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Materiales y Métodos

3.1 Desarrollo de métodos para evaluar vitelogenina

3.1.1 Animales

Para la obtencion de Vtg con el objetivo de ser empleada como antigeno,
se utilizaron cuatro hembras sexualmente inmaduras que fueron provistas por

el Proyecto Yacaré de Santa Fe (http://www.mupcn.com.ar/yacare). Se criaron

en invernaculos de cria que cuentan con temperatura controlada de
aproximadamente 30°C, dentro de piletas con zonas secas e inundadas de
forma tal que los animales puedan optar en funcidon de sus necesidades de
regulacion de la temperatura corporal. La alimentacién fue balanceada y ad
libitum durante todo el periodo de experimentacion.

Las hembras Caiman latirostris (yacaré overo) utilizadas fueron de 1 afo
de edad con un promedio de peso corporal de 2,03+0,31 kg. El sexo de los
animales fue determinado por evaluacién de los genitales externos como

previamente se ha descrito en nuestro laboratorio (Stoker y col., 2003).

3.1.2 Protocolo de induccién de Vtg en hembras sexualmente
inmaduras.

Las hembras fueron tratadas por 7 dias consecutivos con inyecciones
subcutaneas diarias de 1 mg/kg de peso corporal de 173-estradiol (E2, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO). Los animales controles recibieron aceite de
sésamo (n=4). La solucién a inyectar se prepard disolviendo E2 en etanol
absoluto (Cicarelli, Argentina) y luego diluyendo esta solucion en aceite de
sésamo (etanol-aceite de sésamo 1:9). Se tomaron muestras de sangre
inmediatamente antes del tratamiento (para determinar el nivel basal de Vtg) y

7 dias posteriores a la ultima inyeccion se realizé la recoleccion final (figura 9).

Grupo experimental Dias de tratamiento
7 dosis E2 112/3(4|/5|6|7|8]9(10(11/12|13|14
Control 1123|4567 ]8|9|10/11{12]13[14

Se destacan dias 1, 7 y 14 que son dias de toma de muestra

Referencias:

Inyeccion con vehiculo (aceite de sésamo)
Inyeccion con E2

Sacrificio del animal

Figura 9: Esquema de tratamiento realizado para obtener Vig en las hembras
juveniles.
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3.1.2.1 Obtencién de plasma.

Se obtuvieron muestras de sangre por extraccién del seno occipital,
recogiendo en tubos con heparina (Rivero, Buenos Aires, Argentina) e
inhibidores de proteasas: aprotinina (Sigma), 0,0175 unidades inhibidoras de
tripsina (UIT)/ml y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 0,5 mM (figura 10).
Posteriormente, se centrifugd para separar el plasma que se almacené a -80°C

hasta su utilizacion.

Figura 10: Toma de muestra de sangre del seno occipital de un yacaré juvenil

3.1.3 Identificacién de Vtg.
Se identificé la Vtg en muestras de plasma siguiendo tres metodologias:

e Separacion de las proteinas plasmaticas de yacaré por
electroforesis en condiciones nativas y desnaturalizantes, tifiendo los
geles con Coomassie Brilliant Blue (Sigma).

e Reconocimiento de proteinas fosforiladas separadas por
electroforesis en geles, por medio del colorante Stains All (Sigma) (Green
y col., 1973).

e Evaluacién de reaccién cruzada del anticuerpo policlonal n° 498
provisto por Dr. KW Selcer (Departamento de Ciencias Bioldgicas,
Duquesne, Universidad de Pittsburgh, PA, USA). Este anticuerpo fue
desarrollado contra una porcion altamente conservada de Vtg de Xenopus
laevis (Selcer y col., 2001).

Al momento del analisis se tomd en consideracion el peso molecular de la

Vtg de otras especies.
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3.1.3.1 Electroforesis nativa y desnaturalizante.

