién de desmina T |1 |1 |1 |Caracteristca de  estadio postnatal
avanzado.

Score histomorfologico - |7 |1 |1 |Intermedio entre postnatal temprano y
postnatal avanzado.

Actividad proliferativa - |1 |- |1 |Similar a lo observado en el estadio
neonatal.

Expresion de ERa epitelial - | |1 || | Disminucion: Niveles similares a juveniles.
Aumento: niveles similares a postnatal
avanzado

Expresion de ERa subepitelial - |=-1=-1=-1-

Expresion de PR epitelial - = 1=-1-=-1-

Expresion de WNT-7a epitelial ! |l | = || | Niveles similares a neonatos.

Expresion de WNT-5a | - | | || | — | Niveles menores a los observados desde

oo neonatos a juveniles.
subepitelial
Expresién de 3-catenina - | = |1 | — | Nivel similar a postnatal avanzado.

(*) Comparaciones hechas con datos de la caracterizacion del oviducto de Caiman latirostris desde
neonatos a jveniles prepuberales, Galoppo, 2015.




5.5- DISCUSION
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Los huevos y crias utilizados en la evaluacién de efectos de la exposicion
postnatal a xenoestrogenos fueron idénticos respecto al grupo considerado de
referencia respecto a los parametros evaluados. Tal como ha sido discutido en el
capitulo 1, la posibilidad de que factores relacionados a las exposiciones naturales
a PE actuen como factores de confusién en los resultados presentados en este
capitulo son bajas.

La altura del epitelio luminal oviductal ha sido utilizada como marcador de
efectos estrogénicos y xenoestrogénicos en aves (Yigit y Daglioglu, 2010, Berg y
col., 2001),mamiferos (Carpenter y col, 2003) y reptiles, entre ellos los cocodrilidos
(Crain y col., 1999; Buhi y col., 1999; Milnes y col., 2005; Doheny y col., 2016). En
el caso de los cocodrilidos, la altura de epitelio se ha estudiado en el contexto de
exposiciones prenatales. Nuestros resultados muestran que la exposicidn a
xenoestrogenos durante el estadio postnatal temprano produjo un aumento de la
altura del epitelio luminal oviductal. Si bien no conocemos antecedentes de
experimentos de exposicidn postnatal a xenoestrogenos en cocodrilidos, nuestros
resultados coinciden con los reportados por Doheny y col. (2016), quienes
informaron un aumento de la altura epitelial luminal en embriones de A.
mississippiensis expuestos in ovo a niveles de E2 intermedios respecto a los
utilizados en esta tesis. Este aumento reportado en A. mississippiensis seria
transitorio puesto que el mismo tipo de exposicidén a niveles comparables de E2 no
produjo cambios de la altura epitelial oviductal en neonatos. Para producir
aumento en la altura epitelial oviductal visible postnatalmente fueron necesarias
exposiciones in ovo 28 veces mayores a las empleadas por Doheny (Crain y col.,
1999). Estudios hechos en nuestro laboratorio en neonatos de C. latirostris
previamente expuestos in ovo a las dosis de E2 utilizadas en A mississippiensis
demuestran una sensibilidad similar entre ambas especies de cocodrilidos (Stoker,
2004). Antecedentes en otras especies oviparas sugieren que los cambios
observados en la altura del epitelio luminal oviductal pueden tener importantes
implicancias en estadios madurativos mas avanzados. La exposicion in ovo a
dosis similares, e incluso menores de etinil estradiol produjeron en codornices, un

aumento del epitelio luminal oviductal observable solo cuando los animales
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alcanzaron su madurez sexual y no antes (Berg y col., 2001), sugiriendo una
accion temprana de los xenoestrogenos que se manifiesta en etapas avanzadas
del desarrollo. Dada la similitud filogenética entre el TRF de aves y cocodrilidos
(Palmer y Guillette, 1992), este efecto no puede descartarse para C. latirostris. En
aves y ovinos, aumentos en la altura del epitelio luminal en la edad adulta,
resultado de exposiciones durante o previamente a la diferenciacion
morfogenética, se han relacionado con alteraciones en el patron temporal de la
adenogénesis. En aves, luego de la aparicion precoz de glandulas, se observé una
disminucién del numero de las mismas durante la adultez (Berg y col., 2001). En
ovinos, el aumento de la altura epitelial se asocié con la ausencia de glandulas
(Carpenter y col., 2003). Si bien desconocemos si el aumento de la altura epitelial
en C. latirostris es un fendbmeno transitorio, no puede descartarse un posible
efecto futuro similar al observado en aves y ovinos.

La exposicién a E2 1,4ppm y BPA 140ppm produjo aumento en la actividad
proliferativa del epitelio luminal oviductal. Previamente hemos observado que
durante la diferenciacién morfogenética oviductal de C.latirostris, la actividad
proliferativa se encuentra elevada en el estadio neonatal, decrece
significativamente durante el estadio postnatal temprano y se mantiene sin
cambios hasta el estadio juvenil (Galoppo, 2015). Por otra parte, durante el
desarrollo oviductal normal, la altura del epitelio luminal se encuentra elevada en
el estadio postnatal temprano. Esto se debe a fendmenos de seudoestratificacion
y a una mayor actividad secretora (hipertrofia) y no a hiperplasia celular (Galoppo,
2015). Los presentes resultados muestran que la exposicion a E2 0,014ppm vy
BPA 1,4ppm potencian la hipertrofia del epitelio luminal, mientras que la
exposicion a E2 1,4ppm y BPA 140ppm produce un incremento en la altura del
epitelio luminal debido a la estratificacion de las capas celulares del epitelio
luminal, acompanado por cierto grado de hiperplasia (aumento de la actividad
proliferativa).

En tejidos coloreados con picrosirius-hematoxilina de Harris -y observados
con luz polarizada, el aumento de birrefringencia verde puede deberse a procesos
de desorganizacion de colageno altamente organizado (colageno tipo I) (Montes, y
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Junqueira, 1991). Dado que el oviducto de los animales utilizados en este trabajo
(postnatales tempranos) se encuentra en plena etapa de crecimiento y
diferenciacion (Galoppo, 2015); el aumento de birrefringencia verde indica
procesos de desorganizacion de colageno asociados a la remodelacién de la
matriz extracelular (MEC). La remodelacién del colageno se lleva a cabo a través
de la accién de un grupo de metaloproteinasas especificas llamadas colagenasas
(Page-McCaw y col, 2007), las cuales son sensibles a los niveles estrogénicos. La
regulacion estrogénica de las metaloproteinasas se llevaria a cabo a traves de
mecanismos dependientes de factores de crecimientos y citoquinas (Birkedal-
Hansen y col., 1993). Se ha demostrado que la transcripcién de la colagenasa
fibroblastica o metaloproteinasa -1 (MMP-1), capaz de hidrolizar colageno tipo I, es
estimulada por factores derivados del estroma (Birkedal-Hansen y col., 1993).
Dado que muchos de los factores derivados del estroma implicados en la
regulacion de MMP-1 pueden ser inducidos por estrégenos (Arango y Donahoe,
2010) y quizés por xenoestrégenos, la desorganizacion del colageno observada
podria deberse, por lo menos en parte, al aumento de la actividad de colagenasas
inducibles via factores de crecimiento. En relacion al BPA en particular, estudios
hechos en células humanas de cancer pulmonar demostraron que la exposicion in
vitro produce un aumento de la transcripcion y traduccidn de las metaloproteinasas
MMP-2 y MMP-9. Este aumento se daria a través de una via independiente de
ERa (Zhang y col.,, 2014). Si bien estas metaloproteinasas actuan
fundamentalmente sobre componentes de la membrana basal y no tienen
actividad sobre el colageno tipo |, este mecanismo no puede descartarse para
otras metaloproteinasas implicadas en el proceso de desorganizacién de
colageno. La organizacion del colageno subepitelial, consecuentemente, es un
parametro sensible a la accion hormonal y de PEs, los cuales podrian actuar a
través del aumento de la actividad colagenasa. Dado que la remodelacién de la
MEC es un proceso crucial para la migracion celular, disponibilidad de factores de
crecimiento y creacion de microambientes necesarios para la morfogénesis tisular
(Lezniak -Wallentin y Hrabia, 2015; Berkholtz y col., 2006), los cambios
observados a nivel del colageno como componente de la MEC podrian afectar la
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adenogénesis en el oviducto de C. latirostris. Estudios recientes hechos en
oviducto de aves de corral muestran un aumento de la expresion de
metaloproteinasas MMP-7 y MMP-9 durante la diferenciacién del epitelio luminal a
glandular; sugiriendo una relacion entre la expresion de estas metaloproteinasas y
el desarrollo de glandulas (Lézniak-Walentyn y Hrabia, 2015). Si bien Lézniak-
Walentyn y Hrabia, (2015) no incluyeron en su analisis metaloproteinasas con
actividad sobre colageno tipo | (MMP-1 y MMP-8), no puede descartarse un
aumento en la actividad de otras metaloproteinasas, entre ellas las colagenasas,
como parte del proceso de diferenciacion glandular. Ademas el grado de
organizacion del colageno tendria efectos sobre los eventos de diferenciacién
organogenética través del factor derivado del estroma factor de crecimiento
transformante-beta (TGFB). La MEC a través del colageno, puede actuar como
reservorio de TGFp (Silbertein, 2001) y esta funcion se llevaria a cabo a través de
la decorina. La decorina es un proteoglucano que posee sitios de union al
colageno tipo | y a TGFB y participaria de la fibrilogénesis del colageno (Imai y
col., 1997). Durante la colagendlisis, la decorina quedaria expuesta a otras
metaloproteinasas como MMP-2 inducida durante procesos de adenogénesis y 7
inducida por accién de BPA, (Lézniak-Walentyn y Hrabia, 2015; Zhang y col.,
2014) y como consecuencia podria liberar TGFB (Imai y col., 1997). El TGFpB esta
relacionado al crecimiento, diferenciacion y morfogénesis oviductal (Huang y
Huang, 2005; Das y col.,, 2006) y podria mediar cambios madurativos en el
oviducto. En consecuencia, los cambios inducidos por BPA y E2 en la
organizacion del colageno tendrian importancia en la comunicacién estroma-
epitelial y los procesos de diferenciacidbn que dependen de esta interaccién.
Previamente hemos identificado la desorganizacién del colageno subepitelial como
parte del desarrollo oviductal de C. latirostris. Este proceso de desorganizacién
comienza en el estadio postnatal avanzado, junto con la adenogénesis (Galoppo,
2015). Los niveles de desorganizacion observados en este trabajo como
consecuencia de la exposicion a BPA y E2 en el estadio postnatal temprano se
acercan a los hallados en el estadio postnatal avanzado en animales controles sin

