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INTRODUCCION

El aumento sostenido en el uso de agroquimicos sumados a la falta de control en el tratamiento
de efluentes urbanos e industriales, aumenta la posibilidad de exposicibn a contaminantes
hormonalmente activos (HA), que se comportan como perturbadores endocrinos (PE). Los
perturbadores endocrinos son sustancias que imitan o antagonizan la actividad estrogénica y/o
androgénica de las hormonas enddgenas (Bergman y col., 2012) y, por lo tanto, tienen la
capacidad de alterar el metabolismo, la homeostasis endocrina e interferir en la sefializacion
hormonal en seres humanos, animales domeésticos y en la fauna silvestre (Bergman y col.,
2012; Rivera y col., 2015; Altamirano y col., 2017; Galoppo y col., 2017). Los PE pueden estar
presentes en gran variedad de productos de uso cotidiano, no sélo sintéticos sino naturales,
tales como agroquimicos (pesticidas, herbicidas), conservantes, envases de alimentos,
plasticos, farmacos de uso humano y veterinario, fitoestrégenos, micotoxinas, entre otros
(Luque y col., 2018). Una fuente de exposicién a PE es el agua. Los PE pueden encontrarse en
aguas superficiales, aguas residuales, aguas subterraneas y en agua de consumo (Bistan y
col., 2012). Los PE actian en dosis muy bajas, ambientalmente relevantes. Debido a los
efectos adversos gque producen es importante contar con técnicas muy sensibles que permitan
su deteccién. Para detectar la presencia de PE en un ambiente determinado se puede evaluar
la actividad hormonal de mezclas de compuestos independientemente de la identidad de los
compuestos presentes. Los PE mejor caracterizados son aquellos que actian como estrégenos
(Luque y col, 2018), anti-estrdgenos, andrégenos o anti-andrégenos. El “Yeast Androgen
Screen Assay (YAS)” y el “Yeast Estrogen Screen Assay (YES)” son bioensayos in vitro
utilizados para evaluar la actividad hormonal en muestras de agua empleando levaduras de la
cepa Saccharomyces cerevisiae transformadas con el receptor de andrégenos humano (AR) y
con el receptor de estrogenos alfa (ERa), respectivamente, por la incorporacion de la secuencia
de ADN codificante a su genoma (Balsiger y col., 2010). Estas levaduras contienen ademas
plasmidos de expresion que contienen un elemento de respuesta a andrégenos (Hormone
Receptor Element, HRE) que regula la expresion del gen reportero lacZ. Como consecuencia de
la activacion del gen lacZ por la exposicibn a compuestos con actividad androgénica, la B-
galactosidasa degrada al sustrato cromoégeno CPRG (Sohoni y Sumpter, 1998). La absorbancia
del producto final se usa como medida de actividad hormonal.
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OBJETIVOS

Optimizar el cultivo de levaduras y el acondicionamiento de las muestras de agua a ser
utiizados en ensayos de deteccion de actividad estrogénica/anti-estrogénica y
androgénica/anti-androgénica en muestras de agua.

METODOLOGIA, RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Limpieza de material

Todo el material utilizado en el acondicionamiento de las muestras y los cultivos microbiolégicos
fue de vidrio, teflon o acetato para evitar interferencias y medidas erréneas debidas al
desprendimiento de sustancia con actividad hormonal que puede ocurrir en los materiales
plasticos (ej.Bisfenol A, ftalatos, etc). Los materiales, ademas, fueron lavados con agua calidad
Milli-Q y con etanol al 100% para asegurar la remocién todos los contaminantes.

Preparacion de las muestras de agua

Las hormonas sexuales enddgenas y sus metabolitos son eliminadas por orina y heces
contaminando el habitat de especies con habitos acuéticos. Para optimizar la preparacion de
muestras incognitas utilizamos muestras de agua de los piletones de cria del bioterio de reptiles
del ISAL. Se filtr6 el agua utilizando un equipo de filtrado por vacio (Lobov Cientifica, BsAs,
Argentina), para remover el material sélido. Cambiando el filtro GF/C™cada 200 ml.Los
componentes hormonalmente activos fueron aislados por cromatografia de extracciéon en fase
s6lida empleando columnas de silica-gel Discovery® DSC-18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA).
Previo a la siembra de agua se acondicioné la columna con metanol y agua de calidad Milli-Q.
Se sembré una Unica muestra mediante vacio. La presion de vacio debié ser ajustada de
manera tal de obtener una velocidad de pasaje de 1,5 gotas/segundo. Terminada la siembra, se
dejaron secar las columnas por 18hs bajo campana de extraccion. Las muestras fueron eluidas
en frascos de vidrio color caramelo empleando acetona. Las muestras se dejaron secar bajo
campana, se re-suspendieron en etanol 100% y se almacenaron a -20°C hasta su utilizaciéon en
los ensayos YAS/YES.

Para el control positivo se prepar6 una muestra de Bisfenol A (BPA) de 20 mg/mL (dosis
experimental inyectada a los reptiles del bioterio), la cual fue procesada siguiendo el mismo
procedimiento que las muestras incégnitas.

