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4.1 Evaluacion de Vtg como biomarcador

4.1.1 Induccion de sintesis e identificacion

El tratamiento con E2 indujo la expresidén de diversas proteinas, entre las
que se observaron dos proteinas cuyo peso molecular fue de 205 y 225 kDa en
PAGE-SDS. Sus propiedades fisicoquimicas y antigénicas fueron coincidentes
con las descriptas para Vtg de otras especies oviparas. Estas proteinas fueron
detectadas en todas las muestras de plasma de yacarés tratados con E2,
mientras que permanecieron ausentes en yacarés machos sin tratar y animales
pre-puberes (figura 29A).

Como se mencion6 en Materiales y Métodos, la naturaleza fosforilada de
estas proteinas se demostro a través de su tincion de azul-violeta desarrollada
con Stains All (figura 29B). Alli se observa que las unicas proteinas que
presentaron caracteristicas de fosforilacion, fueron las inducidas con el
tratamiento estrogénico. Si bien, las dos bandas presentaron la coloracion
caracteristica esperada, se observé una diferencia en la tonalidad obtenida que
podria evidenciar distinto grado de fosforilacion.

Demostraciones adicionales de la induccion de Vtg se manifestaron por
western blot (figura 29C) utilizando como anticuerpo primario el anti-Vtg n° 498
provisto por el Dr. K.W. Selcer, el cual habia sido probado satisfactoriamente
en la deteccién de Vtg de aligatores (Selcer y col., 2001). Este anticuerpo
policlonal se generd contra un péptido conservado entre diferentes especies, a
partir Vtg de X. laevis. Como se observa en la figura 29C, este anticuerpo cruzé
contra las dos bandas inducidas en yacaré luego del tratamiento con E2,

aportando asi mas evidencias que identificarian a las proteinas como Vig.
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Figura 29: Separacion electroforética de proteinas plasmaticas de hembras juveniles
de yacaré. Las muestras provenientes de animales controles (vehiculo) y tratados con
E2 se separaron en geles en gradiente de poliacrilamida (PAGE-SDS) de 5-8%. A: Se
observan 2 bandas tefiidas con Coomassie blue, pertenecientes a proteinas inducidas
por el tratamiento. B: Tincién de las proteinas con Stains All que denotd su naturaleza
fosforilada C: Se observo reaccion cruzada, por western blot, utilizando el anticuerpo
policlonal dirigido contra una porcion de la molécula de Vtg de X. laevis, (dilucion
1/100). A la izquierda se indican los pesos moleculares y a la derecha las cabezas de
flechas indican las dos bandas correspondientes a Vig.

Por otro lado, se separaron por electroforesis en condiciones nativas las
proteinas plasmaticas de hembras tratadas con vehiculo (controles) y con E2.
En las muestras analizadas, se observé la induccidén de dos proteinas de 395 y
415 kDa luego del tratamiento con E2. Ademas la naturaleza fosforilada de
ambas proteinas fue confirmada en geles tefiidos con Stains All (figura 30). En
estas condiciones, no fue evidente una variacién en las tonalidades de azul
observadas para las dos proteinas como se mostrd en condiciones
desnaturalizantes.

Con estos resultados, podria decirse que las proteinas inducidas fueron

dos y que no poseen un grado de fosforilacion diferencial.
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Figura 30: Separacion electroforética de proteinas plasmaticas de hembras juveniles
de yacaré. Las muestras provenientes de animales controles (vehiculo) y tratados con
E2, se separaron en geles de poliacrilamida al 5% en condiciones nativas. A: La
tincion con Coomassie blue muestra 2 proteinas inducidas por el tratamiento
estrogénico. B: Su naturaleza fosforilada fue evidenciada con Stains All. A la izquierda
se muestra el marcador de pesos moleculares y a la derecha las cabezas de flechas
indicando las dos bandas correspondientes a Vtg.

4.1.2 Purificacion de Vtg

La purificaciéon de Vtg se realiz6 en dos etapas. En el primer paso, las
muestras plasmaticas de hembras tratadas con E2 se sometieron a una
primera purificacion por precipitacion (figura 31). Como se puede observar en la
figura 31, se obtuvo un claro enriquecimiento luego de la primera precipitacion
salina (calle 2 del gel), con pérdidas minimas en el sobrenadante (calle 3). En
esta ultima fraccion se puede observar como, en esta primera precipitacion,
gran parte de las proteinas plasmaticas que acompafan a la Vtg se liberaron
de la muestra. Sin embargo, luego de la segunda precipitacion por disminucion
de la fuerza idnica, se observd que la fraccidon del sobrenadante poseia un alto
contenido de Vtg (calle 5). Es por ello, que se decidi6 homogenizar esta
fraccién junto al segundo precipitado, previa eliminacién de una fraccién con

alto grado lipidico presente en el mismo.
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Figura 31: Separacién electroforética de proteinas obtenidas en cada paso de la
purificacién por precipitacion de plasma de hembra yacaré tratada con E2. Se
observan calles sembradas con: 1. Plasma inicial, de hembra tratada con E2, 2.
Producto del 1% precipitado solubilizado, 3. 1° sobrenadante, 4. 2% Precipitado
solubilizado, 5. 2 % sobrenadante. Las cabezas de flechas a la derecha indican las dos
bandas correspondientes a Vig.

En la segunda etapa de la purificacion, la fraccion enriquecida en Vitg
(obtenida luego de la homogeneizacion el 2° precipitado libre de la fraccién
lipidica y el 2° sobrenadante) se sometié a cromatografia de intercambio i6nico.
En esta cromatografia la Vtg eluyé con una fuerza i6nica de 550 mM de NaCl
en buffer Tris-HCI 25 mM (pH 9).

En la figura 32A se muestra el cromatograma obtenido donde se
encuentra sefialado el pico de elucion de la Vig. Los otros dos picos
observados, correspondieron a proteinas acompafiantes de la Vtg que lograron
separarse adecuadamente, sin provocar futuras interferencias.

Las fracciones obtenidas durante la elucién de la Vtg se separaron
utilizando la técnica de PAGE-SDS, y el gel obtenido posteriormente fue tefido
con AgNOs (figura 32B). Se puede observar, el claro enriquecimiento de la Vtg
en las fracciones colectadas (calles 2 a 7) respecto a la muestra original

sembrada (calle 1).
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Figura 32: Purificacion de Vitg por cromatografia de intercambio ibénico. A:
Cromatograma de la purificacion de la muestra obtenida por precipitacion salina. Se
muestra el pico de elucién de la Vtg, colectado en fracciones de 1 ml. B: Gel de
poliacrilamida tefiido con AgNO; de las fracciones recogidas durante la elucién de Vig.
De izquierda a derecha: calle sembrada con la muestra inicial a purificar (1), calles
sembradas con las fracciones correspondientes al pico de elucion de Vtg (2-7). A la
derecha las cabezas de flechas indican las dos bandas correspondientes a Vig.

4.1.3 Generacién del anticuerpo anti-Vtg

Una vez inoculados los conejos con la Vitg purificada siguiendo el
protocolo descrito en Materiales y Métodos, se determind la generacion de
anticuerpos realizando titulaciones del suero por dot blot y western blot.
Cuando se detectd un titulo constante de anticuerpos (aproximadamente
1/8000) se procedi6 al sangrado de los conejos.

El suero se purificé por doble cromatografia de afinidad, en primera
instancia purificando a través de una matriz de proteina A, donde se obtuvo la
poblacién de IgG totales, y luego por una matriz ligada con Vtg purificada,
colectando asi la subpoblacion de IgG especificas contra Vtg.