La separacion de las proteinas por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida-duodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), se
realizd preparando geles discontinuos de concentracién variable de
poliacrilamida (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) entre 5 y 12% en el gel de
resolucion. Se sembraron cantidades conocidas de proteina por calle, junto con
un patrén de peso molecular de amplio espectro (Bio-Rad). Una vez realizada
la corrida, los geles fueron tenidos o utilizados para realizar western blot.

Para la realizacion de electroforesis en condiciones nativas se procedio
del mismo modo, descrito previamente omitiendo el uso de agentes
desnaturalizantes en la preparacion de los geles, las muestras y el buffer de
corrida.

La tincién con el colorante aminotriariimetano, Coomassie brilliant blue,
forma fuertes complejos no covalentes con las proteinas, muy probablemente
por combinacidén de fuerzas de van der Waals e interacciones electrostaticas
con los grupos amino (Simpson, 2003). Esta tincién se realizé para evidenciar
las proteinas separadas por electroforesis, poniendo en contacto el gel con el
colorante durante una hora en agitacion y posteriormente decolorando el gel
con soluciones de metanol - acido acético.

La tincion con Stains All, evidencia proteinas fosforiladas, para lo cual se
lavé el gel con isopropanol 25% (2 veces) durante 15 minutos (min) a 50°C (en
agitacion). Luego el gel se incubd toda la noche en colorante y al dia siguiente
se decolord con agua destilada (en oscuridad).

En todas las electroforesis se sembraron muestras de plasma de yacaré
provenientes de animales controles y tratados con E2. El peso molecular de la
Vtg de yacaré se calculé como el promedio del peso obtenido a partir de la

realizacion de 3 geles.

3.1.3.2 Determinacion de proteinas totales

Se determind el contenido proteico en las muestras obtenidas utilizando la
técnica de Bradford. Para ello, se utilizd6 albumina sérica bovina (BSA) para
preparar la curva de calibrado en un volumen final de 300 pl, y las muestras se
prepararon diluyéndolas adecuadamente y llevandolas a el mismo volumen

final. Luego, se agregd 3 ml de reactivo, dejando actuar 5 min. Las lecturas de
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las absorbancias se realizaron a 595 nm utilizando un esprectrofotometro UV-
VIS (Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA, USA). Las concentraciones de
las muestras se obtienen por interpolacién en la curva de calibrado y teniendo

en cuenta la dilucién que se les aplicé a las muestras.

3.1.4 Purificacion de Vtg.
La purificacion de Vtg se realizé en dos pasos, una precipitacién salina,
seguida por una cromatografia, a partir de plasma obtenido de hembras

tratadas con E2.

3.1.4.1 Precipitacion salina.

Previo a la realizacion de la precipitacion, se adiciond a las muestras de
plasma los inhibidores de proteasas, aprotinina y PMSF. Todas las soluciones
utiizadas se mantuvieron en bafno de hielo. La metodologia seguida fue
previamente descrita por otros autores (Wiley y col., 1979), pero se realizaron
modificaciones. Se homogeneizaron alicuotas de 500 pl de plasma de hembras
tratadas con E2, con 2 ml de EDTA-Na; 20 mM (pH 7,7) y 160 pl de MgCl, 0,5
M. Se centrifugd a 2500 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se
descarto y el precipitado conteniendo Vtg, fue disuelto con 200 ul de un buffer
compuesto por Tris-HClI 50 mM y NaCl 1 M (pH 7,5). Luego se centrifugd a
2500 g durante 30 min a 4°C, para separar posibles impurezas. El
sobrenadante que contenia Vtg disuelta nuevamente se sometié a precipitacion
por disminucion de la fuerza idnica, con 2,5 ml de agua destilada. Se centrifugo
por 15 min a 4°C y se separd por un lado el sobrenadante y por el otro el
precipitado, el cual se disolvido con buffer Tris-HCI 50 mM conteniendo NaCl
100 mM (pH 7,5). Esta ultima fraccidon se centrifugé a 18400 g por 10 min a
4°C, de esta forma se descarté una fraccion lipidica formada en la superficie de
la solucién. La solucion resultante, libre de lipidos, se homogeneiz6é con el
sobrenadante obtenido previamente para continuar con el siguiente paso de
purificacion. En todas las instancias se verificé la presencia de Vtg por PAGE-
SDS.
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3.1.4.2 Cromatografia de intercambio i6nico.

