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3.3 Determinacion de biomarcadores de exposicion prenatal a
contaminantes.

3.3.1 Animales.

Para la caracterizacion de los perfiles hormonales de C. latirostris
juveniles, se utilizaron animales de diferentes edades provistos por la reserva
natural ElI Cachapé (Chaco, Refugio de Vida Silvestre ElI Cachapé;
http://www.vidasilvestre.org.ar/refugios/cachape.asp) que fueron criados vy

mantenidos en invernaculos situados en la reserva (figura 18).

Figura 18: Ejemplares de C. latirostris en un invernaculo del refugio ElI Cachapé,
Reserva Vida Silvestre, Chaco.

Ademas para esta determinacion también se emplearon crias
provenientes de huevos incubados en el laboratorio. Las caracteristicas de los
animales empleados para obtener los perfiles hormonales, se muestran en las
siguientes tablas:

Tabla N°9: Caracteristicas de los machos C. latirostris.

Edad Peso (g) Longitud total (cm) Longitud hocico-
cloaca (cm)
10 dias 485+ 6,2 23,6 +1,1 11,3+ 0,7
12 meses 971,7 + 382,4 63,9 + 6,6 31,5+3,3
18 meses 1315,0 + 530,0 71,0+838 34,4 +37
5-6 afos 4385,7 + 679,2 104,6 + 3,4 51,1+1,6
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Tabla N°10: Caracteristicas de las hembras C. latirostris.

Edad Peso (g) Longitud total (cm) Longitud hocico-
cloaca (cm)
10 dias 50,3 + 6,5 24,1+0,6 11,4+0,5
12 meses 666,7 + 157,1 58,7 + 4,2 28,4 +20
18 meses 1350,0 + 565,7 72,1+8,6 34,9+3,7
5-6 afios 4237,9 + 633,3 101,2 £ 5,7 494 +2,2

Para determinar biomarcadores de exposicion a contaminantes en forma
prenatal, se cosecharon huevos de C. latirostris en el marco de programas de
rancheo de los Proyectos Yacaré de las provincias de Santa Fe, Chaco y Entre
Rios (Argentina). Los huevos se cosecharon de 9 nidos de las 3 provincias: en
las zonas del Fisco, los Palmares de Paiva y San Javier (=z30°S; 60°W, Santa
Fe); El Cachapé, La Eduvigis (26° 51’S; 58° 56'W y 26° 48’S; 59° 02'W; Chaco);
San Victor, Feliciano y Federal (30° 26’S, 59° 01°'W; 30° 33'S, 58° 59'W; 30°
36’'S, 58° 46’'W; 30° 34’'S, 58° 54'W; Entre Rios) durante las estaciones
reproductivas de los anos 2002, 2004, y 2005 (diciembre y enero). Se eligieron
nidos de humedales situados en una reserva natural, o aguas arriba de zonas
urbanizadas o areas de agricultura. De esta manera se minimiz6 la exposicion
de los nidos seleccionados a efluentes urbanos o a derivados de
agricultura/ganaderia. Las zonas de recoleccion se clasificaron segun su grado
de intervencion antropica. Se consideraron zonas de bajo a moderado grado de
intervencion a aquellas que se encontraron entre 5 a 15 km de areas de
agricultura y la zona de baja intervencion se consider6 aquella, perteneciente a
una reserva natural alejada a mas de 15 km de zonas de agricultura o
urbanizadas.

Los huevos fueron cosechados dentro de los primeros estadios
embrionarios, determinados y caracterizados bajo lupa, segun trabajos previos
en nuestro laboratorio (Stoker, 2004). Antes de ser removidos del nido, la
superficie superior de los huevos fue marcada con lapiz de grafito para
mantener la misma orientacion que tenian en el nido, durante el traslado y la
incubacion en condiciones de laboratorio. Esto ultimo evita la muerte
embrionaria provocada por desprendimiento del embrién de las membranas

internas de la cascara (Ferguson, 1985). Los huevos fueron distribuidos al azar
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en dos grupos: la mitad de cada nido se incub6 a temperatura constante de
30°C y la otra mitad a 33°C. Para el traslado, los huevos se colocaron en la
posicidon adecuada en un recipiente conteniendo material de nido (pasto y
follaje) que evitd el exceso de vibraciones (figura 19). Una vez en el laboratorio

se registro el numero de huevos por nido y el peso de cada uno.

