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INTRODUCCIÓN 

La superfamilia del citocromo P450 (CYP) presenta una gran cantidad de genes que codifican 
enzimas P450 (Uno et al., 2018). Las CYP se encuentran presentes en todos los dominios de 
la vida y actúan generalmente como agentes oxidantes en una variedad de reacciones 
metabólicas y biosintéticas, que incluyen procesos de desintoxicación y regulación 
(Yamamoto et al., 2018). Están involucradas en reacciones de mono oxigenación de una 
amplia gama de compuestos endógenos y exógenos en diversas especies de mamíferos y 
peces (Delescluse et al., 2001; Kim et al., 2013).  Se ha demostrado que las familias CYP1, 
CYP2 y CYP3 son responsables de una variedad de funciones del metabolismo xenobiótico, 
principalmente en el hígado (Siroká et al., 2004). La presencia y el nivel de expresión de estas 
enzimas influyen en la capacidad del tejido para metabolizar y/o desintoxicar los xenobióticos 
(Siroká et al., 2004). Numerosos estudios de dichas isoformas han demostrado su utilidad 
como marcadores de expresión génica, estableciéndose como una herramienta útil para 
ensayos de biomonitoreo y ecotoxicología (Xing et al., 2014; Zhang et al., 2017). 
Particularmente, en varias especies de peces se han informado modificaciones en los niveles 
de expresión de las variantes del gen CYP como respuesta del organismo frente a la 
exposición a plaguicidas (Özdemira et al., 2018; Velki et al., 2019).  
Los reptiles son modelos importantes en la historia evolutiva y son de gran importancia 
�✁✂✄☎✆✝✁✞✟ ✠✂✁✝✂✄☎✆✝✁✞ ✡ ✁✂☛�☞✁✝✞✄ ✌✍✄✎✏✂✄✑✝ et al., 2011; John et al., 2012). En Argentina, 
habitan dos especies de cocodrilianos y particularmente en la región centro✒norte de la 
Provincia de Santa Fe (Argentina) se encuentra el yacaré overo (Caiman latirostris). 
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En esta área, como en muchas otras de la región centro norte de Argentina, es de gran 
preocupación la constante exposición a plaguicidas que sufren las poblaciones naturales de 
esta especie. Diversos trabajos han reportado el efecto genotóxico, inmunotóxico y 
alteraciones enzimáticas que inducen los plaguicidas en crías y juveniles de C. latirostris 
observadas bajo condiciones experimentales (Poletta et al., 2009; Siroski et al., 2016; Lopéz 
González et al., 2017; Burella et al., 2018). La investigación sobre el metabolismo de los 
plaguicidas y las CYP en los cocodrilianos es escasa, lo que hace difícil evaluar los efectos 
tóxicos que pueden estar generando a ese nivel (Arukwe et al., 2015) y no existen registros 
para nuestra especie de interés. A su vez, el diseño de cebadores (primers) para PCR 
(Reacción en cadena de la Polimerasa) y qPCR (Reacción en cadena de la Polimerasa en 
tiempo real) es uno de los factores críticos a la hora de optimizar los ensayos para medir los 
niveles de expresión de genes de interés. En tal sentido, el presente trabajo pretende 
identificar isoformas del gen CYP para utilizarlo como marcador en ensayos de biomonitoreo, 
mediante técnicas de PCR y qPCR a partir de muestras de sangre periférica de C. latirostris. 
Este sería el primer reporte de la utilización de este gen como marcador de exposición a 
xenobióticos en sangre, para todas las especies de cocodrilianos y, junto con los demás 
biomarcadores aplicados rutinariamente en esta especie, permitiría analizar en forma 
integrada, la respuesta inducida en los animales por diferentes xenobióticos de interés 
regional. 

OBJETIVOS 

-         Diseñar primers para el estudio de isoformas del gen CYP mediante PCR convencional y 
qPCR. 

-         Determinar la presencia/ausencia del gen CYP en sangre periférica de C. latirostris 
mediante la técnica de PCR convencional. 

-          Validar el gen CYP como potencial marcador de exposición a xenobióticos en sangre 
periférica de C. latirostris utilizando la técnica de qPCR. 

-          Formar recursos humanos calificados en el área de la Genética Toxicológica. 

 

METODOLOGÍA 

Para este trabajo se utilizaron 8 ejemplares juveniles (10 meses de edad) de C. latirostris 
provenientes de dos nidos del programa de uso sustentable Proyecto Yacaré. Se tomaron 0,5 
ml de sangre periférica de estos ejemplares mediante jeringas heparinizadas y agujas de 25G 
x 5/8 (Myburgh et al. 2014).   
El ARN se extrajo mediante un protocolo adaptado para C. latirostris (López-González et al., 
en prensa). Posteriormente, se realizó el tratamiento con DNasa I libre de ARNasa (PBL 
Productos Bio-Lógicos) para eliminar cualquier remanente de ADN genómico.  La calidad del 
ARN de cada muestra, se verificó mediante la medición de la absorbancia a 260-280 nm y la 
realización de un gel de agarosa al 2%. Finalmente, se usó el kit RevertAid First Strand 
✌�✁�☞☛✂ ✂✁✝�✄☎✝✆✁✝✞ ✟✞☞✞ ✄✞ ✠✠✄☎�✠✝✠ ✑� ✍✡☛✁ ✌☞�✞.  
Se diseñaron dos primers a través de la página de Integrated DNA Technologies (IDT- 
https://www.idtdna.com/pages) a partir del genoma de Alligator sinensis (p450 ARNm, 
GenBank: XM_014523553.1): p450A (F: GGAATAAAAGCTCCTGCC; R: 
CCAACATGGCTAAATGCTGGC) y p450B (F: TTTCTGTGACCTCTGGCATC; R: 
CGAAGATGTGCAAAGATGGC) 
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