El creciente grado de purificacion del anticuerpo se evidencié por PAGE-
SDS (figura 33A), donde se puede observar el gradual enriquecimiento de IgG
especificas luego de las sucesivas purificaciones. En la calle 1 del gel obtenido,
tenido con Coomassie blue, se muestra el contenido proteico total del suero de
conejo luego de las inmunizaciones. En la calle 2, se observa una importante
disminuciéon de las proteinas no especificas, permaneciendo en esta fraccion,
la poblacion de IgG totales. Finalmente, en la calle 3, se observa la poblacién

de IgG especificas como resultado de la purificacion de las IgG totales.
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Luego, se realizaron diferentes western blot utilizando como anticuerpo
primario: suero de conejo obtenido luego de las inmunizaciones (western blot
de la izquierda); la poblacion de IgG totales (segundo western blot) y la
subpoblaciéon de IgG especificas (mostrado a la derecha) (figura 33B). La
sobrecarga de una de las calles utilizadas en estos ensayos se realiz6 a fin de
favorecer la marcacion inespecifica, la cual fue disminuyendo con el creciente
grado de purificacion del anticuerpo primario. En la calle con sobrecarga se
sembré 10 pug de proteina total, mientras que un resultado claro se obtuvo

sembrando 0,6 ug de proteina total.

. Anticuerpo doblemente]
A Antisuero entero IgG totales pﬁnﬁ]cggn
1 2 3 Contrel  Plasma hembra EZ2| Contrel  Plasma hembra E2] Contrd Plasma hemiva E2
- negativo  0%6ug  10ug fnegativo  U6ug  10ug Jnegatvo  O6ug  10ug

Figura 33: Evaluacién de la pureza del anticuerpo anti-Vtg. A: Separacion
electroforética de muestras conteniendo anti-Vtg en creciente grado de pureza, calle 1:
suero de conejo luego de las inmunizaciones, calle 2: poblacion de IgG totales, calle 3:
subpoblacion de IgG especificas (anti-Vtg). B: Western blot utilizando membranas de
nitrocelulosa con diferentes cantidades de plasma de hembra tratada con E2 y como
anticuerpo primario, anti-Vtg con distintos grados de pureza.

4.1.4 Caracterizacion del anticuerpo

El anticuerpo policlonal anti-Vtg (LETHW 03-07) generado fue utilizado
satisfactoriamente en los ensayos de western blot, dot blot, inmunohistoquimica
y ELISA.

4.1.4.1 Western blot y dot blot
Por medio de la técnica de western blot, se detectaron dos bandas

intensamente marcadas en plasmas de las hembras tratadas con E2, utilizando

84



Resultados

en anticuerpo LETHW 03-07, cuyos pesos moleculares correspondieron a 205
y 225 kDa (figura 34, calle 3). La marcacion fue altamente especifica sin
detectar reaccién cruzada con otras proteinas bajo las condiciones
establecidas en el ensayo. No se observd deteccion alguna al utilizar el
anticuerpo sobre muestras de animales sin inducir con E2 (calle 2). Asimismo,
tampoco se detecté inmunoreactividad al reemplazar el anticuerpo primario por
suero normal de conejo o buffer de bloqueo (controles negativos, calle 1). La

minima cantidad de Vtg detectada por western blot fue de 0,3 mg/ml.

ug proteinas

20 20 03 |< Ttotales

Figura 34: Caracterizacion del anticuerpo obtenido mediante la técnica de western
blot. Deteccion especifica de dos bandas en plasma de yacarés tratados con E2 (calle
3) que no fueron observadas en yacarés controles (calle 2) ni utilizando suero basal de
conejo como anticuerpo primario (calle 1).

Al realizar la prueba de monitoreo por dot blot, bajo las mismas
condiciones que las utilizadas para western blot, no sélo se demostro eficiencia
en la deteccion sino también una alta sensibilidad para la deteccién de bajas
cantidades. De esta manera, se podria establecer este ensayo para un
monitoreo rapido, econdmico y sencillo de muestras en las cuales se

desconoce la presencia de Vtg.

4.1.4.2 Actividad cruzada del anticuerpo LETHW 03-07
La evaluacion del reconocimiento de Vtg en otras especies revelo el
anticuerpo LETHW 03-07 exhibioé reaccion cruzada con el plasma de las dos

especies de tortuga utilizada, P. hilarii y T. s. dorbignyi. La proteina reconocida
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por el anticuerpo se indujo luego del tratamiento de las tortugas juveniles con
E2, mientras que no hubo reconocimiento alguno en los plasmas de tortugas
sin tratamiento (figura 35). En ambas especies de tortugas la proteina inducida
y detectada fue unica tal como se puede observar en la figura 35, en la imagen
del gel tefiido con Coomassie blue y en el western blot, y su peso molecular se

determiné en 215 kDa.

P. hilarii T. scripta

< Vig

1 2 1 2 1 2

Figura 35: Determinacion de Vtg en tortugas juveniles P. hilarii y T. scripta, después
de la induccién con E2. Calle 1: plasma de tortuga sin tratamiento, calle 2: plasma de
hembra pre-puber tratada con E2. A la izquierda, las dos primeras calles corresponden
a un gel sometido a PAGE-SDS, tefiido con Coomassie blue, mientras que las calles
restantes corresponden a un western blot utilizando como anticuerpo primario el anti-
Vtg LETHW 03-07

4.1.4.3 Inmunohistoquimica

El anticuerpo LETHW 03-07 presentd muy buena reactividad para la
deteccion de Vtg en cortes histolégicos provenientes de tejidos incluidos en
parafina. Como se puede apreciar en las fotografias obtenidas de higados de
yacaré se observd una localizada inmunomarcacion en los hepatocitos de
hembras tratadas con E2. La Vig se evidenci6 en forma de agregados

citoplasmaticos préximos a la membrana apical, opuestos al nucleo (figura 36).
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Figura 36: Expresion hepatica de Vtg. A: Seccién de tejido hepatico de un yacaré
control. B: Seccion de tejido hepatico de un yacaré hembra tratado con E2. Se
observan agregados citoplasmaticos marcados con flechas, evidenciando que el
anticuerpo es util para inmunohistoquimica en muestras incluidas en parafina.

4.1.4.4 Desarrollo del ELISA
Con el objeto de optimizar el ELISA competitivo utilizando el anticuerpo
generado para cuantificar Vtg plasmatica, previamente se determinaron las

condiciones del ensayo.

4.1.4.4.1 Seleccion del buffer de sensibilizacion

Se evaluaron dos soluciones para sensibilizar las placas de ELISA: PBS
pH 7,5 y buffer carbonato de sodio pH 9,6. Se observé que con el buffer
carbonato se obtuvieron mejores rendimientos en la adhesion de Vtg a la fase
solida. Por este motivo, se decidié que el buffer de sensibilizacion a utilizar en

todos los ensayos seria buffer carbonato de sodio pH 9,6.

4.1.4.4.2 Determinacion del titulo de anticuerpo primario

Se realizaron titulaciones del anticuerpo LETHW 03-07 en placas
sensibilizadas con diferentes cantidades de Vtg. Por medio de esta
determinacién se concluy6 que los ensayos que mostraron mayor sensibilidad
fueron con 100 y 200 ng de Vig fijados a la fase sélida, ya que las curvas
generadas presentaron mayores pendientes (figura 37). Por otro lado, la
dilucién 1/2000 del anticuerpo fue elegida por representar el 50% de union del
anticuerpo, teniendo en cuenta la zona lineal de la curva. Trabajando en estas

condiciones, se evita que pequefias variaciones en el comportamiento no
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impliquen una pérdida de sensibilidad por encontrarse en los extremos de la

recta (figura 37)
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Figura 37: Titulacion del anticuerpo primario utilizando diferentes cantidades de Vtg en
la fase sodlida. La mayor sensibilidad en la respuesta fue obtenida sensibilizando la
placa con 200 ng de Vtg (DO 200 ng). La dilucion 1/2000 del anticuerpo anti-Vtg seria
la indicada para evaluar los ensayo de competicion.