Figura 19: Cosecha de huevos a campo. A: Marcacién de los huevos con lapiz de
grafito de manera de preservar la ubicacion original dentro del nido. B: Recipiente para
el traslado de los huevos

3.3.2 Procedimiento para la incubacion de los huevos.

Los huevos se ubicaron en incubadoras, con condiciones de temperatura
y humedad controladas. Para la construccion de las incubadoras no se
utilizaron materiales plasticos ni organicos (material de nido), evitando el
posible aporte de xeno o fitoestrogenos durante la incubacién.

Las incubadoras consistieron en recipientes de vidrio de 80cm x 50cm x
40cm con 20cm de agua corriente en su interior que otorga la humedad
necesaria al ambiente y se recubrieron de material aislante. En el interior de las
incubadoras, los huevos se colocaron sobre una bandeja de alambre
galvanizado, sostenida por pilares de vidrio, con cinco carriles para separar los
huevos correspondientes a los diferentes grupos experimentales. En la base de
cada incubadora, se colocaron tres aclimatadores automaticos regulados por
un termostato, cuyo sensor estaba sumergido a dos centimetros por debajo de

la superficie de agua (figura 20).
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Figura 20: Incubadora con el instrumental requerido para mantener la temperatura y
humedad constantes.

La temperatura se registré simultaneamente por un termometro de lectura
externa (Alla®) cuyo sensor de temperatura se colocé dentro de la incubadora a
la altura de los huevos y un termémetro de registro de datos (Boxcar® for
Windows Version 3.6.0.6 Onset Computer Corp. Copyright 1999) colocado en
la incubadora y a la altura de los huevos. Este sistema es mas sensible que el
anterior y se programo para tomar datos de temperatura cada 10 minutos hasta
la estabilizacion de la temperatura y luego en rangos mas amplios hasta el
momento del nacimiento de las crias. El registro de temperaturas se realizo
cada 48h aproximadamente al comienzo y una vez por semana luego de la
estabilizacién de la temperatura. La humedad fue controlada a través de un
humedimetro (Alla®).

Aproximadamente 30 dias antes de la cosecha de los huevos se
optimizaron las incubadoras encendiendo el sistema, controlando Ia
temperatura y regulando los termostatos hasta llegar a la estabilidad en las
temperaturas deseadas. Una de las incubadoras se estabilizdo a 33°C,
temperatura a la cual se obtienen 100% machos bajo condiciones normales.
Otra incubadora se estabiliz6 a 30°C que es la temperatura 6ptima para la

obtencién de 100% hembras (figura 21).

61



Materiales y Métodos

33°C

o -
T

30°C

100%

Figura 21: Representacion esquematica de la determinaciéon sexual en C. latirostris.
La incubacion de huevos a 33°C, bajo condiciones normales produce el 100% de
machos, mientras que a 30°C se obtienen el 100% de hembras.

3.3.3 Determinacién de estadios embrionarios

Una vez cosechados los huevos, se determind el estadio de desarrollo en
el cual se encontraban los embriones al momento de la recoleccion, en base a
criterios establecidos previamente en nuestro laboratorio (Stoker y col., 2003;
Stoker, 2004). Los parametros principales para determinar las etapas fueron el
tamano y las caracteristicas morfolégicas de los miembros. Asi, se identifico
con precision la etapa 20 del desarrollo en C. latirostris que corresponde
estadio inmediatamente previo al comienzo del periodo de ventana de
sensibilidad a la temperatura para la determinacién del sexo (Lang y Andrews,
1994; Ferguson, 1985; Stoker y col., 2003). Ademas, resultados previos de
nuestro laboratorio y de otros autores han demostrado que es un momento
particularmente sensible a la accion de perturbadores endocrinos (Guillette y
col., 2000; Stoker y col., 2003). Es importante destacar que la determinacion de
los estadios embrionarios se realizé para las dos temperaturas de incubacion

seleccionadas (figura 22).
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Figura 22: Apertura de huevos de C. latirostris para determinar el estadio embrionario.
A: Corte inicial en un extremo para eliminar exceso de fluido corioalantodeo y
comprobar la posicion de embrién. B. Completa apertura del huevo. C: Embridon dentro
del huevo, observar la marcada irrigacién sanguinea.