tratamiento. En otras palabras, la organizacién del colageno muestra un patréon
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caracteristico de un estadio madurativo superior indicando un posible
adelantamiento en la diferenciacién oviductal postnatal. Esto sugiere no solo la
modificacién de las interacciones epitelio-mesenquimales sino modificaciones en
el patron temporal de cambios que se dan como consecuencia de tales
interacciones.

La exposicién postnatal a xenoestrogenos produce, a nivel del subepitelio
oviductal, un aumento de la superficie subepitelial ocupada por a-actina. La a-
actina es una proteina miembro de una familia de proteinas relacionada a
estructuras contractiles que en vertebrados se expresa en células musculares
(Lodish y col., 2003) y miofibroblastos (Varayoud y col., 2001). La exposicién a
xenoestrogenos ha producido en ratones, un aumento del grosor de la zona
inmunomarcada para a-actina. Este aumento ha sido descripto como estimulo
promiogénico (Ma y Sassoon, 2004). Los resultados del presente trabajo muestran
el mismo estimulo promiogénico para C. latirostris. Si bien desconocemos si el
aumento en la expresion de a-actina es debido a un aumento de las fibras
musculares, de miofibroblastos o ambos; los resultados obtenidos para la
expresion de desmina aportan evidencia a favor de un aumento de las fibras
musculares. La desmina es otra proteina relacionada al tejido contractil, tiene un
rol esencialmente estructural en la mantencion de la integridad muscular (Lodish y
col., 2003) y es un indicador de orden y maduracion de la capa muscular durante
la diferenciacién morfogenética del oviducto de C. latirostris (Galoppo, 2015). La
exposiciéon a E2 y BPA produjo un aumento del area subepitelial ocupada por
desmina, sugiriendo un aumento en el orden de la capa muscular paralelo al
estimulo promiogénico antes mencionado. Dado que el incremento en la expresion
de desmina en C. latirostris es caracteristico del estadio postnatal avanzado y no
del postnatal temprano (Galoppo, 2015), la exposicién a E2 y BPA produciria un
adelantamiento en la maduracion de la capa muscular oviductal. Los cambios a
nivel de la capa muscular, también podrian estar relacionados a la remodelacién
de coldgeno observada en los animales tratados con xenoestrogenos. Ya se ha
mencionado que el colageno puede actuar como reservorio de TGFB. El factor de

crecimiento transformante-beta se encuentra dentro de los factores que
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promueven la diferenciaciéon de fibroblastos a miofibroblastos (Phan, 2012) y es
capaz de inducir la expresion de a-actina de células mesenquimales humanas en
cultivo (Shi y col., 2014). El colageno altamente organizado, caracteristicamente
presente en las adyacencias de la capa muscular concentraria TGFf3 promoviendo
esta diferenciacion.

La adenogénesis es un evento fundamental de la maduracién postnatal que
involucra un conjunto de cambios histofuncionales. Previamente hemos
cuantificado estos cambios en oviducto de C. latirostris en diferentes estadios de
maduracién utilizando un sistema de score histofuncional (Galoppo, 2015). Esta
cuantificacion nos permitié establecer un valor de corte (puntaje o score =6) entre
los oviductos con escasos signos de adenogénesis (preadenogénicos) y aquellos
que muestran signos de adenogénesis en curso (adenogénicos). La exposicidn
postnatal a xenoestrogenos produjo un aumento del puntaje o score
histomorfol6gico en todos los grupos experimentales excepto para E2 0,014ppm.
Si bien los cambios histofuncionales evaluados por este sistema no alcanzaron en
los animales tratados el valor de corte de 6, el aumento del puntaje (score) sugiere
una modificacién del patron temporal de los cambios madurativos, posiblemente
un adelantamiento de los mismos. Dentro de los numerosos factores implicados
en el proceso de adenogénesis se encuentran los factores de crecimiento
derivados del estroma y las caracteristicas de la MEC adyacente al epitelio
glandular en desarrollo (Gray y col, 2001). La remodelaciéon de colageno en el
subepitelio adyacente al epitelio luminal, podria ser un factor capaz de mediar el
adelantamiento de la maduracién oviductal antes descripto. Estudios hechos en
morfogénesis del sistema respiratorio murino originalmente asociaron la presencia
de colageno | (altamente organizado) con una inhibicién directa del proceso de
invaginacion epitelial o budding (Wessels, 1970). Mas recientemente se postulé
que esta inhibicion se lleva a cabo en forma indirecta debido a la capacidad que
tiene el coldgeno | de regular de disponibilidad de TGFB. En la morfogénesis
mamaria de ratones, en las zonas donde se encuentra activo el proceso de
budding, se observa una marcada pérdida localizada de TGFp, indicando que la
MEC periductal actia como reservorio de este factor responsable de inhibir la
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formacién de budding (Silberstein y col., 1992). La presencia de colageno
altamente organizado adyacente al epitelio luminal inhibiria el budding por
concentracion de TGFpB y la remodelacion del colageno tendria el efecto contrario.

Los estrogenos juegan un rol muy importante en el crecimiento y desarrollo
del TRF de los vertebrados actuando a través de sus receptores. En vertebrados
mamiferos, durante el estadio prepuberal, los niveles de estrégenos gonadales
enddgenos son bajos y los procesos de diferenciacibn morfogenética se
consideran esencialmente estrégeno-independientes (Gray y col., 2001). Sin
embargo, se ha reconocido que la presencia de ERa en el periodo prepuberal
tiene una gran importancia, dado que su activacién temprana puede traer cambios
activacionales. Estos cambios caracteristicamente se manifiestan en estadios mas
avanzados del desarrollo (Varayoud y col., 2008b; Bosquiazzo y col., 2010, 2013;
Vigezzi y col.,, 2015). En C. latirostris la exposiciébn postnatal temprana a E2
1,4ppm y BPA 140ppm induce una disminucion significativa de la expresién de la
proteina de ERa mientras que la exposicién a BPA 1,4ppm tuvo el efecto contrario.
En cocodrilidos, Moore y col (2010) reportaron en A. mississippiensis que los
niveles de expresion de mRNA oviductal de ERa y PR de animales prepuberes
nacidos de huevos provenientes de un sitio contaminado con xenoestrégenos, no
mostraron diferencias respecto de crias nacidas de huevos recolectados en un
sitio de referencia. Esta falta de respuesta puede deberse a las complejas
interacciones entre la mezcla de contaminantes que se dan en exposiciones
naturales; o bien a diferente sensibilidad del marcador en funciéon del estadio de
desarrollo en el que ocurre la exposicién. En ovinos, la exposicion neonatal diaria
a estrégenos produjo una disminucién de los niveles de tanto mRNA como del
propio ERa (Carpenter y col, 2003) mostrando el mismo efecto que el observado
en C. latirostris ante la exposicion a E2 1,4 ppm y BPA 140 ppm. En yacaré overo
se obtuvo con dos exposiciones, el mismo efecto observado ante exposiciones
diarias en ovinos. El aumento de los niveles de expresion de ERa como
consecuencia a la exposicién a BPA 1,4 ppm puede explicarse en parte debido a
que los PEs, al igual que las hormonas, se caracterizan por presentar curvas