Sin embargo, empiricamente al realizar las pruebas de competicion, se
obtuvieron mejores resultados sensibilizando la placa con 200 ng de Vtg por
pocillo y utilizando el anticuerpo diluido 1/1000. De esta manera, para todos los
ensayos de ELISA de competicion se sensibilizaron las placas con 200 ng de
Vtg por pocillo y la dilucibn de uso del anticuerpo primario fue 1/1000,

obteniendo asi resultados altamente reproducibles.

4.1.4.4.3 ELISA competitivo

Una vez establecidas las condiciones de ensayo, se desarrollé el ELISA
competitivo obteniendo un amplio rango de linealidad para la deteccion de Vtg,
entre 0,006 a 1,56 ug/ml. El limite de deteccion del ensayo fue de 0,1 ng/mly la
sensibilidad, representada por la pendiente de la curva estandar, fue de -0,20

log ml/ug (figura 38). Durante las etapas de optimizacidn, la curva de calibrado
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se construyo por triplicado y una vez establecidos los parametros del ensayo,

se realizaron las curvas y la evaluacion de las muestras por duplicado.

1.00+
0.754
0.50+

0.254

Absorbancia (450 nm)

0.00 T T T
-2.5 -1.5 -0.5 0.5

Log concentracion Vtg (ug/ml)

Figura 38: Curva de calibrado de ELISA competitivo. Los valores (xxSD) provienen de
9 ensayos independientes. La ecuacién de la recta obtenida corresponde a: Y= 0,35 —
0,20X, donde la pendiente representa la sensibilidad del ensayo.

Para evaluar la reproducibilidad del ensayo, se realizaron mediciones
repetidas de muestras, dentro de un mismo ensayo y en ensayos realizados en
diferentes ocasiones. Asi, se calcularon los coeficientes de variacion intra- e
inter-ensayo. La ecuacién empleada fue:

CV (%)= (SD/P) *100

Donde CV representa al coeficiente de variacién, SD corresponde la
desviacion estandar y P, el promedio de las mediciones.

Cuando se determiné el CV intra-ensayo, SD y P, representaron la
desviacién estandar y el promedio de la cuantificacion realizada dentro de un
mismo ensayo. El coeficiente de variacion intra-ensayo resultante del ELISA se
calculé como el promedio de 3 CV obtenidos a diferentes concentraciones
dentro del rango lineal de la curva de calibrado.

Para evaluar el CV inter-ensayo, SD y P representaron la desviacion
estandar y el promedio de la cuantificacion realizada en 3 ensayos diferentes.
El coeficiente de variacion inter-ensayo del ELISA se calculé como el promedio
de 3 CV obtenidos en ocasiones diferentes.

Los resultados del calculo de los coeficientes de variacion fueron para el

CV intra-ensayo: 1,99% y el CV inter-ensayo: 3,66%.
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Los resultados de la optimizacién del ELISA de competicion muestran la
obtencion de un ensayo altamente sensible y reproducible para la

cuantificaciéon de muestras.

4.1.5 Aplicacién de las metodologias desarrolladas.
Con las metodologias previamente descriptas se logré evaluar la
induccion de Vtg en diferentes situaciones experimentales.

4.1.5.1 Induccioén de Vtg en yacarés macho juveniles

Al utilizar yacarés machos juveniles para la induccidon de Vtg, se observo
que luego del tratamiento con E2, hubo un incremento en la concentracion de
proteinas plasmaticas totales. La cuantificacién de contenido proteico total de
las muestras plasmaticas de los yacarés machos, fue de 53,5+3,1 mg/ml a
58,0+ 2,9 mg/ml y 65,5£2,8 mg/ml luego de la primera y segunda dosis de E2
administrada, respectivamente. Este incremento se debid principalmente a la
induccién de proteinas identificadas como Vtg por PAGE-SDS y ensayos de
western blot.

El ensayo de ELISA se utilizdé para determinar los niveles de Vig en las
diferentes muestras plasmaticas. No se detectd Vig en los animales tratados
con vehiculo (control) ni previo al tratamiento (niveles basales). Siete dias
posteriores a una unica administracion de E2 (1mg/ml) todos los machos (n=7)
presentaron niveles detectables de Vtg: 1,181,171 mg/ml. Luego de una
segunda administracion de E2 a los 7 dias posteriores de la primera dosis, se
cuantificaron los niveles de Vtg en los mismos animales, pasados 7 dias de la
ultima administracion. Se encontré que dichos niveles fueron significativamente
superiores: 10,15+2,40 mg/ml.

Cuando comparamos la sintesis de Vtg por inmunohistoquimica en tejido
hepatico observamos que en los machos tratados con E2 se detectd
claramente la Vtg ubicada en el citoplasma de los hepatocitos, mostrando un

patrén similar al observado en las hembras juveniles (figura 39).
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Figura 39: Deteccion de Vtg in situ por inmunohistoquimica en machos juveniles
tratados con E2. A: Tejido hepatico de un yacaré macho control. B: Deteccion de Vig
en el citoplasma de los hepatocitos (flechas) de yacaré macho juvenil luego del
tratamiento estrogénico.

4.1.5.2 Induccion de Vtg en crias hembra de yacaré overo

Para determinar la capacidad de induccion de Vtg en animales de corta
de edad, se evaluaron diferentes protocolos de tratamiento (ver detalles en
Materiales y Métodos pag. 54): 1 administracion de E2 y sacrificio a los 7 (1
dosis D7); 1 administracion de E2 y sacrificio a los 14 dias (1 dosis D14); 2
administraciones de E2 espaciadas por 7 dias (2 dosis); y 7 dias consecutivos
con inyecciones de E2 (7 dosis), en estos 2 ultimos tratamientos los animales
se sacrificaron a los 7 dias de la ultima administracion de E2.

Se observo que en todos los grupos experimentales, el tratamiento
estrogénico provocé la induccion de Vitg en las crias de yacaré.
Particularmente, una uUnica dosis de E2 fue suficiente para activar la sintesis de
Vig y esta respuesta se mantuvo aun después de 14 dias de la administracion.
Se observaron mayores niveles de Vtg circulante en crias tratadas con 2 dosis
y un incremento notable luego de la administracion de 7 dosis consecutivas
(figura 40). Ademas, en este ultimo grupo se observa una desviacion estandar
importante respecto al resto de los grupos, lo que podria deberse a diferentes
capacidades de respuesta frente a un tratamiento intensivo con E2 entre las
distintas crias sometidas al mismo tratamiento.

En la figura 40 se representan los resultados obtenidos.
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Figura 40: Deteccion de Vtg plasmatica en crias hembras. A: Representacion grafica
de los niveles de Vtg plasmatica detectados en los diferentes grupos de tratamiento.
Las barras representan la media + el error estandar medio (SEM) y los asteriscos (*)
representan diferencias significativas respecto al grupo control (p<0,05). B: Resultados
de la cuantificaciéon por ELISA de los niveles circulantes de Vig, expresados como
media * desviacién estandar (SD).