En la etapa 20, el embrion mide aproximadamente 30 mm (eje mayor del
animal plegado). Las uias primordiales se presentan en los tres digitos del
medio de miembros superiores e inferiores y las aperturas interdigitales se
extienden aproximadamente un cuarto a lo largo de los dedos. Se completa el
desarrollo de los maxilares alcanzando la misma relacion entre ambos que
presentara a su nacimiento. EI embridn en esta etapa posee una coloracion
blanca propia del proceso de osificacion a lo largo de los margenes de ambos
maxilares, alrededor de los meatos auditivos externos y dentro de los
elementos proximales y distales de los miembros. Ademas, presenta una
formacién marcada de escamas en el dorso y se comienzan a observar los
escudillos en la regién del cuello (Stoker, 2004). En este estadio de desarrollo

se realizo la topicacion de los huevos (figura 23).

Maxilar
inferior

Apertura
interdigital

URas
primordiales

Escamas

Figura 23: A: Embrién C. latirostris en etapa 20 de desarrollo. B: Tratamiento de los
huevos por topicacion.
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3.3.4 Diseio de los tratamientos in ovo.

Todos los tratamientos en los huevos fueron aplicados en forma topica
sobre la cascara (Crews y col., 1991) en la zona donde se inicia la denominada
“banda opaca” correspondiente a la zona de mayor irrigacion y de poros mas
grandes (Ferguson, 1985) (figura 23B). Los tratamientos se realizaron en un
volumen final promedio de 50 pl utilizando etanol absoluto como vehiculo
(Crain y col., 1997; 1999). Para una correcta administracion de la dosis
seleccionada para cada tratamiento se tuvo en cuenta el peso individual de los
huevos y se ajustd el volumen de solucién de topicacidon de manera tal que

todos los huevos recibieran la misma dosis de tratamiento.

3.3.4.1 Exposicion prenatal a un xenoestrégeno de uso industrial:
Bisfenol A.

En la estacion reproductiva del afo 2002 se utilizaron 5 nidos (n=175
huevos) cosechados en la provincia de Santa Fe, que fueron distribuidos al
azar e incubados a 30°C o 33°C. En cada grupo de incubacion, los huevos

fueron equitativamente distribuidos en seis grupos experimentales (tabla11).

Tabla 11: Esquema de topicacion de tratamientos en huevos C. latirostris en etapa 20
de desarrollo embrionario.

Distribucion de nidos

(N)

Grupo experimental

Control sin tratamiento | N1 | N2 | N3 | N4 | N5
Control vehiculo, etanol | N1 | N2 | N3 | N4 | N5
E2 0,014 ppm N1 [ N2 | N3 | N4 | N5

E2 1,4 ppm N1 [ N2 | N3 | N4 | N5

BPA 1,4 ppm N1 [ N2 | N3 | N4 | N5
BPA 140 ppm N1 [ N2 | N3 | N4 | N5

En cada incubadora (30 y 33°C) se colocaron como minimo 15 huevos por
grupo experimental pertenecientes a nidos diferentes. Los huevos
correspondientes al grupo control fueron tratados con vehiculo (50 pl etanol),
mientras que los huevos correspondientes a los grupos de tratamiento,
recibieron 0,014 o 1,4 ppm de E2 (Sigma) o 1,4 o 140 ppm de BPA (Aldrich,
Milwaukee, WI, USA).
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Las muestras obtenidas en esta temporada forman parte de un trabajo

mas extenso realizado en nuestro laboratorio (Stoker, 2004).

3.3.4.2 Exposicion prenatal a agroquimicos: Endosulfan y Atrazina

En la temporada del ano 2004 se cosecharon huevos de 3 nidos (n=109)
provenientes de la provincia de Chaco. Lamentablemente uno de los nidos se
descartd por resultar en huevos inviables, probablemente la causa podria
deberse a que el nido se encontraba con un exceso de agua sobre un
embalsado. En esta estacion reproductiva se trabajé con un total de 72 huevos.

En la siguiente temporada (2005) se colectaron huevos de 2 nidos (n=64)
de la provincia de Entre Rios.

El esquema de tratamiento para ambas temporadas fue el mismo (tabla
12).