dosis-respuestas no lineales. Mas aun, los PEs pueden producir curvas dosis-
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respuesta no monotoénicas en las cuales la pendiente de la curva cambia de signo
a través del curso dosis-respuesta (Bergman y col., 2012). El BPA es considerado
un estrégeno débil (National Toxicology Program., 2008) del cual hay mas de 50
reportes acerca de comportamiento no monotonico en una gran variedad de
tejidos (Bergman y col, 2012). El BPA, consecuentemente, estimularia a dosis
bajas y ambientalmente relevantes la expresiéon de ERa mientras que a dosis altas
tendria el efecto contrario. En conclusion, este marcador muestra ser sensible a
ambas concentraciones de BPA independientemente del sentido de cambio del
mismo. El aumento de expresion de ERa observado ante la exposicion de BPA 1,4
ppm es comparable con los niveles de expresion oviductal en animales intactos en
el estadio postnatal avanzado (Galoppo, 2015). Esto aporta evidencias a favor de
un adelantamiento de los procesos de diferenciacién ya observados en procesos
de organizacion de colageno, expresion de desmina y a-actina y score
histofuncional. Ademas, este aumento en los niveles de ERa indicaria un estado
de alta sensibilidad ante minimos aumentos de estrégenos circulantes. Si bien
desconocemos si estos cambios son transitorios, este estado de alta sensibilidad
expondria al oviducto a una respuesta exagerada ante la accion de estrégenos
enddégenos en la pubertad o, mas importante, ante la exposicion a
xenoestrogenos.

El PR es una proteina inducida por estrégenos (Boyd-Leinen y col., 1984;
Hora y col., 1986; Schultz y col., 2003) y posiblemente por xenoestrogenos. Sin
embargo, no se han observado cambios en los niveles de expresion de PR
oviductal. Probablemente, en animales prepuberes se necesiten dosis de
estrdgenos mayores a las empleadas en este trabajo para inducir en forma directa
la expresién y mantener en el tiempo niveles tisulares altos de PR.

Como se mencion6 en la introduccion del capitulo 1, tanto WNT-7a como
WNT-5a han demostrado ser sensibles a los niveles de hormonas esteroides
circulantes (Miller y col., 1998b) y consiguientemente ser probables blanco de
accion de PEs. La exposicion experimental a los xenoestrégenos dietilestilbestrol
(DES) y a la mezcla comercial de PCBs, Aroclor produjeron disminucién de los
niveles de WNT-7a en el TRF de ratones neonatales (Miller y col., 1998a; Carta y
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Sasoon, 2004; Ma y Sasoon, 2006). Estos hallazgos coinciden con lo observado
en la expresién epitelial de WNT-7a en el oviducto de C. latirostris, para todos los
grupos de exposicion, excepto BPA 1,4 ppm. Hasta el presente, no tenemos
conocimiento de informes acerca de efectos de la exposicion a xenoestrégenos
sobre los niveles de WNT-5a. Nuestros resultados indican que la exposicion a E2
1,4 ppm y BPA 1,4 ppm produjeron una disminucion en los niveles de expresion
de WNT-5a subepitelial. Si bien puede especularse que la intensa disminucion de
WNT-7a en el grupo expuesto a E2 1,4 ppm es responsable de la disminucidén de
WNT-5a a traveés del mecanismo regulatorio propuesto por Mericskay y col,
(2004), esto no explica la falta de respuesta en los niveles de WNT-5a por parte de
los grupos E2 0,014ppm y BPA 140 ppm ante la disminucién de WNT-7a, asi
como tampoco la fuerte caida de expresidon de WNT-5a ante la falta de efecto
sobre WNT-7a en el grupo BPA 1,4 ppm. Independientemente del mecanismo a
través de los cuales estos cambios se dan, los mismos podrian tener profundas
implicancias sobre el desarrollo oviductal de C. latirostris. Conceptos revisados por
Sassoon (1999) acerca del efecto de la perturbacién endocrina sobre los genes
wnt indican que dado que la sefalizacion epitelio-mesenquimal en el TRF esta
coordinada por la familia de genes wnt, la perturbacion de esta via de sefalizacién
conduciria a cambios irreversibles (Sassoon, 1999). Posiblemente, la ausencia (o
disminucién) de WNT-7a durante periodos criticos del desarrollo conduciria a una
‘reprogramacion” del TRF de modo tal que estimulos estrogénicos posteriores
pueden fracasar en ejecutar la respuesta celular adecuada (Ma y Sassoon, 2006).

En nuestros animales, la exposicién a xenoestrogenos no produjo cambios
en los niveles de [(-catenina, excepto para la dosis de BPA 140ppm. Trabajos
hechos en diferenciacion postnatal de TRF murino indican que WNT-5a ni WNT-7a
estén relacionados a la via candnica de sefalizacion wnt (Mericskay y col., 2004).
Mas aun, WNT-5a ha sido implicado en la via de sefalizacion wnt no canénica
calcio-dependiente (via wnt/Ca®*) que antagoniza la via canénica (Miller y col.,
1999). Si bien los niveles de B-catenina aumentan ante la exposicion de dosis
bajas de BPA, este aumento se debe a la B-catenina de membrana,

probablemente asociada al complejo cadherina.
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La regulacién en baja de WNT-7a por parte de xenoestrégenos en el
oviducto de postnatales tempranos de C. latirostris ha emulado el fenotipo
observado en el TRF de ratones mutantes para este gen. Este fenotipo tiene, entre
otras caracteristicas, la estratificacion epitelial (Miller y Sasoon, 1998). Como se
ha sefnalado antes, la exposicidn a xenoestrogenos produjo un aumento de la
altura del epitelio luminal debido a hipertrofia (E2 0,014ppm y BPA 1,4ppm) y a
hiperplasia y estratificacion epitelial (E2 1,4ppm y BPA 140ppm). Este cambio en
las caracteristicas del epitelio luminal pueden acarrear alteraciones en la
formacion de glandulas ya que se ha descripto que fendmenos de hipertrofia del
epitelio luminal pueden inhibir el proceso de invaginacion o budding, primer paso
de la adenogénesis (Gray y col., 2001). Este cambio de fenotipo del epitelio
luminal asociado a la disminucion de los niveles de WNT-7a es similar al
fenébmeno de posteriorizacion descripto en ratones (Miller y Sasoon, 1998;
Jefferson y col., 2011) como consecuencia de la alteracién del eje antero-posterior
oviductal. En este proceso, regiones del TRF que por su ubicacion anatémica,
deberian tener caracteristicas histologicas de utero, muestran caracteristicas de
vagina. (Arango y Donahoe, 2010). La posteriorizacion se ha observado en
ratones mutantes para WNT-7a (Miller y Sasoon, 1998) y neonatos expuestos al
fitoestrégeno genisteina (Jefferson y col, 2011) y PCBs (Ma y Sasoon, 2006). Los
cambios en la altura epitelial y la presencia de estratificacién del epitelio luminal
observados como efectos de la exposicién a E2 1,4ppm y BPA 140ppm no se
deberian a este fendbmeno de posteriorizacion dado que ni el Gtero ni la vagina de
especies cercanas a C. latirostris muestran estratificacion (Girling 2002; Gist,
2011). Sin embargo, los cambios en la expresién de a-actina y desmina discutidos
anteriormente podrian indicar un posible indicio de posteriorizacion en nuestro
modelo. Si bien no hemos caracterizado las porciones oviductales mas caudales
de C. latirostris, el engrosamiento de la capa muscular es una variante céfalo-
caudal descripta como comun en el TRF de reptiles (Girling, 2002; Gist, 2011).
Consiguientemente, el estimulo promiogénico observado puede deberse a la
adquisicién de caracteristicas fenotipicas de Utero mas que de tubo uterino.
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A los efectos discutidos hasta aqui, debe agregarse el aumento de B-
catenina que se observa en los oviductos expuestos a la dosis mas baja de BPA.
La B-catenina tiene la funcién de actuar como proteina de unién entre la
cadherina, anclada en la membrana plasmatica, y el citoesqueleto de actina
(Wheelock, y Johnson, 2003). Ademas el anclaje de [B-catenina al complejo
cadherina aumenta la fuerza de adhesidén célula-célula llevado a cabo por la
porcion extracelular de la cadherina (Lodish y col., 2003). La exposicién a BPA,
consiguientemente, afectaria la fuerza de las uniones intercelulares y las
interacciones célula-célula. Respecto a la fuerza de adhesion intercelular, el
aumento de B-catenina podria interferir los procesos de cambio de forma y
migracion necesarios en la morfogénesis. Respecto a las interacciones célula-
célula, Gray y col, (2001) sefnalan la importancia de los contactos célula-célula /
célula-MEC en los procesos de diferenciacion morfogenética, con lo cual, esta
modificacién en los animales tratados con BPA podria afectar, a través de senales
célula-célula el proceso de diferenciacidén postnatal.