Ademas, utilizando la técnica inmunohistoquimica previamente descripta,
se evaluo la deteccién de la sintesis y/o acumulacién de Vig en tejido hepatico
de las crias tratadas con E2. Los resultados mostraron un patrén de induccién
analogo al observado en los animales juveniles (figura 41). Se puedo observar
la clara formacion de los agregados citoplasmaticos como producto de los

diferentes tratamientos estrogénicos.
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Figura 41: Inmunodeteccion de Vtg en higado de crias hembras tratadas con E2. A:
Seccidn de tejido hepatico de una cria de yacaré hembra control. B, C y D: Deteccion
de agregados de Vtg (flechas) luego del tratamiento con E2 con 1, 2 y 7 inyecciones,
respectivamente. Magnificacion: 400X

4.1.5.3 Niveles de Vtg en tortugas silvestres adultas en estacion
reproductiva

En tortugas silvestres P. hilarii adultas, capturadas durante la estacién
reproductiva, se tomaron muestras de sangre, y se obtuvo el plasma para
realizar la determinacion de Vtg. Se observd que en las muestras provenientes
de las hembras sexualmente maduras hubo una clara deteccién de Vtg
circulante por western blot utilizando el anticuerpo LETHW 03-07 (figura 42). Al
igual que lo observado en las tortugas juveniles sometidas a tratamiento
estrogénico la proteina detectada fue unica y de una masa molecular
semejante al observado previamente (215 kDa).

En la determinacion por western blot se utilizé6 como control negativo una
hembra juvenil sin tratamiento donde no se detectd la presencia de Vig y como

control positivo se utilizé plasma de una tortuga tratada con E2 (figura 42).
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Figura 42: Determinacion de Vtg en tortugas P. hylarii silvestres, sexualmente
maduras. Calle 1: hembra pre-puber (control negativo), calle 2: control positivo
(hembra inducida con E2), calles 3 y 4: hembras adultas silvestres en etapa
reproductiva.

4.2 Identificacion de 6rganos blanco de accion de estrogenos en el
tracto reproductor femenino

Otro objetivo propuesto en esta tesis fue determinar alteraciones
morfolégicas y modificaciones en la proliferacion celular debido al tratamiento
con E2 sobre el oviducto, como 6rgano blanco de accion estrogénica. Para ello,
se utilizaron las crias de C. latirostris tratadas con 1, 2 y 7 dosis de E2 (para
mas detalles de los protocolos de tratamientos ver Materiales y Métodos pag.
54)

Se observaron alteraciones macroscéopicas en el oviducto como se
muestra en la figura 43. A continuacion se describen las modificaciones
observadas a nivel morfolégico que fueron puestas de manifiesto a través de
técnicas histoldgicas de rutina y analisis de imagenes. Por inmunohistoquimica
se evalud la proliferacion celular como parametro de respuesta estrogénica en

el érgano.
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Figura 43: Imagen macroscépica del complejo GAM y oviducto de crias C. latirostris
hembra. A: Hembra control tratada con vehiculo (aceite de maiz). B: Hembra tratada
con 7 dosis consecutivas de E2, donde se observa un aumento notable del tamano del
oviducto.

4.2.1 Evaluacion de la altura del epitelio del oviducto

Se evalud la posibilidad de utilizar la altura del epitelio del oviducto como
biomarcador de exposicion a xenoestrogenos debido a que este organo es
blanco de accion estrogénica. Para ello, se analizaron imagenes digitalizadas
obtenidas a partir de cortes histologicos de los oviductos de crias sometidas a
diferentes tratamientos experimentales. Se determiné un incremento en la
altura epitelial luego de los tratamientos con E2 como se muestran en las
figuras 44 y 45.

Confrol 1dosis E2 sarilicic alos 7 dias 1 dosis E2 sacrificio en 14 dias 2 dosis E2 T dosls E2

Figura 44: Microfotografias de porciones de oviducto de las crias sometidas a
diferentes tratamientos. Coloracién: Picrosirius-hematoxilina. Magnificacion 400X

Del mismo modo que fuera observado para la induccién de Vtg, la altura
del epitelio sufri6 modificaciones significativas incluso con una dosis Unica de
E2 las cuales se fueron incrementando con el aumento de las dosis
administradas. Como se puede apreciar en la figura 44, el epitelio, paso de ser

cubico simple en los animales controles, a pseudo-estratificado e incluso
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estratificado en algunas porciones del oviducto de las crias tratadas con 7 dosis
de E2.

A B
% d Tratamiento Altura del
“ epitelio (um)
— c Control 11,5¢1,8
s b.c L
§ T b 1 dosis D7 18,945,9
s T
2" a 1 dosis D14 16,7+2,8
310
< 2 dosis 23,6+4,3
5 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ | 7 dosis 31,2+4,3
Controles 1 dosis D7 1 dosis D14 2 dosis 7 dosis

Figura 45: Variacion de la altura promedio del epitelio del oviducto. A: Representacion
grafica de la altura promedio epitelial en yacarés tratados con E2. Las barras
representan la media + SEM vy las letras (a, b, ¢, d) representan diferencias
significativas respecto al grupo control (p<0,05). B: Resultados de la cuantificacion
automatizada sobre imagenes digitalizadas, expresados como media + SD.

4.2.2 Evaluacion de la proliferacion celular en el oviducto

Con el objetivo de determinar si la proliferacion celular del epitelio del
oviducto se modificé a raiz del tratamiento con E2, se realizd la técnica
inmunohistoquimica para detectar PCNA. Los resultados fueron obtenidos por
cuantificacion manual de las células intensamente marcadas de marron (figuras
46y 47).

Central 1 ooss sabificn g los P das  1dosis sacricioabos 14 diss 2 dosz 7 dosig

Figura 46: Efecto de la estimulacion estrogénica sobre la actividad proliferativa del
epitelio oviductal. Inmunodeteccion de la expresién de PCNA. Positivo: nucleos
marrones (cromégeno DAB), negativo: nucleos azules, contracoloracion hematoxilina
de Mayer. Magnificacion: 400X.
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A B
20 b Tratamiento Proliferacion
b T celular (%)
g ] b T Control 0,7+0,9
3 i b
g 127 1 dosis D7 12,1443
c
0
§ 8- 1 dosis D14 14,244 5
£ 4 ] 2 dosis 16,745,5
0+ 1 ; 7 dosis 9,945,1

Controles 1 dosis D7 1 dosis 2 dosis 7 dosis
D14

Figura 47: Aumento en la actividad proliferativa del epitelio oviductal en respuesta al
estimulo estrogénico. A: Representacion grafica del porcentaje de células en
proliferacion en yacarés tratados con diferentes dosis de E2. Las barras representan la
media + SEM vy las letras (a, b) indican diferencias significativas respecto al grupo
control (p<0,05). B: Resultados de la cuantificacion utilizando microscopio 6ptico,
expresados como media + SD.

Como se puede apreciar, el epitelio oviductal de las hembras controles
presenta, a esta edad, un porcentaje de proliferacion muy bajo, mientras que
una dosis de E2 fue capaz de aumentar significativamente la actividad
proliferativa de estas células hasta alcanzar un pico al tratar a las crias con 2
dosis de E2. Si bien el porcentaje de proliferacion permanece alto cuando se
administraron 7 dosis de E2, tiende a disminuir en este ultimo grupo
experimental, lo que podria deberse a que previamente se haya alcanzado un

pico de hiperplasia y que luego su actividad proliferativa permanezca saturada.

4.3 Determinacion de biomarcadores de exposicion prenatal

4.3.1 Caracteristicas de los nidos cosechados

Los datos obtenidos de los nidos utilizados para los experimentos, se
detallan en la tabla 14. No se evidencian diferencias significativas entre los

datos recogidos en las diferentes estaciones reproductivas.
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Tabla N°14: Caracteristicas de los nidos y del habitat

Estacion ‘. Estacion
- Estacién .
Parametros reproductiva reproductiva reproductiva
2002 (Santa 2005 (Entre
2004 (Chaco) .
Fe) Rios)
Numero dp nidos 5 o o
recogidos
Grado de |'ntfarv*enc:|on baja-moderada baja baja-moderada
antropica
TotaI'Qe huevos 175 79 64
utilizados
Cantidad de
huevos/nido (X+SD) 35,0£3,1 36,014,2 32,0£2,8
Peso de los huevos
o 65,116,2 74,9191 68,6 + 3,9
(9)™ (X+SD)

* Caracterizacion del habitat segun el grado de intervencion antropica, ver detalles en
Materiales y Métodos pag. 59
** El peso de los huevos corresponde al inicio de la incubacion controlada.