Tabla 12: Tratamiento de huevos C. latirostris en etapa 20 de desarrollo embrionario

Distribucion de nidos
(N)
Control vehiculo, etanol N1 | N2 | N3 | N4 [ N5

Control positivo, E2 1,4 ppm | N1 | N2 | N3 | N4 | N5
Endosulfan 0,02 ppm N1 | N2 | N3 | N4 | N5

Grupo experimental

Endosulfan 2 ppm N1 | N2 | N3 | N4 | N5
Endosulfan 20 ppm N1 | N2 | N3 | N4 | N5
Atrazina 0,2 ppm N1 | N2 | N3 | N4 | N5

Se distribuyeron en forma aleatoria los huevos en las dos incubadoras
(30°C y 33°C) y equitativamente en cada grupo de tratamiento. A medida que
fueron distribuyéndose en los grupos, los huevos fueron pesados para registrar
el peso inicial de los mismos.

Los huevos correspondientes al grupo control negativo fueron tratados
con vehiculo (50 ul etanol absoluto); en el grupo control positivo, se trataron
con 1,4 ppm de E2 (dosis en la que previamente se determind reversion
sexual), mientras que los huevos correspondientes a los grupos de tratamiento
recibieron 0,02; 2 y 20 ppm de endosulfan (Ilcona SA, Buenos Aires, Argentina)

y 0,2 ppm de atrazina (Ilcona).
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3.3.5 Nacimiento de las crias. Identificacion, caracterizacion y
mantenimiento.

El dia del nacimiento de las crias de yacaré, los huevos se pesaron, para
luego calcular la pérdida de peso fraccional de los huevos, representada como
PPF: [(peso inicial del huevo — peso final del huevo)/peso inicial]*100).

El nacimiento de la primera cria de cada nido en cada incubadora, fue
asistido luego de escuchar el llamado de la cria o percibir su movimiento dentro
del huevo y se tomé como dia de nacimiento para todo el nido provocando el
nacimiento de los demas animales. Las crias fueron identificadas
individualmente, pesadas y medidas. Se registré el largo total (LT) desde la
punta del hocico hasta la punta de la cola, y el largo desde el hocico hasta la
cloaca (LHC). Con el peso de las crias al nacer y el de los huevos, se calculo el
peso fraccional de las crias como PFC: [peso cria/peso inicial del huevo]*100.

Los animales que serian sacrificados a los 10 dias de edad fueron
mantenidos en un habitaculo de vidrio en cuyo interior se coloc6é agua y una
rampa de vidrio que permitié que los animales tuvieran acceso a un sector seco
y a otro con agua. Como fuente de calor se colocé un calefactor cuyo
termostato se fijo a 30°C aproximadamente. Durante este periodo, no fue
necesario alimentar a los pichones ya que a esa edad aun poseen vitelo para

consumo como fuente de alimentacion.

3.3.6 Obtencion de muestras.

Los animales de 10 dias fueron pesados e inyectados
intraperitonealmente con bromodeoxiuridina (BrdU) (Sigma, 6mg/100g de peso)
2 h antes del sacrificio (realizado por decapitacién). La BrdU, es un analogo de
la timidina que se incorpora a la hebra de ADN en la fase S del ciclo celular.
Luego del sacrificio se colecta la sangre para obtener suero por centrifugacion
y se extrae el complejo GAM junto a sus ductos sexuales como se describié en
el punto 3.1.9. El complejo GAM, se sumerge en formol buffer y se continua
con el procesado de rutina hasta su inclusion en parafina.

En los yacarés de 12 y 18 meses se registro el peso, LT, LHC y el sexo, y
se tomaron muestras de sangre del seno occipital para luego obtener suero por

centrifugacion.
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3.3.7 Determinacion del sexo.

3.3.7.1 Sexado por evaluacién macroscoépica de genitales internos.

La observacion de los genitales internos se realizdé en el momento de la
cirugia de los yacarés de 10 dias de edad teniendo en cuenta la presencia o
ausencia del oviducto, textura, coloracion y estructura del complejo GAM.