Optimizacién de cultivos
La cepa de levadura recombinante

Saccharomycescerevisiae que se Condiciones de cultivo Caracteristicas del cultivo
utilizé en este experimento fue

gentiimente provista por el Prof. Dumneds | e n:"q‘:‘ Color DOssomm
JP Sumpter (Stevenage, UK).Las

condlplqnes del _ cultivo, ira condicion | = > =
constituidas por tiempo de CE

. ./ . . icon

incubacion, presencia/ausencia de 12 horas Si 1 Blanco 0,30
antlblotlt_:o_s (Ampicilina 100 rpg/ml, 3ra condicion [ a 5 S e
Gentamicina 40 mg/ml) y namero :

de repiques, se ajustaron hasta 12 horas si 1 Blanco 0,78

conseguir que las levaduras

-



P ENCUENTRO
DE JOVENES
INVESTIGADORES

alcanzaran la fase de crecimiento Tabla 1: Condiciones y caracteristicas del cultivo de levaduras
exponencial (densidad o6ptica (DO) recombinantes evaluadas para la optimizacion.
a 540 nm de 0,8).

Por experiencias previas con el cultivo de esta cepa de levaduras se conoce que una coloraciéon
blanca es indicativa de un cultivo libre de contaminacion biologica; por ello, el color de los
cultivos fue considerado durante la optimizacion de las variables. La Tabla 1 resume los
cambios realizados para obtener cultivos de levaduras en fase de crecimiento. La 4ta condicién
se seleccioné como Optima para realizar los cultivos.

Ensayos YAS/YES

Los ensayos YAS/YES se llevan a
cabo en placas de 96 pocillos y se
basan en el cambio de color del

reactivo cromégeno CPRG por la ";mg" Androgénica YAS Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
exposicion de las levaduras a
compuestos con actividad hormonal
o anti-hormonal. La placa se sembro Fltamida(F) | Antandroginica| Yas | OTogverisSeporiti SA.CLFLA Busncs
con compuestos de referencia A
(Tabla 2) de concentracion conocida , Ee : _ _
para  construir  curvas de [UPONERUE] Biagiain:: | T | SemeERG Lot I A

extrapolacion y con las muestras de T . —
agua previamente acondicionadas. m":‘(’; ) | Antestrogénica | - vES - wmmw g

Como blanco de reactivos se uso6

etanol absoluto. También se sembr6 Tabla 2: Sustancias de actividad hormonal/anti-hormonal

una dlluplorl l/_6 9e| compuesto_ de conocida empleadas como referencia de los ensayos YAS y
referencia (“Spike”) para normalizar  vgs.

las medidas.

En todos los pocillos de la placa se sembré un cultivo de levaduras en fase de crecimiento y
luego de 3 dias de incubacion se midi6 la absorbancia a 570 nm y la turbidez a 620 nm. A partir
de las medidas se calcul6 la turbidez corregida (Tcoregiza) mediante la ecuacion (1):

Sustancia | Activided | Ensayo Origen

Tcorregida =4 570nm (A 620nm ~ Ablanco 620nm) (1)

Donde As7 nm €S la absorbancia de cada pocillo de la placa a 570 nm, As20 nm €S la absorbancia
de cada pocillo de la placa a 620 nm y, Abiancos20nm €S €l promedio de las medidas de turbidez de
la hilera de pocillos correspondientes al blanco.

Luego, se calculo la turbidez relativa porcentual (T reiativa%), €n funcion de la Tcoregida Y la turbidez
corregida maxima registrada para la sustancia de referencia o, en el caso de las medidas de
actividad anti-hormonal, del normalizador (Spike), empleando la ecuacion (2):

Tcorregida

y = (o)

Trelatwa% =7 - - - X 100% (2)
corregida max/Spike

Finalmente, para obtener las curvas de medicion de actividad hormonal se graficaron los
valores medios de turbidez relativa porcentual respecto a las concentraciones de los
compuestos de referencia. Las curvas de actividad hormonal obtenidas se muestran en la




Figura 1.
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Figura 1: Yeast Androgen Screen Assay (YAS). Curvas de actividad androgénica (A), anti-androgénica

(B), estrogénica (C) y anti- estrogénica (D).

A partir de las curvas se pudo determinar la

_actmdad _,hormonal de las muestras _por Kaiided Wormariad |Muéestll'a Cgll\;tzo(l) l;gsitlvoLde
interpolacion.  Los resultados  obtenidos ncégnita (0.02pg/ uL)
indicaron para el control de BPA y para las

muestras incognitas actividad estrogénica y Androgénica <LOD <LOD
baja actividad anti-estrogénica. Para las Ant-Androgénica <LOD <LOD
pruebas de actividad androgénica y anti-

androgénica, para ambas muestras, los Estrogénica 0.003 pg/L 0.196 pg/L
valores dieron por debajo del limite de Anti-Estrogénica 30,000 pgiL 37.700 pgiL

deteccion.

Como conclusion se puede decir que los

Tabla 3: LOD representa el Limite de Deteccion.

ensayos YES y YAS resultan una herramienta

muy sensible para la deteccién de perturbadores endocrinos en concentraciones muy bajas. Su
campo de aplicacion es muy amplio segun las muestras utilizadas. Por ejemplo, nos permitira
encontrar asociaciones entre la contaminacion y las alteraciones reproductivas en la fauna.
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