4.3.2 Incubacioén

Dentro de las incubadoras, tanto el sistema de calefaccion como su
mecanismo de regulacién fueron adecuados para lograr un rango maximo de
variacion de 0,8°C.

La humedad alcanzada se mantuvo en el rango variable de 92 a 98%,
siendo ligeramente superior en la incubadora de 33°C respecto a la de 30°C.
Los huevos no mostraron un desarrollo significativo de camaras de aire,
evidenciando ausencia de deshidratacion (Grigg, 1993).

Los huevos procedentes de un mismo nido presentaron sincronizacion del
desarrollo embrionario para cada temperatura de incubacién. La incubacion a
33°C resultdé en un desarrollo mas acelerado de los embriones respecto de la
de 30°C.

4.3.3 Nacimientos y variables alométricas.

Los animales nacidos en ambas incubadoras se mostraron saludables y
sin signos de deshidratacion (figura 48). Con las primeras experiencias, se
determind que el periodo de incubacion a 33°C es de alrededor de 66 dias,
mientras que a 30°C se extiende a 76 dias. Luego de la topicacién en la etapa
20 del desarrollo embrionario, los nacimientos ocurrieron al cabo de 41 dias en
la incubadora de 33°C, y a los 45 dias en la de 30°C (tabla 15). El porcentaje
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de animales viables a los 10 dias de edad fue de 88-100% en relaciéon a los

nacidos vivos.

Figura 48: Crias de C. latirostris recién nacidas. A: Asistencia en el nacimiento de las
crias. B: Registro del peso. C: Medicion de largo total.

Tabla 15- Nacimientos y variables alométricas.

Incubacion estacion | Incubacién estacién | Incubacion estacion
Parametro reproductiva 2002 reproductiva 2004 reproductiva 2005
Dias a 30°C desde
etapa 20 al 45,0+0,0 45,0+0,0 44.5+0,7
nacimiento
Dias a 33°C desde
etapa 20 al 40,5+1,0 41,0¢1,4 41,0+1,4
nacimiento
Peso final de los
Nd 68,1+9,2 60,7+3,2
huevos (g)
Animales nacidos
91,2 97,0 96,4
vivos (%)*
Viabilidad a los 10
i 88,0 100 98,1
dias (%)**
Recién nacidos Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras
N=47 N=107 N=27 N=37 N=23 N=31
Peso (g) 44,315,6 45,745,3 50,416,2 50,5+7,6 44.8+3,4 44,4+3 1
LT (cm) 3,1+1,110, | 2,8+1,110, | 3,7+0,711, | 3,9+0,711, | 3,2+1,610, | 3,3+0,911,
LHC (cm) 70,6 9+0,6 7+ 0,4 7+ 0,5 8+ 0,4 0+0,2
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Los valores representan la media * desvio estandar. Abreviaturas: Nd: no
determinado, LT: largo total, LHC: largo hocico-cloaca.

El sexo fue confirmado histolégicamente al momento del sacrificio.

*Se consideraron el total de huevos que fue sometido al periodo de incubacién
completo

**Se calculé a partir del total de la poblacién de animales nacidos vivos.

Los diferentes tratamientos aplicados durante la etapa embrionaria no
modificaron las variables alométricas evaluadas al nacimiento. Sin embargo, al
evaluar la variacién de peso de los huevos al inicio y luego de completar la
incubacion, discriminados por grupo de tratamiento, se observaron diferencias
significativas en su pérdida de peso fraccional (PPF, [(peso inicial del huevo —
peso final del huevo)/peso inicial]*100) (figura 49A).

Del mismo modo, se discrimind por tratamiento el peso de las crias recién
nacidas y se evaluo el peso fraccional de estas (PFC, [peso cria/peso inicial del
huevo]*100). Este valor se obtuvo debido a que el peso del yacaré recién
nacido se encuentra intimamente relacionado al peso del huevo. Asi el peso
fraccional de la cria de yacaré (PFC) denota la proporcion de peso del huevo
que el embridn logré convertir en tejido propio, debido a que es una medida
relativa al peso inicial del huevo. Se observo una disminucidn significativa del
PFC de las crias tratadas con las mayores dosis de endosulfan y con atrazina

respecto al grupo control (figura 49B).

>
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12 60

40 -

20

Peso fraccional huevo
Peso fraccional cria

Control E2 END0.02 END2 END20 ATZ0.2 Control E2 END0.02 END2 END20 ATZO0.2

Figura 49: Representacion grafica de la variacién del peso fraccional de los huevos y
del peso fraccional de las crias. A: Marcado aumento en la pérdida de peso fraccional
de los huevos de los huevos tratados con las mayores dosis de endosulfan y con
atrazina. B: Disminucion significativa del peso fraccional de las crias en los mismos
grupos que provocaron un aumento en la pérdida de peso fraccional de los huevos.
Los asteriscos denotan diferencias significativas respecto al control (p<0,05).
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Abreviaturas: E2, 17B-estradiol 1,4ppm; END 0.02; endosulfan 0,02 ppm; END 2,
endosulfan 2 ppm; END 20, endosulfan 20 ppm; ATZ 0.2, atrazina 0,2 ppm
4.3.4 Determinacion sexual

De todos los huevos topicados con vehiculo (controles) incubados a 30°C
nacieron hembras mientras que de los incubados a 33°C nacieron machos, el
sexo se determiné inicialmente por observacion macroscopica de genitales
internos. En el 100% de los casos la evaluacion macroscopica de las gonadas
coincidié con su estudio histologico en cortes de tejidos coloreados con

Picrosirius-hematoxilina.

4.3.4.1 Efecto de los tratamientos in ovo con pesticidas sobre la
determinacion sexual.

Como se menciond previamente, en condiciones normales la
determinacién sexual en C. latirostris se encuentra bajo influencia de la
temperatura, pero la accién de la temperatura puede ser modificada si en la
etapa de la determinacion sexual el embrion es expuesto a xenoestrogenos. Es
asi como en la experiencia realizada al tratar los huevos con un agente de uso
industrial, el BPA, se demostré que al topicar huevos incubados a 33°C con E2
1,4 ppm y BPA 140 ppm se producia reversion sexual, es decir en lugar de
obtener machos al finalizar el periodo de incubacion se obtenian hembras
(Stoker y col., 2003). En base a esta experiencia, nos propusimos evaluar si la
determinacién sexual se modificaba frente a la exposicion in ovo a dosis
ambientalmente relevantes de los agroquimicos endosulfan y atrazina que en
otros sistemas han evidenciado accién estrogénica. La determinacion sexual no
se alter6 al topicar los huevos con las diferentes dosis de endosulfan (0,02, 2 y
20 ppm) o de atrazina (0,2 ppm), obteniendo 100% de machos en huevos

incubados a 33°C y 100% de hembras cuando se incubaron a 30°C.

4.3.5 Efectos sobre la histoarquitectura gonadal de machos

4.3.5.1 Evaluacion del perimetro de los tubulos seminiferos

En los machos controles a los 10 dias de edad, los testiculos se
caracterizan por la presencia de tubulos seminiferos bien diferenciados dentro
de los cuales se destacan las células de Sertoli y algunas células germinales,
ubicadas sobre la membrana basal (figura 50). Hacia fuera de la membrana

basal se encuentra una monocapa de células mioides. Los tubulos estan
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separados entre si por un estroma muy vascularizado, integrado por
fibroblastos, células de Leydig, adipositos y células infiltrantes.