En la figura 24 se muestran los complejos GAM de machos y de hembras.
En ambos sexos, los complejos GAM son organos pares siendo el complejo
derecho mas alargado que el izquierdo. En los machos, cada génada forma
una estructura cilindrica alargada adyacente a la glandula adrenal. En las
hembras, en cambio, la corteza ovarica envuelve por delante el cuarto craneal
de la glandula adrenal formando una unica estructura homogénea. El color y la
textura del complejo GAM también son diferentes en ambos sexos, esta
caracteristica también ayuda en la diferenciacién. Los ovarios presentaron
textura rugosa y color rojizo, mientras que los testiculos se observaron como
estructuras claras y de superficie lisa. La presencia de los oviductos, que
recorren todo el margen dorso-lateral de las géonadas de las hembras, es otra
caracteristica que facilita el diagndstico macroscopico del sexo (figura 24A). En
los machos se observa la ausencia de los oviductos y la presencia de los
ductos deferentes que nacen del extremo caudal del complejo GAM (figura
24B). El diagnostico macroscopico siempre fue confirmado por examen

histolégico de las gbnadas.
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Figura 24: Genitales internos de hembra y macho en C. latirostris de 10 dias de edad.
En A se observan los oviductos y los complejos GAM de una hembra que se
diferencian por su forma y color del GAM del macho (B). En ambos sexos el complejo
GAM se encuentra apoyado en su region caudal sobre los rifiones (R).
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3.3.7.2 Sexado por evaluacion histolégica de genitales internos.

En cada gdénada fijada, procesada e incluida en parafina, se realizaron
cortes histolégicos transversales en los cuales se identificaron las estructuras
que permitieron definir el sexo luego de la coloracion con Picrosirius-
hematoxilina (Stoker, 2004). Estas caracteristicas en las hembras fueron:
presencia del oviducto, desarrollo de la corteza ovarica y atrofia de la medula.
En los machos: ausencia del oviducto, desarrollo de tubulos seminiferos en la
médula y atrofia de la corteza (Pieau, 1999).

El complejo GAM de la hembra consiste en tejido adrenal, corteza y
médula ovarica, asociados al mesonefros. Los oviductos se unen
dorsolateralmente a la gonada por el mesosalpinx (figura 25A).

En el macho, el complejo GAM es una asociacion de tejido adrenal,
testiculos y mesonefros. En el testiculo, la corteza se ha atrofiado totalmente y
no se distingue en el corte histolégico. Los machos carecen de oviducto o

presentan vestigios de ducto de Mduller (figura 25B).

Figura 25: Microfotografias a bajo aumento de complejos GAM de crias C. latirostris.
A: Hembra control de 10 dias de edad, donde se distinguen ovario (0), mesonefros
(m), adrenal (a), oviducto (d) y mesosalpinx (ms). B: Macho control de 10 dias de
edad, se distinguen: testiculo (t), adrenal (a) y mesonefros (m). Cortes transversales
tefiidos con Picrosirius-hematoxilina.

3.3.7.3 Sexado por evaluacion macroscopica de genitales externos.
La identificaciéon del sexo por inspeccién de los genitales externos se
realizd en yacarés juveniles mediante la separacion de los limites de la cloaca

con forceps para lograr la extrusion de la estructura falica. Los animales fueron

68



Materiales y Métodos

clasificados como machos o hembras en base al tamafio y la coloraciéon del
clitoris-pene, para esto se tomo el criterio descrito para aligatores por Guillette
y col. (1996), validado en yacarés (Stoker y col., 2003).

3.3.8 Evaluacién de histoarquitectura gonadal de machos.

3.3.8.1 Morfometria de los testiculos.

En imagenes digitalizadas de cortes histoldgicos de testiculos tefiidos con
Picrosirius-hematoxilina obtenidos a partir de animales de 10 dias de edad, se
midié el perimetro de los tubulos seminiferos utilizando el sistema Image Pro-
Plus 4.1.0.1® (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Se analizaron 3
cortes histologicos de complejo GAM a diferentes profundidades (espaciadas
cada 150 pm), cada una de estas profundidades se realizdé por duplicado.
Usando objetivo de 20X se digitalizaron campos microscépicos abarcando toda
la muestra. Las imagenes fueron tomadas tal como se describe en el punto
3.2.1. Los tubulos seminiferos fueron definidos manualmente en la pantalla
como se muestra en la figura 26. Los parametros fueron medidos en

secuencias automaticas generadas por el analizador.

)
T N Ty ]

Figura 26: Delimitacion del perimetro de los tubulos seminiferos (lineas amarillas) en
una imagen digitalizada de un corte histolégico de testiculo de cria C. latirostris,
utilizando el sistema Image Pro-Plus. Coloracién: Picrosirius-Hematoxilina.
Magnificacion: 200X.
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Utilizando la misma metodologia de analisis de imagenes, se evalud el
area estromal. Para ello, se determiné el area ocupada por el testiculo sobre
imagenes digitalizadas con objetivo de 4X, y el area comprendida por la
totalidad de los tubulos seminiferos en el corte histolégico, a través de la
delimitacidon manual de las estructuras de interés. El area estromal se obtuvo
como la diferencia entre el area total del testiculo en el corte histolégico y el
area ocupada por los tubulos seminiferos. A esta area también se la denominé

area intersticial.