Los efectos observados debido a la exposicion a xenoestrogenos durante el
estadio postnatal temprano de C. latirostris sugieren una alteracion del patrén
temporal de cambios que caracterizan la diferenciacion morfogenética del oviducto
en esta especie. Esta modificacion seria consecuencia de distintos factores que
convergen, tales como cambios en la altura del epitelio luminal, cambios en la
expresion epitelial de ERa, modificacion en la expresion de moléculas de la via de
senalizacion wnt y desorganizacion del colageno subepitelial. Experimentos
revisados por Cadigan y Nusse (1997) en relacion a la via de senalizacién wnt
remarcan la importancia de la expresion de la molécula correcta en el tiempo y
sitio exactos para un adecuado desarrollo. La alteracion de este patron de
expresion de cualquiera de los multiples componentes que regulan los procesos
de diferenciacién morfogenética podria traer consecuencias desfavorables. Estas
consecuencias han sido demostradas en otras especies. Ratones expuestos
neonatalmente a PCBs en los cuales se observd un inicial estimulo de la
adenogeénesis, en la adultez mostraron una drastica disminucién de glandulas (Ma

y Sasoon, 2006). De forma similar, en codornices, la exposicion in ovo a EE2
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produjo, luego de la aparicion precoz de glandulas en animales sexualmente
inmaduros, una disminuciéon de la densidad glandular en adultos (Berg y col.,
2001). La exposicion neonatal de ovinos a valerato de estradiol produjo, junto con
hipertrofia del epitelio luminal del TRF, la carencia absoluta de glandulas durante
la madurez sexual (Carpenter y col., 2003).

La exposicion a PE durante estos periodos criticos de desarrollo de C.
latirostris, consecuentemente podria causar cambios organizacionales que
afectarian el normal desarrollo y podria tener efectos visibles en etapas muy
posteriores a la exposicion. Anteriormente ya hemos observado la sensibilidad de
otra regidén del oviducto de C. latirostris ante la exposicion natural a pesticidas
organoclorados y PCBs debido a cambios en la porosidad de las céscaras del
huevo (Stoker y col, 2008). Los resultados de este trabajo indican que otras
regiones oviductales pueden afectarse y afectar la salud reproductiva del yacaré

overo.



VI.- CAPITULO 3

Efecto de la exposicion postnatal temprana a

xenoestrogenos sobre la vitelogénesis.



6.1- INTRODUCCION
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6.1.1.- Estructura y funcion de la vitelogenina

La vitelogenina (VTG) es considerada un miembro de la llamada superfamilia
de grandes proteinas de transferencia de lipidos (Smolenaars y col., 2007) y
precursora de las principales proteinas de la yema de huevo en vertebrados. La
sintesis de VTG se lleva a cabo en el higado y en condiciones fisioldgicas, es
exclusiva de las hembras. En vertebrados, la VTG estd compuesta por un péptido
sefnal, una cadena pesada de lipovitelina (LvH), una fosvitina (Pv), una cadena
liviana de lipovitelina (LvL) y un dominio factor de von Willebrand tipo D. En el
hepatocito, luego del clivado del péptido sefal, la VTG se organiza linealmente en
un mondémero que sigue la secuencia NH2-(LvH-Pv-LvL-vWfd)-COO (figura 39).
La VTG es glicosilada y fosforilada postraduccionalmente en el reticulo
endoplasmatico y el complejo de Golgi y luego secretada al plasma circulante
como complejo homodimérico (Finn, 2007). En C. latirostris, existen dos tipos de
VTGs probablemente resultado de la traduccion de dos genes distintos. Estas
proteinas son diméricas y tienen un peso molecular de 205 y 225 KDa
respectivamente (valores obtenidos por PAGE-SDS). Ambos tipos son inducibles
por tratamiento subcutaneo con E2 (Rey, 2007).
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Figura 39: Estructura de la vitelogenina. A: Esquema de los distintos dominios estructurales de
la VTG. B: Estructura del monémero de VTG. C: Dimero circulante de VTG. Modificada de Finn,
2007.

Los dominios Lv, principalmente LvH, se organizan estructuralmente formando
un centro hidrofébico responsable de la carga y transporte de lipidos. La Fv
estabiliza la union del centro hidrofébico con el resto de la molécula y debido a su
capacidad de fosforilarse, forma la cubierta hidrofilica que permite el transporte
plasmatico de la VTG (Finn, 2007). La VTG, ademas puede unir calcio (Jones,
2011) Los dominios poliserina de la fraccibn Fv potenciarian la deposicion de
calcio que contribuiria a la formacioén 6sea del futuro embrién (Smolenaars y col.,
2007). La regién vWfd, ademas de estabilizar el dimero de VTG y contribuir con su
hidrosolubilidad, tendria una funcién muy importante en proporcionar un punto de
anclaje que facilitaria la uniéon de VTG a su receptor (Finn, 2007).

La VTG provee al embrién en desarrollo de aminoacidos, lipidos, fosfatos e
iones metalicos multivalentes. Sin embargo, su contenido lipidico de 12-15% no es

suficiente para suplir las necesidades de los embriones amniotas. En amniotas
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oviparos, la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), también sintetizada en el
higado materno, provee una fuente adicional de lipidos a la yema, mientras que
una variedad de otras proteinas son también incorporadas a la yema, albumina
sérica, proteinas fijjadoras de vitaminas tales como colecalciferol e

inmunoglobulinas (Jones, 2011).

6.1.2. Vitelogénesis

La vitelogénesis se define como ell proceso de sintesis hepatica de VTG y su
transporte hacia los oocitos. Este proceso se inicia con la activacion del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal en las temporadas reproductivas, e involucraria a
una serie de hormonas y mediadores, de los cuales los estrégenos enddégenos son
los principales. Sin embargo, se asume que el control hormonal de la vitelogénesis
es complejo e involucraria ademas de los estrogenos a la P, testosterona e incluso
a la leptina, una hormona sintetizada principalmente por los adipocitos, la cual
actua como senal metabdlica sobre el sistema reproductivo en mamiferos (Jones,
2011).

Luego de su liberacién al torrente sanguineo, la VTG es transportada hacia los
ovarios, donde es captada por receptores de VTG (rVTG). Los rVTG se
encuentran anclados a la membrana plasmatica del oocito y tras su unién a la
VTG, el complejo VTG-rVTG se internaliza en un proceso de endocitosis mediado
por clatrina (Finn, 2007). Aparentemente, junto con VTG se incorporan otras
lipoproteinas, VLDL entre ellas que proporcionaran lipidos adicionales al futuro
embrién (Jones, 2011). Dentro de los endosomas, la VTG es clivada en sus

componentes, lipovitelinas y fosvitina por accion de catepsina D (Finn, 2007).

6.1.3.- Control hormonal de la vitelogénesis

Aunque la vitelogénesis se encuentra bajo control multihormonal, el principal
estimulo inductor es la presencia de estrégenos circulantes, producidos por el
ovario en los foliculos en maduracion. Por esta razén, aunque el gen que codifica
para la VTG estd presente también en machos, la produccién de VTG esta

normalmente restricta a las hembras. Consecuentemente, aunque existen
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excepciones, en Escamosos, tortugas y cocodrilidos la vitelogénesis esta
tipicamente asociada a concentraciones plasmaticas de estradiol elevadas (Jones,
2011).