Figura 50: Microfotografia de testiculo de C. latirostris de 10 dias de edad. A mayor
aumento se observan dos tubulos seminiferos delimitados claramente por la
membrana basal, dentro del cual se encuentran células de Sertoli y germinales.
Coloracion: Picrosirius-hematoxilina. Magnificacion: 200X, inserto: 400X.

Si bien los yacarés nacidos de la incubadora de 33°C tratados con las
diferentes dosis de endosulfan y de atrazina resultaron machos y la evaluacién
histologica de sus gonadas no mostré ninguna caracteristica de hembra, el
estudio de los testiculos de estos animales mostré una alteracion en su
histoarquitectura. Esta alteracién se caracterizé por la presencia de tubulos
seminiferos de mayor tamafio, con un aparente aumento de las luces centrales
(figura 51).
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Figura 51: Microfotografias representativas de testiculos de C. latirostris de 10 dias de
edad. A: Animal control donde se muestra la estructura normal de los tubulos
seminiferos, B: Animal tratado in ovo con atrazina, en el cual se observan alteraciones
en el tamano de los tubulos seminiferos. Coloracion: Picrosirius-hematoxilina.
Magnificacion: 200X, inserto: 400X.

Al evaluar mediante técnicas morfométricas la estructura de los tubulos
seminiferos sobre imagenes digitalizadas se evidencié un aumento significativo
en el perimetro de los mismos, en los grupos tratados con endosulfan 20 ppm,

y atrazina 0,2 ppm (figura 52), respecto al grupo control.
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Control END 0.02 END 2 END 20 ATZ0.2

Perimetro tubular (um)

Figura 52: Representacion gréafica del perimetro tubular de testiculos de los animales
expuestos a diferentes tratamientos. El aumento significativo en el perimetro de los
tubulos seminiferos de los grupos tratados con endosulfan 20 ppm y con atrazina 0,2
ppm respecto al grupo control se encuentra representado por asteriscos (*) (p<0,05).
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4.3.5.2. Caracterizacion de las células mioides en el estroma del
testiculo

Considerando las alteraciones observadas en el perimetro de los tubulos
seminiferos y teniendo en cuenta que las células mioides son las principales
componentes del tejido peritubular, que proporcionan integridad estructural
(Maekawa y col.,, 1996; Palombi y col., 1992), utilizamos marcadores de
proteinas del citoesqueleto (a-actina y desmina) para caracterizarlas. Dicha
determinacién la realizamos, en principio, en animales controles de 10 dias y

de 12 meses de edad (figura 53).

A { s P < t;f"' = B
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Figura 53: Caracterizacién de las células mioides por medio de la expresién de
desmina y a-actina en animales controles de 10 dias y 12 meses de edad. A-B:
Testiculos de crias de 10 dias de edad, donde se realizé la inmunomarcacion de las
células mioides para desmina (A) y a-actina (B). C-D: Testiculos de yacarés de 12
meses de edad, donde se evalud la expresion de desmina (C) y a-actina (D) en las
células mioides. El anticuerpo utilizado para a-actina demostré reactividad en los
cortes de testiculo empleados denotada por el reconocimiento de esta proteina en las
células musculares de los vasos sanguineos (flechas). Magnificacion: 400X.

La deteccion de la expresion del filamento intermedio desmina permite
caracterizar las células mioides. Observamos que estas células expresaron

desmina en testiculos de yacarés tanto a los 10 dias de edad como a los 12

104



Resultados

meses (figura 53 A, C) y que aparentemente al afo de edad ya se observan
mas de una capa de células mioides rodeando a los tubulos seminiferos.

Ademas, las células peritubulares fueron caracterizadas por la expresion
de a-actina de musculo liso. Este microfilamento es expresado por las células
mioides de diferentes especies una vez que se encuentran funcionalmente
maduras. En nuestra experiencia observamos, que ni a los 10 dias de edad ni a
los 12 meses, las células mioides de los testiculos de los yacarés expresaron
a-actina (figura 53 B, D). Esto podria indicar que estos animales aun no son
suficientemente maduros para que las células mioides testiculares se
encuentren funcionalmente activas. Por otro lado, puede observarse que el
anticuerpo utilizado mostr6 una adecuada reactividad contra a-actina
expresada en la capa muscular (células musculares lisas) que rodea a los
vasos sanguineos. Por lo tanto, puede decirse que la ausencia de
reconocimiento de a-actina en las células mioides se debe a una falta de
expresion de la proteina y no por falta de reaccion cruzada del anticuerpo.

Al evaluar la expresion de desmina en los testiculos de los yacarés de 10
dias de edad sometidos a los diferentes tratamientos in ovo, se observo que las
células miodes mostraron una marcada disminucién de la marcacion de
desmina a lo largo del perimetro tubular, en todos los grupos de tratamiento

respecto al grupo control (figuras 54 y 55).

=g
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Figura 54: Expresién de desmina en testiculos de C. latirostris de 10 dias de edad
sometidos a diferentes tratamientos. A: Animal control. B: Tratado con atrazina
0,2ppm. Magnificacion: 400X
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Figura 55: Representacion gréafica del porcentaje de células que expresan desmina
relativas al perimetro tubular. Las diferencias significativas entre los grupos
experimentales se encuentran evidenciadas con las letras (p<0,05).

4.3.5.3 Evaluacion del recambio celular intratubular

4.3.5.3.1 Evaluacion de la proliferacion celular

Para determinar si la discontinuidad observada en la distribucién de las
células miodes y el aumento en el perimetro tubular se debia a un aumento en
el numero de células intratubulares evaluamos actividad proliferativa por
incorporacion de BrdU por inmunohistoquimica. No se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de células en proliferacion dentro del tubulo
seminifero, entre los diferentes grupos de tratamiento (figuras 56 y 57A).

Por otro lado, se encontré que el numero de células intratubulares totales
por unidad de longitud (micra, um), presenté una tendencia a disminuir en el
grupo de animales que fueron tratados in ovo con endosulfan 20 ppm (figura
57B). Para realizar esta comparacion se obtuvo un factor que fue calculado
como 100 veces el numero de células totales dentro del tubulo seminifero

relativas al perimetro tubular.
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Figura 56: Determinacién de incorporacion de BrdU como marcador de proliferacion
celular. Testiculos de C. latirostris de 10 dias de edad. Animal control (A) y tratado con
endosulfan 20ppm (B) donde se muestran células en proliferacion (marrén), sin
observarse diferencias entre ambos grupos. Magnificacion: 200X, inserto: 400X.
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Figura 57: Efectos de la exposicion a agroquimicos in ovo sobre la proliferacion de
células de los tubulos seminiferos. A: Porcentaje de células en proliferacion
intratubulares evaluadas por incorporacion de BrdU. No se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos de tratamiento. B: Numero de células
intratubulares totales relativas al perimetro del tibulo seminifero.