3.3.8.2 Caracterizaciéon de las células mioides.

Se caracterizaron las células estromales que rodean al tubulo seminifero a
través de la expresidn de proteinas del citoplasma celular: desmina y actina. La
desmina es una proteina que compone los filamentos intermedios y la actina
forma parte de los microfilamentos, ambas constituyen el sistema de fibras del
citoesqueleto. Normalmente la desmina se encuentra en células musculares y
es responsable de estabilizar los sarcomeros del musculo contractil. La actina
es una abundante proteina estructural que interactua con otras. Cumple un rol
fundamental en la contraccion muscular y el movimiento celular, entre otras
funciones. EI monomero globular polimeriza para formar los filamentos de
actina, que en células musculares interactian con miosina durante la
contraccion.

Para la deteccion de ambas proteinas se realiz6 la técnica
inmunohistoquimica descripta en el punto 3.1.10, modificando la recuperacion
antigénica donde el efecto de microondas fue mas leve (3 min. a 100% sin
colocar las muestras, luego, colocando las muestras, 1 min a 100%, 14 min. a
40% y 20 min. apagado). Las condiciones de uso de los anticuerpos contra

estas proteinas se detallan en el siguiente cuadro:
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Anticuerpo primario Dilucién de uso Sistema de revelado
Anti-desmina, clon Der- 1/50 Anti-ratén biotinilado (Sigma)
11 (Novocastra) diluido 1/80 y un complejo

avidina-peroxidasa,

generado en nuestro
laboratorio
Anti-a. actina, clon a-SM1 1/50 Anti-raton biotinilado (Sigma)
(Novocastra) diluido 1/130, seguido de

estreptavidina-peroxidasa
1/150

3.3.8.3 Evaluacion del “turnover” celular (proliferacion/apoptosis)
Para llevar a cabo esta evaluacion se realizé un estudio del balance entre
la proliferacion celular y la muerte celular programada o apoptosis, como

indicativo del recambio celular dentro de los tubulos seminiferos.

3.3.8.3.1 Proliferacion celular por inmunohistoquimica

La proliferacion celular se evalu6 en animales de 10 dias de edad
mediante la determinacion inmunohistoquimica de la incorporacion de BrdU,
inyectada en los animales 2 h antes del sacrificio, tal como se describié en el
punto 3.3.6.

La técnica de inmunohistoquimica aplicada fue la descripta en el punto
3.1.10 con una modificacién luego del tratamiento de recuperacion antigénica
que consistidé en una hidrolisis acida de manera de desnaturalizar la hebras de
ADN del tejido contribuyendo a exponer la BrdU incorporada, de acuerdo al
protocolo optimizado en nuestro laboratorio (Kass y col., 2000). En la tabla se

detalla la técnica aplicada:
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Tabla 13: Técnica inmunohistoquimica para la determinaciéon de BrdU

-Desparafinar e hidratar
Xilol

Alcohol 100°

PBS

-Recuperacion Antigénica

Calentamiento en horno microondas en solucién

de buffer citrato 0,01 M, pH 6

PBS

-Apertura de la hebra de ADN
Hidrdlisis acida a 37°C con HCI 2N
Buffer borato de sodio 0.1M pH 8.5
PBS
-Bloqueo de
enddgena
Agua oxigenada 3% en metanol
PBS

la actividad de peroxidasa

-Blogueo de los sitios de unidn no especificos

Suero normal de cabra 5%

leche en polvo descremada 1.5%.
-Incubacion con anticuerpo primario

PBS

-Sistema de revelado

Anticuerpo secundario biotinilado
PBS

Estreptavidina-peroxidasa

PBS

Sustrato de la enzima (0,001%

adicionado con

H,O,) +

cromogeno (2 mg/ml DAB) disueltos en 0,05 M

Tris-HCI pH 7,5

Agua destilada
-Contracoloracion
Hematoxilina de Harris

-Deshidratar y Montar

3 pasajes de 3 min c/u
3 min

5 min

3 min 100%, 12 min 40%, 20 min
apagado

5 min

30 min
10 min

10 min

15 min

15 min

30 min (en camara humeda)

14-16 hs a

hameda)

4°C (en camara

15 min
30 min (en camara humeda)
5 min

30 min (en camara humeda)

5 min

5 min

15 segundos
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El anticuerpo primario, anti-BrdU se diluyé 1/100 (clon 85-2C8,
Novocastra) y para el sistema de revelado se utilizé anticuerpo secundario,
anti-raton biotinilado (Sigma) diluido 1/80 y estreptavidina-peroxidasa (Sigma)
1:100, ambas diluciones preparadas con PBS-BSA 1%.