6.1.4.- Importancia de la deteccion de VTG circulante

Siendo la VTG una proteina inducida por estrogenos, la presencia de altos
niveles de VTG circulante en hembras juveniles indica el inicio de la etapa
vitelogénica del ciclo reproductivo (introducido en el capitulo 1), asociado a
conductas reproductivas (Gist, 2011). Las hembras prepuberales y los machos no
poseen niveles de VTG detectables debido a que los niveles de estrégenos son
insuficientes para inducir su sintesis. En estos animales el gen de la VTG
permanece normalmente silencioso aunque puede activarse por administracion de
estrogeno exdgeno o xenoestrogenos (Jobling y col., 1995; Selcer y col., 2001;
Tata y Smith, 1979). Consiguientemente, la deteccién de VTG circulante en
machos o hembras prepuberes indicaria estimulacién estrogénica anormal y
puede utilizarse como biomarcador de la presencia de contaminacién con
xenoestrogenos (Tada y col., 2008; Jobling y col., 1995; Selcer y col., 2001).



6.2- HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Capitulo 3- Hipotesis y Objetivos|91

Hipotesis
La exposicion postnatal de yacarés overos prepuberales a PEs activa el proceso

de vitelogénesis.

Objetivos Especificos

Determinar si la exposicién postnatal temprana a E2 (0,014ppm y 1,4 ppm) y a
BPA (1,4 ppm y 140ppm) produce activacion de la vitelogénesis evaluando:

-La trancripcion génica de Vig.

-La Vtg almacenada en el hepatocito.

-La Vig en circulacioén periférica.



6.3- MATERIALES Y METODOS
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6.3.1.- Animales
La cria de animales desde su nacimiento hasta el momento del sacrificio se

realizd segun fue descripto en la seccion 3.1.4.

6.3.2.- Diseno experimental
Con el fin de determinar si la exposicion postnatal a xenoestrégenos

produce cambios en la transcripcién, almacenamiento y niveles circulantes de
VTG, hembras provenientes de diferentes nidos fueron distribuidas al nacimiento

equitativamente en los 5 grupos experimentales descriptos en la seccion 5.3.2.

A 4

Grupos Experimentales: \W‘

¥etewlo Expresion de ARNm de VTG
E2 0,014 ppm

E2 1,4 ppm Expresion de VTG in situ
BPA 1,4 ppm Niveles circulantes de VTG
BPA 140 ppm

Figura 40: Efectos de la exposicidon postnatal temprana a estrogenos ambientales sobre la
vitelogénesis

El nro de crias utilizados para determinacion de los niveles de expresion de

ARNm-VTG y VTG (proteina in situy circulante) se detallan en la tabla 6.

Tabla 6: Numero de animales utilizados en el estudio de vitelogénesis

Determinacion | vehiculo | E2 0,014ppm, | E2 1,4 ppm | BPA 1,4ppm | BPA 140ppm | TOTAL

RNAm - VTG |5 5 6 6 5 27

VTG 15 16 9 16 15 71

(proteina in situ

y circulante)
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6.3.3.- Efectos de la exposicién a xenoestrogenos sobre la transcripcién
génica de VTG.

6.3.3.1.- Extraccion de muestras

Inmediatamente después del sacrificio, se disecé para cada animal, bajo
condiciones libres de RNAasas, una porcién de 1 cm? de higado. Cada porcién se
ubicé en criotubos estériles previamente tarados y se determind su masa por
pesada diferencial. Las muestras fueron congeladas en nitrdgeno liquido (flash-
frozen) y posteriormente almacenadas a -80°C hasta la extraccion de ARNm total.

6.3.3.2.- Extraccion de RNAm total y transcripcion reversa (RT-PCR)

Cada muestra de higado de cada grupo experimental se homogenizé
individualmente en reactivo TRIzol y se extrajo el ARN total de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (Invitrogen Argentina, Buenos Aires, Argentina). La
concentracion de ARN se midi6 en espectrofotébmetro utilizando el cociente
Aoso/Asgo. Solamente aquellas muestras con un cociente Agzeo/Azgo mayor a 1,9
fueron seleccionadas para la retrotranscripcion del ARNm total. Las mismas se
conservaron a -80°C hasta su utilizacién.

La retrotranscipcion a ADN copia (ADNc) se realiz6 utilizando cantidades
equivalentes de ARN (2 pg). Para ello se utiliz6 transcriptasa reversa del virus de
la leucemia murina de Moloney (M-MLV segun sus siglas en inglés; Moloney
Murine Leukemia Virus) (300 U; Promega, Madison, WI) junto con 200 pmoles de
hexanucleétidos al azar (Promega). A cada tubo de reaccién se agreg6 veinte
unidades de inhibidor de ribonucleasas (RNAout; Invitrogen), 100 nmoles de una
mezcla de los cuatro trifosfatos de desoxinucledtidos (dNTP) y buffer de
transcriptasa reversa 1x obteniendo un volumen final de 30 pl. La transcripcion
reversa se realizd a 42°C durante 90 min y la reaccién fue finalizada mediante
calentamiento a 97°C durante 5 min y posterior enfriamiento en hielo. EI ADNc
obtenido se llevé a un volumen final de 60ul con agua libre de ribonucleasas. Las
reacciones de retrotranscripcién se llevaron a cabo en un termociclador Rotor-

Gene Q (Quiagen, Tecnolab; Buenos Aires, Argentina).
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6.3.3.3.- Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Para analizar los niveles de expresion relativa del ARNm de VTG (ARNm-
VTG) se utilizd un protocolo optimizado de PCR en tiempo real. Los cebadores
utilizados para amplificar los ADNc producto de la retrotranscripciéon del ARNm-
VTG se disefnaron a partir de la bausqueda de regiones homadlogas en organismos
seleccionados siguiendo un criterio filogenético. Se compararon las secuencias de
VTG de tres organismos que abarcan una doble divergencia evolutiva. Las

secuencias utilizadas se describen en la tabla 7.

Tabla 7: Especies y numero de codigo de las secuencias nucleotidicas utilizadas
para el disefio de cebadores utilizados en RT-PCR.

Especie Denominacion Nro de cédigo
Gallus gallus Vig1 M18060
Anolis caroliniensis Vig AF199489
Xenopus laevis VigA2 Y00354

Dado que no se encontraron regiones 100% homodlogas lo suficientemente
largas para disefar los cebadores, los mismos se disefiaron con un cierto grado
de degeneracion. Las secuencia de los cebadores utilizados, asi como los del gen
de referencia (housekeeping) se muestran en la tabla 8. Como control interno de

carga (housekeeping) se determind la expresién de la subunidad 18S ribosomal.

Tabla 8: Cebadores utilizados en los experimentos de PCR en tiempo real

Gen Secuencia de los cebadores (5-3") Amplicén Numero de
(pb) Genbank
vig Sentido: AGTACAWTGGBGTCTGGCCCA 115 -
Antisentido: CCRAYYCGYCCAYTGCTGTATTC
18S ARN Sentido: TAAGTCCCTGCCCTTTGTACACA 71 NR_003278.3
Antisentido: ATCCGAGGGCCTCACTAAAC




Capitulo 3- Materiales y Métodos |95

Todas las muestras retrotranscriptas a ADNc fueron amplificadas por triplicado en
termociclador Step One Cycler (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA).
Los tubos de reaccién para la PCR en tiempo real se constituyeron con 5 ul de
ADNc que se combinaron con HOT-FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis
BioDyne; Biocientifica; Rosario, Argentina) y 10 pmoles de cada oligonucleétido en
un volumen final de 20 pl. El protocolo general de ciclado utilizado se muestra en
la tabla 9. Controles sin ADNc fueron incluidos en todos los ensayos, los cuales no

produjeron amplificacion.

Tabla 9. Protocolo de ciclado para PCR de tiempo real utilizado

Paso Temperatura Tiempo Nro de Ciclos
Desnaturalizacion 95 15 1

Inicial

Desnaturalizaciéon 95 15segundos 40
(melting)

Hibridacion 51,7 15 seg 40
Extension 72 15 40
Lectura 82 4 segundos 40

La pureza de los productos obtenidos fue confirmada mediante curvas de
disociacion y electroforesis en geles de agarosa de muestras elegidas al azar en

cada corrida.