Se utilizé una columna de intercambio i6nico con cargas fuertemente
negativas, de 5 ml de lecho, provista comercialmente (Hi-Trap Q Sepharose
XL, Amersham Bioscience, Uppsala, Suecia) y se conecté a una bomba
peristaltica (Gilson Inc., Villiers le Bel, Francia).

La muestra obtenida por precipitacion se diluyd con buffer Tris-HCI 25
mM, (pH 9) se agregé6 PMSF y se sembro en la columna a una velocidad de
flujo de 1 ml/min. La columna fue eluida con 50 ml de un gradiente lineal de 0 a
1 M de NaCl en buffer Tris-HCI 25 mM (pH 9), a una velocidad de flujo de 3
ml/min. Se recogieron fracciones de 1 ml y se registr6 la absorbancia de cada
una de ellas a 280 nm en espectrofotometro (Beckman). Las fracciones
obtenidas fueron analizadas por PAGE-SDS vy los geles se tifieron con el

colorante Coomassie brilliant blue y con una solucioén de nitrato de plata.

3.1.5 Generacion del anticuerpo anti-Vtg.

Se realizé de acuerdo con el protocolo descrito por Diano y Le Bivic
(1996) con minimas modificaciones. La Vtg purificada por cromatografia de
intercambio iénico se separd por PAGE nativo y se transfiri6 a membranas de
nitrocelulosa de 0,45 uym de poro (Schleicher and Schuell Bioscience Inc.,
Keene, NH, USA). Se identificdé la Vtg transferida por coloracion con Rojo
Ponceau y se cortdé la membrana en pequefos trozos dentro de un tubo
eppendorf conteniendo buffer fosfato (PBS 0,05M, pH 7,5), para luego
someterla a sonicacion en bafo de hielo (High Intensity Ultrasonic Processor,
Vibra-Cell, Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA).

Se inmunizaron 2 conejos con aproximadamente 100 ug de Vtg siguiendo
el protocolo de Vaitukaitis y col. (1971). Dos semanas mas tarde, los conejos
fueron inoculados con otros 100 ug de Vtg y se les extrajo una muestra de
sangre de la vena auricular. Los 3 estimulos y tomas de muestra subsiguientes,
se realizaron una vez por mes hasta obtener un titulo constante, comprobado
con 2 muestras de suero de conejo obtenidas a diferentes tiempos. La titulacion
se efectu6 mediante técnicas de dot blot y western blot, utilizando como
antigeno, Vtg purificada y muestras de plasma de hembras tratadas con E2 y
con vehiculo. Los sueros de conejo cuyo titulo superaba 1/8000 se

almacenaron a -20°C.
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La purificacion del suero de conejo obtenido se realiz6 mediante dos
técnicas de cromatografia de afinidad. En una primera instancia se purifico
utilizando una columna de 1 ml de matriz comercial de proteina A (Hi-Trap
rProtein A FF, Amersham), permitiendo de este modo, aislar las
inmunoglobulinas G (IgG). La proteina A es un polipéptido constituyente de la
pared celular de Staphylococcus aureus, cuya masa molecular es de 42 kDa.
Presenta 4 sitios de potenciales de interaccion especifica con los anticuerpos,
pero solo 2 pueden utilizarse al mismo tiempo. Los sitios de unidon en la
molécula de anticuerpo se encuentran en el segundo y tercer dominio de la
region constante de la cadena pesada (Harlow y Lane, 1988). Esto significa
que existen al menos 2 sitios de union en cualquier molécula de anticuerpo
para la proteina A, lo que provee un excelente arreglo para la formacion de
complejos multiméricos. La proteina A posee caracteristicas que la convierten
en una opcién muy util para la purificacion de inmunoglobulinas, entre ellas: (1)
la interaccidn de los anticuerpos con la proteina A no modifica la capacidad de
interaccionar con el antigeno, debido a que el sitio de unidén se encuentra en la
region constante de los anticuerpos, (2) la proteina A es muy resistente a
condiciones desnaturalizantes, y (3) a pesar que posee alta afinidad por la
union del anticuerpo, la interaccion entre antigeno y anticuerpo puede
romperse condiciones de pH extremas (Harlow y Lane, 1988).