La evaluacion se realizd en microscopio Optico con objetivo de 40X. El
testiculo se analizé dividiéndolo en los compartimientos intratubular e
intersticial (figura 27). En el intratubular se contaron las células del interior del
tubulo seminifero, delimitadas por la membrana basal: células germinales y
células de Sertoli. De este modo se determiné el porcentaje de proliferacion de
la poblacién completa de las células intratubulares. Asimismo, se determiné el
numero de células por unidad micrométrica teniendo en cuenta el perimetro

tubular determinado segun el punto 3.3.8.1.
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Figura 27: Microfotografia de un corte histoldgico de testiculo de C. latirostris de 10
dias de edad. Se observan tubulos seminiferos delimitados por sus membranas
basales, separados entre si por espacio intersticial. Coloracion: Picrosirius-
Hematoxilina. Magnificacion: 400X.

3.3.8.3.2 Evaluacion de apoptosis in situ por el método de TUNEL

Los fragmentos de ADN que se generan durante el proceso de apoptosis
pueden identificarse por inmunohistoquimica y localizarse in situ (Gavrieli y col.,
1992). La particularidad de estos fragmentos es el predominio de terminales
3’OH libres en cadenas simples o dobles de ADN, que pueden ser detectados
mediante la incorporacion de nucleétidos marcados con digoxigenina por
accion de la enzima deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). El

heteropolimero formado se pone de manifiesto mediante la aplicacion de un
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anticuerpo anti-digoxigenina, conjugado con la enzima peroxidasa, responsable
de generar una sefial a partir del sustrato cromegénico (DAB).

La metodologia descripta se define como método de TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated sUTP nick end-labeling), para la cual
existen kits comerciales que permiten la deteccion de las células en apoptosis
de cortes histolégicos. En nuestro laboratorio utilizamos el ApopTag®Kit
(Intergen Co., Parchase, New Cork, USA).

El protocolo de trabajo puede resumirse del siguiente modo:

- desparafinar e hidratar,

- bloquear la actividad endégena de peroxidasa incubando las muestras con
agua oxigenada al 3% diluida en PBS durante 10 min a temperatura ambiente,
- agregar la mezcla de reaccion: desoxinucléotidos trifosfatos (dNTP) sin
marcar + dNTP conjugados con digoxigenina + la enzima TdT, e incubar
durante 1 h a 37°C (en camara humeda),

- incubar con el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con peroxidasa durante
30 min a temperatura ambiente, realizar la reaccion de color utilizando una
mezcla del cromogeno + sustrato de la enzima (DAB + H,0;) durante 8 min,

- contracolorear con hematoxilina de Mayer, deshidratar y montar.

Como control positivo se utilizaron cortes histoldgicos de mama de rata en
involucion (post-destete), procesadas de la misma manera que las muestras en
estudio. Los controles negativos se realizaron sobre cortes histologicos
sometidos a las mismas condiciones de reaccion pero reemplazando la enzima

TdT por agua destilada.
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525252

Segmentos 3'-OH teminales del
ADN fragmentado

SO

Primer paso Apoptag kit: incorporacion de
dNTP - digoxigenina

e ¢

Segundo paso Apoptag kit: union de
anticuerpo conjugado con peroxidasa

(R32

Tercer paso Apoptag kit: adicion de
cromoégeno y sustrato de la reaccion

Figura 28: Metodologia para la deteccion de células en apoptosis. Representacion
esquematica de la técnica inmunohistoquimica para determinar células en apoptosis,
utilizando la enzima TdT y dNTP’s marcados con digoxigenina