6.3.3.4.- Determinacion de los niveles de expresion relativa de ARNm-
VTG

El célculo de los niveles de expresidn relativa de cada muestra se realiz
utilizando el método del ciclo umbral (Ct) (Higuchi y col., 1993). El valor de Ct para
cada muestra se calcul6 utilizando el software Rotor-Gene Q Series (Version 1.7
Quiagen; Tecnolab) con un umbral de ajuste de fluorescencia automatica (Rn). La
eficiencia (Ef) de la reaccién de PCR para cada gen estudiado y para el gen de
referencia (18S) fue calculada mediante curvas estédndar. Estas curvas se
construyen a partir de la amplificacién de cada gen en diluciones seriadas de los
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ADNc. Luego, graficando el logaritmo de las diluciones de los ADNc vs su
correspondiente Ct, se obtiene la férmula de la recta por regresion lineal a partir de
la cual se calcula la eficiencia (Ef) (Ef= 10(-1/pendiente)-1). Dependiendo de las
condiciones especificas de PCR, la Ef varié entre 98% y 102%. El posterior calculo
de los niveles de expresion relativa de cada gen en los animales tratados con
respecto a los controles se realizd utilizando el método de la curva estandar
relativa (Cikos y col., 2007). Para todas las muestras experimentales, la cantidad
relativa del gen de interés y del gen 18S fue determinada a partir de la curva
estandar previamente realizada para cada gen. La cantidad obtenida
correspondiente al gen de interés fue normalizada con la cantidad relativa del gen
18S en cada grupo experimental.

6.3.3.5.- Analisis estadistico

Todos los datos fueron calculados como la media + el error estandar de la
media (SEM). Las diferencias entre los distintos parametros estudiados fueron
obtenidas aplicando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test
de Dunn (Siegel, 1956). Para el analisis estadistico entre dos grupos
experimentales se utilizé el test de Mann-Whitney. Las diferencias fueron
consideradas significativas sélo si P<0,05.

6.3.4.- Efectos de la exposicion a xenoestrogenos sobre la sintesis
proteica de VTG

6.3.4.1.- Extraccion de muestras

Luego de seccionar la porcidon de higado destinada a analisis por técnica de
biologia molecular, se disecé una porcién de higado que fue inmediatamente
sumergida en solucién de formol-buffer pH 7,4; en la cual se fij6 durante 6hs a
temperatura ambiente. Posteriormente, tras sucesivos lavados en buffer fosfatos
pH 7,6; se conservaron en alcohol 70 hasta su procesado histolégico segun
técnica de rutina (tabla A1).
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6.3.4.2.- Determinacion de VTG in situ

La deteccién de VTG in situ se realizd por IHQ. Las condiciones particulares
de la reaccion se detallan en la tabla A7. Como control positivo se utilizaron cortes
histoldgicos de higado de hembra previamente expuesta a protocolo de induccion
de VTG (Rey y col 2006). En todos los casos se realizaron controles negativos de
especificidad sustituyendo el anticuerpo primario con suero no inmune y control

negativo de expresién de VTG utilizando cortes de higados de yacaré macho.

6.3.5.- Efectos de la exposicion a xenoestrogenos sobre la liberacién de
VTG

6.3.5.1.- Extraccion de muestras

En el momento del sacrificio se tomaron muestras de sangre con heparina
como anticoagulante (Rivero, Buenos Aires, Argentina) y los inhibidores de
proteasas aprotinina (Sigma), 0,0175 unidades inhibidoras de tripsina (UIT)/ml y
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 0,5 mM (Sigma). Inmediatamente luego de
la extraccion, las muestras se centrifugaron (3000 rpm, 4°C) y se separ6 el plasma
sobre bafno de hielo. Las muestras de plasma se conservaron a -20°C hasta su

andlisis.

6.3.5.2.- Cuantificacion de las muestras por ELISA

La cuantificacién de VTG circulante se realizé siguiendo el protocolo de ELISA
competitivo disefiado y puesto a punto por Rey y col.,, 2006, con ligeras
modificaciones. Las condiciones generales de esta técnica se describen en la
tabla A8. La modificacion mas importante respecto de la técnica original fue el
cambio de buffer de sensibilizacién por otro cuyo pH se encuentre alejado del
punto isoeléctrico de la VTG. El punto isoeléctrico de la VTG se determiné
mediante el uso de software Vector-NTI a partir de las secuencias de aminoacidos
de VTG de especies cercanas a C. latirostris. Las especies utilizadas fueron las
mismas a partir de las cuales se disefiaron los cebadores utilizados para la
determinacién de expresion de ARNm (punto 6.3.3.3); Gallus gallus (ave);
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Xenopus laevis (anuro), Anolis caroliniensis (lagarto). Las secuencias de
aminoacidos se obtuvieron de la base de datos de Pubmed/Protein. Dado que el
punto isoeléctrico se encuentra cercano a 9,2; se utilizdé como buffer de
sensibilizacion CO3*/HCO3 pH 10.

A través de curvas de competencia con diluciones sucesivas de VTG
purificada en suero de yacaré macho (libre de VTG), se verificé la sensibilidad y
rango de lectura de la técnica luego de modificar el buffer de sensibilizacion.

Las muestras se evaluaron por triplicado en la misma placa. En todos los
ensayos se incluyé una curva estandar para verificar sensibilidad, linealidad y
rango de lectura y un control negativo de suero de yacaré macho. La absorbancia
de los pocillos se registr6 a 450 nm en un lector de placas (Multiskan EX, Thermo
Electro Co., Finland, EU).



6.4- RESULTADOS
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6.4.1.- Efectos de la exposicién a xenoestrogenos sobre la transcripcion
génica de VTG

En especies oviparas la sintesis hepatica de VTG es un proceso inducido por
estrogenos al inicio de la pubertad; y como tal puede ser estimulado por

xenoestrogenos.
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Figura 41: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la transcripcion hepatica de VTG.
Los resultados se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al grupo control. Test de Kruskal Wallis seguido de post test de Dunn; 95%
de confianza.

La exposicion postnatal a la dosis mas alta de E2 produjo un aumento en la
expresion relativa de RNAm-VTG. Si bien la exposicién a la dosis mas baja de
BPA no produjo cambios significativos desde el punto de vista estadistico, se
observa una tendencia hacia el aumento de la actividad transcripcional de este

gen.

6.4.2.- Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion
hepatica de VTG

La VTG sintetizada en respuesta a la estimulacidn estrogénica puede
acumularse en el hepatocito de las hembras desde donde luego es volcada a la
circulacion sanguinea. La exposicion postnatal a la dosis mas alta de E2 produjo
acumulacién hepatica de VTG detectable por IHQ (figura 42).
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Figura 42: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre la expresion hepatica de VTG. A:

Control positivo, higado de hembra juvenil expuesta a 7 dosis consecutivas de E2 1,4ppm. B-F:
Higados de yacarés postnatales tempranos tratados segun disefio experimental en figura 40. B:
vehiculo. C: E2 0,014ppm. D: E2 1,4ppm. E: BPA 1,4ppm. F: BPA 140ppm. H: Hepatocitos; V:
Vaso, asterisco: eritrocito. Las flechas sefialan acumulos de VTG. IHQ para VTG revelada con DAB

y contracoloreada con hematoxilina de Mayer.
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6.4.3.- Efecto de la exposicidon postnatal a xenoestrogenos sobre los niveles
circulantes de VTG

Como se ha sefialado antes, una vez sintetizada, la VTG es volcada a la
circulacion general desde donde, en hembras puberales, es captada por

receptores presentes en los foliculos ovaricos.
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Figura 43: Efecto de la exposicion a xenoestrogenos sobre los niveles circulantes de VTG.
Los resultados se expresaron como la media + SEM. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto al grupo control. Test de Kruskal Wallis seguido de post test de Dunn; 95%
de confianza.

La exposicidén postnatal a la dosis mas alta de E2 y mas baja de BPA produjo
un incremento en los niveles de VTG circulante de hembras prepuberales de C.

latirostris.



6.5- DISCUSION
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La exposicidn postnatal a la dosis méas alta de E2 produjo, en C. latirostris un
incremento de la expresion de ARNm de VTG indicando la presencia de
transcripcion activa de este gen. Respecto del BPA, solo la exposicién a la dosis
mas baja mostré una tendencia hacia el aumento de la transcripcion. Estudios
realizados en peces expuestos a flujo continuo de EE2 en agua muestran un
incremento en los niveles de ARNm de VTG que precede al aumento de los
niveles de VTG circulante. Este aumento en los niveles de ARNm es seguido de
un rapido descenso luego de que la exposicidn cesa, teniendo un tiempo de vida
medio de entre 0,8 a 4,4 dias (Schmidt y col., 2002; Craft y col., 2004). Este rapido
aumento en los niveles de ARNm tras la induccién de E2 también ha sido
confirmado en tortugas acuaticas (Chinemys reevesii), en las cuales se produce
un incremento del numero de copias de ARNm a las 6 hs post-inyeccidén y se
mantiene por lo menos 24 hs después de la exposicion. Lamentablemente no se
obtuvo el tiempo de vida media del ARNm para esta especie (Tada y col., 2008).
El tiempo de vida medio de los transcriptos indica que en nuestra especie asi
como en peces, los niveles de ARNm-VTG son utiles para evaluar exposiciones
recientes. La falta de significancia estadistica para los niveles de ARNm ante la
exposicién a la dosis mas baja de BPA, (determinada 7 dias después de la
exposicion), posiblemente se deba mas a la disminucion del numero de
transcriptos como consecuencia de procesos de degradacion de los mismos que a
la falta de estimulo.

