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INTRODUCCIÓN 

El aumento sostenido en el uso de agroquímicos sumados a la falta de control en el tratamiento 
de efluentes urbanos e industriales, aumenta la posibilidad de exposición 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 endógenas (Bergman y col., 2012) y, por lo tanto, tienen la 
capacidad de alterar el metabolismo, la homeostasis endocrina e interferir en la señalización 
hormonal en seres humanos, animales domésticos 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 sólo sintéticos sino naturales, 
tales como agroquímicos (pesticidas, herbicidas), conservantes, envases de alimentos, 
plásticos, fármacos de uso humano y veterinario, fitoestrógenos, micotoxinas, entre otros 
(Luque y col., 2018). Una fuente de exposición a PE es el agua. Los PE pueden encontrarse en 
aguas superficiales, aguas residuales, aguas subterráneas y en agua de consumo (Bistan y 
col., 2012). Los PE actúan en dosis muy bajas, ambientalmente relevantes. Debido a los 
efectos adversos que producen es importante contar con técnicas muy sensibles que permitan 
su detección. 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 actúan como estrógenos 
(Luque y col, 2018), anti-estrógenos, andrógenos o anti-andrógenos. 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 andrógenos humano (AR) y 
con el receptor de estrógenos alfa (ERα), respectivamente, por la incorporación de la secuencia 
de ADN codificante a su genoma (Balsiger y col., 2010). Estas levaduras contienen además 
plásmidos de expresión que contienen un elemento de respuesta a andrógenos (Hormone 
Receptor Element, HRE) que regula la expresión del gen reportero lacZ. Como consecuencia de 
la activación del gen lacZ por la exposición a compuestos con actividad androgénica, la β-
galactosidasa degrada al sustrato cromógeno 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 
utilizados en ensayos de detección de actividad estrogénica/anti-estrogénica y 
androgénica/anti-androgénica en muestras de agua. 

METODOLOGÍA, RESULTADOS Y CONCLUSIONES 
 

Limpieza de material 
Todo el material utilizado en el acondicionamiento de las muestras y los cultivos microbiológicos 
fue de vidrio, teflón o acetato para evitar interferencias y medidas erróneas debidas al 
desprendimiento de sustancia con actividad hormonal que puede ocurrir en los materiales 
plásticos (ej.Bisfenol A, ftalatos, etc). Los materiales, además, fueron lavados con agua calidad 
Milli-Q y con etanol al 100% para asegurar la remoción todos los contaminantes. 
 
Preparación de las muestras de agua 
Las hormonas sexuales endógenas y sus metabolitos son eliminadas por orina y heces 
contaminando el hábitat de especies con hábitos acuáticos. Para optimizar la preparación de 
muestras incógnitas utilizamos muestras de agua de los piletones de cría del bioterio de reptiles 
del ISAL. Se filtró el agua utilizando un equipo de filtrado por vacío (Lobov Científica, BsAs, 
Argentina), para remover el material sólido. Cambiando el filtro GF/CTMcada 200 ml.Los 
componentes hormonalmente activos fueron aislados por cromatografía de extracción en fase 
sólida empleando columnas de silica-gel Discovery® DSC-18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA). 
Previo a la siembra de agua se acondicionó la columna con metanol y agua de calidad Milli-Q. 
Se sembró una única muestra mediante vacío. La presión de vacío debió 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 extracción. Las muestras fueron eluídas 
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 utilización en 
los ensayos YAS/YES. 
Para el control positivo se preparó 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 incógnitas. 
 
Optimización de cultivos 
La cepa de levadura recombinante 
Saccharomycescerevisiae que se 
utilizó en este experimento fue 
gentilmente provista por el Prof. 
JP Sumpter (Stevenage, UK).Las 
condiciones del cultivo, 
constituidas por tiempo de 
incubación, presencia/ausencia de 
antibióticos (Ampicilina 100 mg/ml, 
Gentamicina 40 mg/ml) y número 
de repiques, se ajustaron hasta 
conseguir que las levaduras  
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alcanzaran la fase de crecimiento 
exponencial (densidad óptica (DO) 
a 540 nm de 0,8). 

Tabla 1: Condiciones y características del cultivo de levaduras 
recombinantes evaluadas para la optimización. 

 
 

Por experiencias previas con el cultivo de esta cepa de levaduras se conoce que una coloración 
blanca es indicativa de un cultivo libre de contaminación biológica; por ello, el color de los 
cultivos fue considerado durante la optimización de las variables. La Tabla 1 resume los 
cambios realizados para obtener cultivos de levaduras en fase de crecimiento. La 4ta condición 
se seleccionó como óptima 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 cromógeno CPRG por la 
exposición de las levaduras a 
compuestos con actividad hormonal 
o anti-hormonal. La placa se sembró 
con compuestos de referencia 
(Tabla 2) de concentración conocida 
para construir curvas de 
extrapolación y con las muestras de 
agua previamente acondicionadas. 
Como blanco de reactivos se usó 
etanol absoluto. También se sembró 
una dilución 1/6 del compuesto de 
referencia (“Spike”) para normalizar 
las medidas. 

 
Tabla 2: Sustancias de actividad hormonal/anti-hormonal 
conocida empleadas como referencia de los ensayos YAS y 
YES. 

 
En todos los pocillos de la placa se sembró un cultivo de levaduras en fase de crecimiento y 
luego de 3 días de incubación se midió la absorbancia a 570 nm y la turbidez a 620 nm. A partir 
de las medidas se calculó la turbidez corregida (Tcorregida) mediante la ecuación (1): 
 

𝑇𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 = 𝐴 570𝑛𝑚 − (𝐴 620𝑛𝑚 − 𝐴𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜 620𝑛𝑚)      (1) 

 
Donde A570 nm es la absorbancia de cada pocillo de la placa a 570 nm, A620 nm es la absorbancia 
de cada pocillo de la placa a 620 nm y, Ablanco620nm es el promedio de las medidas de turbidez de 
la hilera de pocillos correspondientes al blanco. 
Luego, se calculó la turbidez relativa porcentual (Trelativa%), en función de la Tcorregida y la turbidez 
corregida máxima registrada para la sustancia de referencia o, en el caso de las medidas de 
actividad anti-hormonal, del normalizador (Spike), empleando la ecuación (2): 
 

𝑇𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎% =
𝑇𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 

𝑇𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 𝑚á𝑥/𝑆𝑝𝑖𝑘𝑒
 × 100%                      (2) 

 
Finalmente, para obtener las curvas de medición 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 
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Figura 1. 
 

    
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 
actividad hormonal de las muestras por 
interpolación. Los resultados obtenidos 
indicaron para el control de BPA y para las 
muestras incógnitas actividad estrogénica y 
baja actividad anti-estrogénica. Para las 
pruebas de actividad androgénica y anti-
androgénica, para ambas muestras, los 
valores dieron por debajo del límite de 
detección. 

Como conclusión se puede decir que los 
ensayos YES y YAS resultan una herramienta  

 

Tabla 3: LOD representa el Límite de Detección. 

muy sensible para la detección de perturbadores endocrinos en concentraciones muy bajas. Su 
campo de aplicación es muy amplio según las muestras utilizadas. Por ejemplo, nos permitirá 
encontrar asociaciones entre la contaminación y las alteraciones reproductivas en la fauna. 
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