Luego, a partir de la fraccion de IgG totales aislada se realizd una
segunda cromatografia de afinidad, utilizando una columna cuya matriz se
componia de agarosa con radicales N-hidroxisuccinimida (NHS) activados (Hi-
Trap NHS activated HP, Amersham). Este tipo de cromatografia de
inmunoafinidad, es el uUnico método comunmente utilizado para purificar
anticuerpos especificos de antigenos a partir de una preparacion de
anticuerpos policlonales. Brevemente, 5 mg de Vtg se dializaron contra una
solucién de NaHCO3; 200 mM y NaCl 500 mM, (pH 8,3) y se concentré en un
volumen de 1 ml. La solucion de Vtg se adicioné a la columna de 1 ml de lecho
activado y se incub6 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se
desactivaron los grupos remanentes activos y la columna se lavo con PBS (pH
7,5), luego con buffer de elucién, glicina 100 mM, (pH 3) y finalmente se
equilibré con PBS. La fraccion enriquecida con IgG se sembro en la columna y

se lavd con PBS. La elucion se realizod con buffer glicina 100 mM (pH 3) y se
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recogieron fracciones de 1 ml con 60 ul de Tris-HCI 1,5 M (pH 8,6), para
neutralizar el eluido. La absorbancia a 280 nm fue registrada en
espectrofotometro (Beckman) y las fracciones conteniendo el anticuerpo anti-
Vtg doblemente purificado, se homogeneizaron y se utilizaron para los

inmunoensayos. El anticuerpo resultante se llamé LETHW 03-07.

3.1.6 Western blot para la deteccion de Vtg.

A los fines de caracterizar el anticuerpo anti-Vtg de yacaré, las proteinas
plasmaticas de animales controles y tratados con E2, asi como la Vig
purificada, se separaron por electroforesis en condiciones nativas y
desnaturalizantes, y luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas fueron bloqueadas con leche descremada 5% en Tris buffer salino-
Tween (TBST; Tris 25 mM, NaCl 0,14 M, Tween-20 0,05% v/v, pH 7,4) durante
toda la noche a 4°C para prevenir uniones inespecificas. Al dia siguiente, se
realizaron 3 lavados de 10 min en agitaciéon con TBST (NaCl 0,5 M) y se incubo
1:30 horas (h) con el anticuerpo anti-Vtg LETHW 03-07, diluido 1/1000 o 1/1600
en TBST con leche descremada 2% a 25°C en un agitador orbital. Luego, la
membrana se lavd nuevamente con TBST (NaCl 0,5 M) y se incubd con
anticuerpo secundario, anti-lgG de conejo generado en cabra marcado con
peroxidasa (Amersham), diluido 1/2500 en TBST-leche descremada 2%. La
membrana se lavé nuevamente 3 veces con TBST (NaCl 0,5 M) y la reaccién
se visualizé utilizando diaminobencidina 0,5 mg/ml (DAB; Sigma) como sustrato
de la enzima ligada al anticuerpo secundario. Asimismo, este protocolo fue
seguido utilizando el anticuerpo primario anti-Vtg N°498, provisto por el Dr.
Selcer, diluido 1/100 en TBST- leche descremada 2%.