La evaluacién in situ de VTG hepéatica avala los hallazgos para los niveles de
ARNmMm, puesto que solo se observan depdésitos de VTG en los animales tratados
con la dosis mas alta de E2. Puesto que desconocemos la dinamica de liberacién
y acumulacion de VTG en higado, la ausencia de proteina in situ no
necesariamente implica falta de sintesis. No puede descartarse, teniendo en
cuenta la tendencia al aumento de los transcriptos de ARNm para BPA 1,2 ppm,
procesos de sintesis e inmediata liberacion hacia la circulacion. Los andlisis de los
niveles circulantes de VTG, por su parte, muestran un aumento para los grupos
tratados con la dosis mas alta de E2 y con la dosis mas baja de BPA, confirmando
la capacidad del BPA a dosis bajas de inducir la sintesis de VTG. Los estudios
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antes citados en induccion de vitelogénesis en peces indican que el tiempo de vida
media de la VTG circulante oscila entre los 15 y los 34,6 dias (Schmidt y col.,
2002; Craft y col., 2004). El hallazgo de niveles elevados de VTG circulante en
animales expuestos a la dosis mas baja de BPA confirma la capacidad que tiene
este PE, a esa dosis, de estimular la sintesis de VTG en hembras de C. latirostris
en estadio postnatal temprano. Por otro lado, la determinaciéon de VTG circulante
en hembras postnatales tempranas de C. latirostris es una herramienta util para
evaluar exposiciones que ocurrieron por lo menos siete dias antes de la obtencion
de la muestra. Teniendo en cuenta los tiempos de vida media informados para
peces (Schmidt y col., 2002; Craft y col., 2004), probablemente los niveles de VTG
en C. latirostris se mantengan elevados durante un tiempo aun mayor.

La VTG ha sido una molécula ampliamente utilizada como marcador de accion
estrogénica y xenoestrogénica, principalmente en especies acuaticas (Matozzo y
col., 2008). El efecto de la exposicidn a contaminantes con actividad hormonal
sobre la sintesis de VTG esta ampliamente documentado en diversas especies de
peces. En reptiles, los principales estudios han sido hechos en tortugas acuaticas,
las cuales muestran diferentes respuestas segun los niveles de la exposicion y la
etapa del desarrollo en la cual ésta se produce. La exposicidén in ovo a BPA 'y E2
de huevos de tortuga Chrysemys picta incubados a temperatura productora de
machos produjo alteraciones en la histologia gonadal pero no produjo cambios en
los niveles séricos de VTG (Jandegian y col., 2015). Un aspecto muy interesante a
tener en cuenta respecto al uso de VTG circulante como marcador de
contaminaciéon por xenoestrogenos es la sensibilidad segun el sexo de los
animales y el concepto de “priming” o cebado. Tortugas macho habitantes de sitios
impactados por contaminacion xenoestrogénica no han mostrado niveles alterados
de VTG circulante (Irwin y col., 2001; Meyer y col., 2013). Sin embargo, tortugas
hembras provenientes de los mismos sitios no solo muestran niveles circulantes
de VTG elevados (Irwin y col., 2001; Meyer y col., 2013), sino una respuesta
mayor ante la estimulacion experimental con E2 (Irwin y col., 2001). La raz6n de
estas diferencias es explicada mediante el efecto de “priming”, o cebado, proceso
debido al cual, la primer induccién de VTG necesita de altas dosis de E2, luego de
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lo cual, la re exposicion a dosis menores produce una respuesta amplificada (Irwin
y col, 2001; Palmer y Palmer, 1995). Las tortugas hembras adultas tienen mayor
sensibilidad a la exposicion natural a xenoestrogenos debido al cebado natural.
Palmer y Palmer, (1995) hallaron que la exposicion experimental durante 7 dias a
E2, DES y DDT en tortugas acuaticas y ranas machos adultos produjo
incrementos en los niveles de VTG circulante, siendo DDT el inductor de VTG
menos potente (Palmer y Palmer, 1995). Estos resultados revelan que la induccién
de VTG depende del cebado y tipo de xenoestrdgeno.

Si bien el efecto de priming ha sido observado previamente en nuestro
laboratorio para exposiciones de caimanes postnatales tempranos a E2 (Rey,
2007), nuestros resultados demuestran que una sola dosis de BPA de 0,14 ppm
es suficiente como cebado, sensibilizando a hembras postnatales tempranas para
la posterior induccion de VTG ante nuevas exposiciones. Actualmente no se
cuentan con muchos antecedentes de determinacion de VTG en cocodrilidos.
Estudios hechos en juveniles de Crocodylus morelettiy C. niloticus naturalmente
expuestos a compuestos contaminantes (organoclorados y efluentes
respectivamente) no detectaron induccién de VTG (Rainwater y col., 2008) ni de
los niveles de RNAM-VTG (Arukwe y col.2016). Esta falta de respuesta puede
deberse a la exposicidn a tipos de xenoestrogenos o concentraciones ambientales
de los mismos insuficientes para producir el cebado necesario. Nuestros hallazgos
demuestran que la dosis mas baja de BPA es capaz de producir este cebado en
hembras postnatales tempranas, con lo cual esta especie y este estadio
madurativo son especialmente sensibles a la exposicion de dosis bajas
ambientalmente relevantes de BPA. La induccion de Vtg en yacarés de corta edad
como bioensayo de laboratorio para evaluacién de sustancias xenoestrogénicas
permite la utilizacion de este centinela en etapas postnatales tempranas.
Demostramos que las crias de yacaré fueron capaces de responder al tratamiento
estrogénico y de sintetizar Vig, evidenciando la maduracion de su maquinaria de
sintesis. La deteccién plasmatica de VTG en hembras inmaduras de C. latirostris

es una herramienta sensible, no invasiva para monitorear exposicion a estrogenos
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ambientales, que puede utilizarse con otros marcadores de efecto o exposicion a
PEs (Poletta y col., 2016).
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La diferenciacién morfogenética del oviducto de C. latirostris es coordinada por

moléculas pertenecientes a la via de senalizacién no candnica de wnt.

La exposicion postnatal a xenoestrogenos adelanta los cambios madurativos que
caracterizan la diferenciacion postnatal del oviducto de C. latirostris.

La modificacién en el patrén temporal de cambios en la histoarquitectura e
histofuncionalidad oviductal observados como consecuencia de la exposicion
postnatal a xenoestrogenos esta relacionada a cambios en la via de sefalizacidén

wnt.

La exposicion postnatal a dosis ambientalmente relevantes de BPA activa la
vitelogénesis en hembras postnatales tempranas.

El oviducto, como 6rgano blanco de perturbacién endocrina es mas sensible que
el proceso de vitelogénesis, ya que se observan mayor cantidad de cambios a

dosis menores.
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Tabla A1: Procesado histolégico hasta inclusién en parafina.

Relacién muestra:volumen fijador: 1:10

Fijacion

Formol Buffer pH 7,4
6 horas
Temperatura ambiente (20-25°C)

Lavados

Buffer fosfatos (PBS)
10 min

(tres veces)

Deshidratacion

Etanol 70%

1 hora o hasta reinicio de deshidratacion

Etanol 96% | 1 hora
Etanol 96% I 2 horas
Etanol 100% | 1 hora
Etanol 100 % Il 1 hora
Etanol 100% I overnight
Clarificacion Xilol | 1 hora
Xilol I 1 hora
Xilol 11l 1 hora
Impregnacion Parafina | overnight
56-60°C*
Parafina Il 2 horas
56-60°C
Parafina lll 1 hora
56-60°C

Inclusion

* depende del punto de fusién de la parafina

PBS: Soluciéon Buffer de Fosfatos




Tabla A2: Protocolo general de procedimientos pre y post tincion de cortes

histoldgico.
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Muestra: cortes (5u) de tejidos incluidos en parafina, montados sobre portaobjetos tratados

con adhesivo tisular*

Desparafinizacion e hidratacién

Xilol 1 (desparafinizacion) 5 minutos
Xilol 2 (desparafinizacion) 3 minutos
Xilol 3 (desparafinizacion) 1 minutos
Etanol 100% 1minutos
Etanol 96% 1 minutos
Etanol 70% 1minutos

Coloracion o técnica inmunohistoquimica (ver tablas A3 a A6)

Deshidratacién

Alcohol 70 1 minuto
Alcohol 96 1 minuto
Alcohol 100 (1) 1 minuto
Alcohol 100 (II) 1 minuto
Xilol (1) 2 minutos
Xilol (II) 5 minutos

Liquido de montaje y cubre objeto.