4.2.5.3.2 Determinacion de muerte celular programada o apoptosis

El aumento de una poblaciéon celular puede deberse no solo a
modificaciones en la proliferacién sino también debido variaciones en la muerte
celular. Al no detectar modificaciones en la proliferacion de las células
intratubulares, evaluamos el indice de apoptosis en este compartimiento tisular
de manera de determinar si alteraciones en el turnover celular (relacién
proliferacion celular/apoptosis) justificaban el aumento del perimetro de los
tubulos seminiferos. El porcentaje de células en apoptosis detectado por la

técnica de TUNEL nunca superé el 1,6%, sin observarse diferencias
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significativas en este parametro entre los diferentes grupos de tratamiento
(figura 58A). Asimismo, tampoco se evidenciaron diferencias al evaluar la
relacion entre el indice de proliferacion respecto a la apoptosis celular, lo que
estaria indicando que el recambio celular entre los diferentes grupos de

tratamientos no se encuentra alterado (figura 58B).
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Figura 58: A: Porcentaje de células en apoptosis dentro de los tubulos seminiferos. B:
Relacién proliferacion celular/apoptosis en los tubulos seminiferos. No se observaron
diferencias entre los distintos grupos experimentales.

4.3 Niveles circulantes de hormonas esteroides sexuales.

En la busqueda de biomarcadores de exposicion a xenoestrogenos y
teniendo en cuenta las alteraciones observadas a nivel gonadal en los
diferentes grupos experimentales, determinamos los perfiles de estrégeno y
testosterona en C. latirostris machos y hembras de diferentes edades. En una
primera etapa establecimos los perfiles hormonales en condiciones controles

debido a que no se dispone de datos en la literatura.

4.3.1 Perfiles hormonales normales.

Se evalud 17B-estradiol (E2) y testosterona (T) en suero de animales de
diferentes edades mantenidos en condiciones de cautiverio, libres de contacto
con contaminantes estrogénicos. La cuantificacién se llevdo a cabo por RIA

previamente optimizado.
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4.3.1.1 Estrégenos.

Como se observa en la figura 59A en las hembras juveniles (prepuberes)
se observo un incremento sostenido en los niveles circulantes de E2. Este
patrén también se observd en los machos, sin embargo en los machos las

concentraciones fueron significativamente menores (figura 59B y Tabla 16).

Tabla N°16: Niveles de E2 circulante en hembras y machos de diferentes edades

Edad Hembras (pg/ml) Machos (pg/ml)
10 dias 40,1 + 3,3 (n=8) 1,9 £ 1,4 (n=7)
12 meses 14,2 + 4,4 (n=6) 8,0 £ 2,2 (n=5)
18 meses 90,8 £ 4,6 (n=3) 6,9 £ 2,3 (n=8)
5-6 afos 140,9 + 7,5 (n=26) 39,0 £ 11,6 (n=11)

Los valores se expresan con media + SEM
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Figura 59: Estradiol circulante en hembras (A) y machos (B) de diferentes edades.
Entre paréntesis se coloco el numero de animales evaluados y las letras denotan las
diferencias entre los grupos (p<0,05).

En todos los casos las concentraciones de E2 circulante difirieron entre
machos y hembras de la misma edad (p<0,05) a excepcidn en los 12 meses. A
esta edad, se observé una tendencia a disminuir los niveles de E2 en los
machos respecto a los encontrados en las hembras, pero esta diferencia no fue

significativa.
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4.3.1.2 Testosterona.

En los mismos sueros utilizados para cuantificar E2 cuantificamos T,
observando un patron diferencial entre machos y hembras que se mantiene en
todas las edades estudiadas (tabla 17). En hembras se observé un incremento
inicial en los niveles de T circulante que dejo de ser evidente en animales de
mayor edad (figura 60A). Contrariamente, en machos se observé un aumento

sostenido de los niveles circulantes de T concomitante con la edad (figura 60B).

Tabla N° 17: Niveles de T circulante en hembras y machos de diferentes edades

Edad Hembras (pg/ml) Machos (pg/ml)
10 dias 66,3 + 13,1 (n=8) 193,3 £ 60,9 (n=12)
12 meses 165,8 + 5,1 (n=6) 266,3 + 8,8 (n=4)
18 meses 137,2 £ 65,5 (n=3) 1515,3 £ 499,5 (n=9)
5 — 6 afios 77,7 £ 14,7 (n=8) 2088,5 £ 955,0 (n=14)

Los valores se expresan con media + SEM
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Figura 60: Testosterona circulante en hembras (A) y machos (B) de diferentes
edades. Entre paréntesis se colocé el numero de animales evaluados y las letras
denotan las diferencias entre los grupos (p<0,05).

4.3.2 Efecto de exposicion in ovo a contaminantes sobre los niveles
de hormonas esteroides sexuales en crias de 10 dias de edad
Una vez establecidos los perfiles de E2 y T en condiciones controles

evaluamos las concentraciones de ambas hormonas en crias de C. latirostris
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de 10 dias de edad, expuestas in ovo a los diferentes compuestos de uso

agroindustrial.

4.3.2.1 Estréogenos

Se determinaron las concentraciones séricas en animales de 10 dias
nacidos de huevos incubados a 30°C y a 33°C que fueron topicados durante la
etapa 20 de desarrollo embrionario (etapa de determinacion sexual) con
vehiculo, endosulfan (0,02, 2 y 20 ppm), atrazina (0,2 ppm), E2 (1,4 ppm).

Como habiamos establecido previamente, a pesar de la corta edad de los
animales, los niveles de E2 fueron diferentes entre hembras y machos
controles. A diferencia de lo que ocurrié en las hembras tratadas in ovo con 1,4
ppm de E2 (control positivo), en las que se observé un aumento significativo de
los niveles de E2 circulantes respecto a los controles, la exposicidon in ovo a
atrazina, y a las diferentes concentraciones de endosulfan no modificd los
niveles de E2 (figura 61). Un aspecto interesante a destacar es que los niveles
circulantes de E2 en hembras obtenidas por reversién sexual no difieren de los

obtenidos en las hembras controles.

Estradiol (pg/ml)

Control END END2 END ATZ MrE2 E2  Control
H 0.02 20 0.2 M

Figura 61: Representacion grafica de los niveles de E2 sérico en crias hembra de 10
dias tratadas in ovo con diferentes agentes. En letras (a, b, ¢) se denotan diferencias
significativas (p<0,05). Los resultados se expresaron como la media + SEM

Asimismo se realizd la determinacion de los niveles de E2 en machos

expuestos a los contaminantes, pero debido a las bajas concentraciones
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circulantes, que en ocasiones resultaron indetectables, no se lograron realizar

comparaciones estadisticas.

4.3.2.2 Testosterona

La T circulante se cuantificdé tanto en hembras como en machos de 10
dias de edad. Los resultados obtenidos de la evaluacion de esta hormona en
machos se representan en la figura 62. Se observo que los machos controles,
poseen niveles de T circulante significativamente mayores que los de las
hembras controles y que los de hembras producidas por reversién sexual, ya
sea por tratamiento con E2 como con BPA. Es decir que, las hembras
producidas por reversion sexual tienen los niveles de E2 (figura 61) y de T
(figura 62) iguales a las hembras producidas por temperatura de incubacion. En
los machos tratados in ovo con concentraciones de E2 o de BPA que no fueron
suficientes como para revertir la accion de la temperatura, los niveles de T
fueron mas bajos que los de los controles pero las diferencias no alcanzaron la
ser significativas (figura 62A).

En relacion al efecto de la exposicion in ovo a agroquimicos sobre los
niveles de T si bien, en todos los casos, se observd una tendencia a valores
menores estos disminuyeron significativamente so6lo en el grupo expuesto a
endosulfan 20 ppm, que presentd niveles que no diferian de los encontrados en

las hembras controles u obtenidas por reversién sexual (figura 62B).
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Figura 62: Niveles de T circulante en machos C. latirostris de 10 dias de edad. A:
Efecto de la accién de E2 y BPA in ovo sobre los niveles circulantes de T. B:
Testosterona sérica en yacarés tratados in ovo con pesticidas. En letras (a, b) se
muestran las diferencias significativas (p< 0,05). Los resultados se expresaron como la
media £ SEM.
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Del mismo modo, también se evaluaron los efectos de los contaminantes
sobre los niveles de T en las hembras, cuyos resultados se muestran en la
figura 63.