3.3.9 Niveles séricos de estrogenos y testosterona evaluados por
radioinmunoanalisis (RIA).

Con el objetivo de determinar posibles alteraciones en los niveles
hormonales de animales que fueron expuestos in ovo a contaminantes, se
evalud E2 y testosterona (T) circulantes por RIA. Debido a la ausencia de la
caracterizacion de los perfiles hormonales normales en C. latirostris,
previamente se determinaron estas hormonas en sueros de animales de
diferentes edades provenientes de zonas libres de manipulacién antrépica.
Ademas, para la elaboracion de los perfiles hormonales se tuvieron en cuenta
los animales controles una vez que se determind una ausencia de efecto
debido al tratamiento con vehiculo. Luego de determinar los perfiles
hormonales normales, se evaluaron los animales expuestos a contaminantes
en forma prenatal.

Para evaluar las hormonas T y E2 en animales experimentales, se utilizé
suero de yacarés machos y hembras neonatales (10 dias de edad) y juveniles

sacrificados por decapitacion. La determinacion de ambas hormonas se realizé
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mediante RIA optimizado en nuestro laboratorio. Se utilizé E2 y T
radioisotopicamente  marcadas con tritio, obtenidas comercialmente
([2,4,6,7,16,17-H3] E2 y [1,2,6,7- H3] T, PerkinElmer Life And Analytical
Sciences, Inc., Boston, MA, USA). Los anticuerpos especificos para ambas
hormonas fueron provistos por el Dr. G.D. Niswender.

Las concentraciones hormonales fueron obtenidas luego de realizar una
extraccion del suero con 2 ml de éter etilico (Merck, Buenos Aires, Argentina)
(Lacau-Mengido y col. 2000, Kass y col. 2004). Se mezclaron intimamente con
vortex y ambas fases se separaron llevando a -80°C. La fase organica
permanece liquida, se recogio y se llevo a extracto seco en bano térmico. La
fase acuosa se descongeld y se volvid a extraer, repitiendo la operacion 3
veces. Para la cuantificacion de E2 se trabajé con 600 pyl de muestra, mientras
que para T con 200 ul. El extracto seco se resuspendié en buffer PBS con el
agregado de azida y gelatina (Sigma) durante 1:30 h en bafo térmico.
Paralelamente se generaron tubos con diversas diluciones conocidas de
hormona sin marcar que se utilizaron para construir una curva de calibrado.
Para cuantificar T, las diluciones se encuentran en el rango entre 4 y 0,062
ng/ml y para E2, entre 400 y 1,56 pg/ml. Luego se agregdé una cantidad
constante de hormona marcada con tritio y de anticuerpo y se incubo toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, se adicion6 carbon-dextran (0,5%-0,05%)
(Sigma) y se incubd 10 min con agitacion periddica. Se centrifugé a 3500 rpm a
4°C durante 10 min con el objeto de separar el carbéon-dextran. El
sobrenadante se homogeneiz6 con liquido de centelleo (PerkinElmer) en una
relacion de volumen 10 veces superior. Las cuentas se leyeron en un contador
de centelleo (WinSpectral, PerkinElmer). En todos los ensayos se evaluaron
sueros humanos controles valorados. La recuperacion fue calculada teniendo
en cuenta una cantidad conocida de hormona marcada agregada a un suero
preabsorbido con carbon-dextran que fue sometido a la extraccién y evaluando
las cuentas recuperadas luego de este proceso. Los resultados de los
diferentes ensayos fueron corregidos segun la recuperacion calculada. Para la
determinacién de E2 la recuperacion fue de 84% (sobre la base de 9 ensayos)
y para T fue de 95% (teniendo en cuenta 11 ensayos). La sensibilidad de los
analisis fue, para la determinacién de E2 1,6 pg/ml y para T de 40 pg/ml. Los

coeficientes de variaciéon intra- e inter-ensayo para E2 fueron de 2,89% vy
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3,85%, respectivamente. Para los ensayos de T, el coeficiente de variacion

intra-ensayo fue de 6,96 y el inter-ensayo resulto ser de 10,44%.

3.3.10 Analisis estadistico

Se sometieron los resultados a un analisis de variancia paramétrico y no
parameétrico de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis. Para la comparacion de
pares de grupos se utilizo el post-test de Dunn. Cuando fue necesario se utilizd
analisis de regresion lineal R y no lineal empleando una ecuacion dosis-
respuesta sigmoidea, de pendiente variable. En todos los casos un p<0,05 se

consideré como estadisticamente significativo.

77