* El adhesivo tisular empleado fue silano

Tabla A3: Tincion tricromica de Acido Peryddico-base de Schiff (PAS).

Desparafinizacién e hidratacion (Tabla A2)
Agua de canilla (corriente) 2 minutos
Acido Peryédico 12 minutos
Agua de canilla 5 minutos

Agua destilada

una inmersion

Reactivo de Schiff (en oscuridad) 15 minutos
Agua de canilla 7 minutos
Hematoxilina de Mayer 1 minutos

Agua de canilla

5 inmersiones

Agua amoniacal

10 segundos

Agua de canilla

2 minutos

Deshidratacion y montaje (Tabla A2)




Tabla A4: Tincién tricromica de picrosirius — hematoxilina de Harris
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Desparafinizacion e hidratacién (Tabla A2)

Agua de canilla 2 minutos
Picrosirius 10 minutos
Agua de canilla (corriente) 1 minutos

Hematoxilina de Harris (filtrada)

20 segundos

Agua de canilla (corriente)

3 minutos

Deshidratacién y montaje (Tabla A2)

Tabla A5: Técnica de coloracion de picrosirius — hematoxilina de Harris para luz

polarizada

Desparafinizacion e hidratacién (Tabla A1)

Agua de canilla 2 minutos
Picrosirius 1 hora

Agua de canilla (corriente) 1 minutos
Hematoxilina de Harris (filtrada) 6 minutos
Agua de canilla (corriente) 15 minutos

Deshidratacién y montaje (Tabla A1)
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Tabla A6: Protocolo general utilizado para técnicas de IHQ

Muestra: cortes (5y) de tejidos incluidos en parafina, montados sobre portaobjetos tratados con

adhesivo tisular*

Desparafinizacion /
hidratacion

Xilol 1 3 minutos (inmersién)
Xilol 2 3 minutos (inmersién)
Xilol 3 3 minutos (inmersién)
Alcohol 100 1 minuto (inmersién)
Alcohol 96 1 minuto (inmersién)
Alcohol 70 1 minuto (inmersién)
PBS 5 minutos (inmersién)

Recuperacion Antigénica

Buffer citrato 0.01M, pH:6,0
En horno microondas

La intensidad y duracion se
determinan segun antigeno a
evaluar

Lavado

PBS

5 minutos (inmersién)

Bloqueo de actividad
peroxidasa enddgena

(4ml de H202 -30
volimenes- + 36 ml de
metanol)

15 minutos (inmersién)

Lavado PBS 15 minutos (inmersién)
Bloqueo de uniones no
especificas NGS-PBS-leche 1:20 30minutos en camara

himeda

Incubacion con Anticuerpo
Primario

dilucién en buffer BC11

14-16 horas en camara
himeda a 4°C

Lavado

PBS

15 minutos

Incubacion con Anticuerpo
Secundario

Anticuerpo Secundario
Dilucion en PBS-BSA 1%

30 minutos en camara
himeda

Lavado

PBS

10 minutos (inmersién)

Amplificacion de la reaccion
Ag-Ac

Streptavidina-peroxidasa

30 minutos en camara
himeda

Lavado

PBS

5 minutos (inmersién)

Sistema de revelado

(2,3mg DAB + Tris-HCI
3,3ml 0,05M (pH 7.5) + 5uL
de H202 (30 volumenes).

10 minutos

Cortar la reaccion por dilucion

con agua destilada

Contracoloracion

Hematoxilina de Mayer

(opcional)

Deshidratacion y Montaje

(Tabla A2)

PBS: Buffer Fosfato, pH 7,5.

NGS-PBS-leche 1,5%: Suero normal de cabra al 5% en PBS adicionado con leche en polvo

descremada 1,5%

Buffer BC11: buffer H,NaPO,4 0,02M; NaCl 0,15M; adicionado con Azida sédica 0,02% y Albumina

sérica bobina 1%; pH 7,6

Buffer PBS-BSA 1%: Albimina sérica bobina en PBS al 1%; pH 7,5.

DAB: Diaminobencidina
Tris-HCI : Tris-HCI 0,05M, pH 7,5.




Tabla A7: Biomarcadores de inmunofenotipo, hormono-dependencia y via de sefalizacion WNT. Anticuerpos y
particularidades metodoldgicas para su evaluacion.

Biomarcadores Anticuerpo Dilucién Proveedor Dilucién del Proveedor Extravidina/ Recuperacion
primario del Anticuerpo del Anticuerpo Anticuerpo del Anticuerpo peroxidasa Antigénica
primario primario secundario secundario dilucién
5| Alfa-actina NCL-SMA 1/50 Novocastra 1/130 LETH 1/150 3 min 100% potencia
3
= 5 Clon a sm-1 12 min 40% potencia
® o
c =
o O
g 5 Desmina NCL-DES-DER I 1/50 Novocastra 1/80 LETH 1/150 3 min 100% potencia
8 Clon DE-R-11 12 min 40% potencia
<| WNT 7a AntiWNT 7a 1/400 LETH 1/200 LETH 1/150 15 min 100%
Qo
3 potencia
3
3| WNT 5a AntiWNT 5a 1/400 LETH 1/200 LETH 1/150 15 min 100%
g, potencia
g~
=| B-catenina B- catenin (E5) 1/1600 Santa Cruz 1/100 LETH 1/150 15 min 100%
5 SC 7963 Biotechnology potencia
Receptor de LETH-ER 202Y 1/200 LETH 1/400 LETH 1/300 15 min 100%
T . . .
o| Estrogeno alfa (policlonal) potencia
3
=}
3
-%: Receptor de Rabbit anti-Human 1/300 DAKO 1/200 LETH 1/150 15 min 100%
§ Progesterona Progesterone corporation potencia
é. Receptor
(Nro M35291)
<| Vitelogenina VigLETHW 03-07 1/100 LETH 1/600 LETH 1/400 3 min 100% potencia
;‘% (polyclonal) 12 min 40% potencia
CjD\
D
@
w

—
*
~
m
=}

horno microondas, potencia maxima 900 watts, buffer citrato pH 6,0

gcL| soxeauy



Tabla A8: Protocolo utilizado para ELISA de VTG.
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1- SENSIBILIZACION.
Buffer de Sensibilizacion:
10,00
200pg de vtg /pocillo.

100 ul de solucién de sensibilizacion /pocillo

Carbonato/Bicarbonato, pH

1h 37°C, camara humeda, placa
tapada.

Overnight (no menos de 12
horas) 4°C en camara himeda,
placa tapada.

2- LAVADOS. 1er lavado: ubicar los 280 pl
Buffer de Lavado: PBS-Tween 20 0,05%. /pocillo y realizar movimientos
280 pl/pocillo de ascenso y descenso
3 lavados (descargando y recargando

parcialmente el tip) 11veces.
Descartar el buffer de lavado.
2do y 3er lavado: Ubicar los 280
ul en cada pocillo y transcurridos
2 min, descartar.

3- BLOQUEO DE UNIONES INESPECIFICAS ith  30min  37°C, céamara
Buffer PBS-Leche 4%. himeda, placa tapada.

200 pl/pocillo

4- LAVADOS. Idem punto 2

5- ANTICUERPO PRIMARIO. 1th  30min  37°C, céamara
100 pl/pocillo. (muestras incubadas overnight) humeda, placa tapada.

6- LAVADOS. Idem punto 2

7- ANTICUERPO SECUNDARIO. 1h, 37°C, camara humeda, placa
100 pl/pocillo. tapada.

Dilucion: 1/500 en Buffer ELISA

8- LAVADOS. Idem punto 2

9- REVELADO. 10 min
100 pl /pocillo de Tetrametil-bencidina (TMB)

10- STOPPER 100 pl/pocillo de acido sulfurico

12%.
11 LECTURA. Leer absorbancia a 450nm

Buffer PBS- Tween 20: Buffer fosfatos adicionado con Tween 20 (0,05%); pH 7,5
Buffer PBS- Leche 4%: Buffer fosfato adicionado con leche en polvo descremada 4%
Buffer ELISA: PBS-Tween 20 adicionado con leche en polvo descremada 4%

TMB: Tetrametil-bencidina