Se observaron disminuciones significativas respecto a las hembras
controles en los niveles de T circulante de hembras expuestas in ovo a BPA
(figura 63A) y a las mayores concentraciones de endosulfan y atrazina (figura
63B).
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Figura 63: Niveles de T circulante en hembras C. latirostris de 10 dias de edad. A:
Hembras expuestas in ovo a diferentes concentraciones de E2 y BPA. B: Hembras
expuestas in ovo a agroquimicos. Se observaron diferencias significativas respecto al
grupo control (p<0,05), denotadas por el asterisco (*). Los resultados se expresaron
como la media + SEM.

4.3.3 Efectos a largo plazo de la exposiciéon in ovo a contaminantes
de uso agro-industrial.

Con el objetivo de determinar si los niveles de T y E2 son indicadores de
los efectos a largo plazo de la exposicidn in ovo a xenoestrogenos, se
evaluaron los niveles de hormonas esteroides sexuales en animales de 1 afo
de edad que habian sido expuestos in ovo a BPA y E2 y luego criados en

cautiverio en condiciones controladas y libres de contaminantes.

4.3.3.1 Hembras nacidas por reversiéon sexual

4.3.3.1.1 Testosterona

Al determinar los niveles séricos de T en las hembras C. latirostris de 1
afio de edad, se observd que las hembras producidas por reversién (sea por
E2, como por BPA) presentaron niveles de T similares a los de las hembras

controles (figura 64).
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Figura 64: Niveles de T circulante en hembras de 1 afio de edad controles y obtenidas
por reversion sexual. Los resultados se expresaron como la media + SEM.

4.3.3.1.2. Estradiol
De manera similar a lo observado con la cuantificacion de T, se determino
que las concentraciones circulantes de E2, en las hembras revertidas, tanto por

efecto de E2 y BPA in ovo, no diferian de las encontradas en las hembras

controles (figura 65).

50 -

®)

40 -

30 -

(6)

20 -l-

10 -

Estradiol (pg/ml)

Control H Mr BPA Mr E2

Figura 65: Niveles de E2 circulante en hembras controles y obtenidas por reversion
sexual de 1 afio de edad. Los resultados se expresaron como la media + SEM.

Estos resultados evidenciaron que la alteracion permanente del sexo fue
acompanada por niveles hormonales que tampoco fueron modificados a largo
plazo, mostrando una clara analogia con las hembras controles para estos

parametros evaluados.
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4.3.3.2. Efectos de la exposicion a E2 in ovo sobre los niveles
hormonales de machos y hembras.

Para estudiar los efectos a largo plazo, sobre los niveles hormonales
provocados por tratamiento in ovo con E2, determinamos T y E2 circulantes en
animales de 12 meses de edad, que fueron criados en cautiverio.

En hembras, se observé que la menor concentracién evaluada de E2
(0,014ppm), provoco una disminucion significativa de los niveles de T respecto
a las hembras controles (figura 66A). Este efecto no habia sido observado
previamente a los 10 dias de edad (figura 63A), por lo que se podria decir que
este tratamiento provoco una alteracién que se s6lo manifestd a largo plazo.

Al evaluar los niveles de E2 circulante en las hembras tratadas in ovo con
E2 0,014ppm, no observamos diferencias entre los grupos de animales
expuestos a las diferentes concentraciones de E2 respecto a las hembras
controles (figura 66B). No se pudieron establecer comparaciones con los
niveles de E2 de los animales de 10 dias de edad que recibieron este mismo
tratamiento debido a la falta de volumen necesario para realizar la
determinacion.

Por otro lado, habiamos observado que las hembras tratadas con la
mayor concentracion E2 (1,4ppm) in ovo, a los 10 dias de edad presentaron
niveles significativamente mayores de E2 circulante respecto a las hembras
controles (figura 61), lo que no se observo a los 12 meses de edad. Este

constituiria un ejemplo de una alteracion que revirtié a largo plazo.
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Figura 66: Determinacion de hormonas esteroides sexuales circulantes en hembras
de 1 afo de edad sometidas a diferentes concentraciones de E2 in ovo. A:
Testosterona. B: Estradiol. Los resultados se expresaron como la media = SEM.
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En los machos tratados con E2 in ovo, observamos que al afio de edad
poseian niveles de T circulante no que difirieron de los encontrados en los
machos controles, pero si se diferenciaron respecto a los determinados en
hembras (figura 67A). A los 10 dias de edad, los machos tratados con E2
tampoco presentaron niveles de T diferentes de los encontrados en los machos
controles (figura 62A). Sin embargo, a los 10 dias de edad, no se habian
observado diferencias entre los machos tratados con E2 y las hembras como
se determiné al afio de edad, sugiriendo que los efectos observados a los 10

dias fueron reversibles.
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Figura 67: Determinacion de hormonas esteroides sexuales circulantes en C.
latirostris de 1 afo de edad controles y tratados a E2 0.014ppm in ovo. A:
Testosterona. B: Estradiol. Los resultados se expresaron como la media + SEM. Las
letra (a, b) expresan diferencias significativas (p<0,05).

4.3.3.3. Efectos de la exposicion a bisfenol A in ovo sobre los niveles
hormonales de machos y hembras.

Del mismo modo que estudiamos los efectos sobre los niveles
hormonales provocados a largo plazo con E2, también lo hicimos con los
animales tratados con BPA in ovo.

En las hembras de 1 afo de edad, no observamos diferencias
significativas en las concentraciones circulantes de E2 y T entre los grupos de
tratamiento (figura 68). A los 10 dias de edad, habiamos observado que la
menor concentracion de BPA (1,4 ppm) a la que fueran expuestos los
animales, provocaron una disminucion significativa de los niveles de T respecto

a las hembras controles (figura 63A). Esta alteracion fue revertida al afo de
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edad en este grupo de tratamiento, sugiriendo que se trataria de un efecto
activacional.

Con respecto a los niveles de E2 circulante, como mencionamos
previamente no se encontraron diferencias significativas al tratar los animales
in ovo con BPA, tal como también fue observado con las hembras tratadas con
E2. Probablemente, esta edad (1 afno) no sea adecuada para establecer una
exposicion a xenoestrogenos utilizando la determinacion de E2 circulante como
biomarcador. Cabe destacar que esta edad tampoco se encontraron diferencias

en los niveles circulantes de E2 entre machos y hembras controles.
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Figura 68: Testosterona (A) y E2 (B) circulantes en hembras de 1 afio de edad
controles y tratadas con diferentes concentraciones de BPA in ovo. Los resultados se
expresaron como la media = SEM.

En machos de 1 ano de edad, tratados in ovo con los diferentes
contaminantes, se observd una disminucién significativa de los niveles de T
respecto al grupo control en los animales tratados con la menor dosis de BPA
(1,4 ppm) (figura 69A). Dicho efecto no habia sido observado en los animales
de 10 dias de edad pertenecientes al mismo grupo de tratamiento, aunque
cabe destacar que a esa edad se pudo establecer una tendencia a poseer
menores concentraciones de T (figura 62A). Ademas, se observo que en los
machos de 1 afio pertenecientes a este grupo experimental (BPA 1,4 ppm) los
niveles circulantes de T fueron similares a los observados en las hembras

controles, tal como fuera establecido también a los 10 dias de edad.
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Figura 69: Testosterona (A) y E2 (B) circulantes en animales de 1 afo de edad
controles y tratados con BPA 1,4ppm in ovo. Los resultados se expresaron como la
media = SEM. Las letra (a, b) indican diferencias significativas (p<0,05).
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