3.1.7 Actividad cruzada del anticuerpo LETHW 03-07

3.1.7.1 Animales

Para la evaluacion del reconocimiento de Vtg en otras especies, se
utilizaron tortugas juveniles de las especies Trachemys scripta dorbignyi (peso
corporal promedio: 0,35+0,05 kg), Phrynops hilarii (peso corporal promedio:
0,8410,11 kg) (figura 11). El sexo se determin6 por evaluacion histologica de

los genitales internos.
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Figura 11: Especies de tortugas utilizadas para la evaluacion de la reaccion cruzada
del anticuerpo. A: Trachemys scripta dorbignyi. B: Phrynops hilarii

3.1.7.2 Evaluacion de lareaccion cruzada

Se obtuvieron muestras de plasma de tortugas T. scripta dorbignyi y P.
hilarii que fueron tratadas previamente con E2 siguiendo el protocolo de Palmer
y Palmer (1995). Para ello, se administraron 2 inyecciones subcutaneas de 1
mg/kg de peso corporal espaciadas por 7 dias. Pasados 7 dias de la ultima
inyeccion, se obtuvieron las muestras de sangre recogidas en tubos
heparinizados que fueron centrifugadas para separar el plasma.

Las proteinas plasmaticas se separaron por PAGE-SDS y se transfirieron
a membrana de nitrocelulosa. La reactividad del anticuerpo LETHW 03-07 fue

evaluada por western blot.

3.1.8 Dot blot para monitoreo de Vtg.

Este ensayo se optimiz6 como un método de monitoreo de Vtg. Para ello,
se agrego6 de 0,3 a 80 ng de Vtg a una cantidad constante de plasma de yacaré
macho y se sembrd directamente en una membrana de nitrocelulosa. Del
mismo modo se sembraron las muestras incognitas. La inmunodeteccion de la
Vtg se realizd siguiendo el protocolo descrito para western blot. El anticuerpo
primario anti-Vtg LETHW 03-07 fue evaluado en diluciones crecientes desde
1/500 a 1/8000 y el anticuerpo secundario (Amersham) se utilizé en una
dilucién 1/2500. De esta manera, no sélo fue posible determinar la presencia de

Vtg, sino también estimar su contenido aproximado en las muestras incognitas.

47



Materiales y Métodos

3.1.9 Obtencién y procesamiento de muestras de tejido.

Cada animal sacrificado se colocé con el abdomen hacia arriba sobre una
mesa de cirugia y se fijé por sus cuatro miembros. Se levantd el cuero con
pinza de punta “diente de ratén” a 0,5 cm del orificio de la cloaca y con tijera de
punta roma se realizé una incisidon en un angulo de 45° hacia los laterales hasta
la altura de las ultimas costillas, exponiendo la cavidad abdominal. De cada
animal se disec6 una porcion de higado de 1 cm aproximadamente, el cual se
sumergido en una solucién de formol al 4% tamponada a pH 7,5 con PBS
durante 6 h a temperatura ambiente, respetando la proporcion recomendada de
fijador/muestra (20:1) para permitir una adecuada conservacion morfologica del
tejido. Luego se realizaron dos lavados de 10 min cada uno y se mantuvieron
en solucion de etanol al 70%. El procedimiento utilizado para la inclusion de las
muestras en tacos de parafina fue el descrito por Junqueira (1983), en el que
las mismas son deshidratadas en soluciones de etanol de graduacion
creciente, clarificadas en sucesivos pasajes por xilol e incluidas en parafina.
Posteriormente, se realizaron cortes histoléogicos de 5 ym de espesor en
micrétomo que se montaron en portaobjetos previamente tratados con
adhesivo tisular (3-aminopropil trietoxysilano, Sigma) y se secaron en estufa a
37°C durante 24 h.

3.1.10 Inmunohistoquimica para deteccion de Vtg in situ.

El anticuerpo anti-Vtg LETHW 03-07 fue evaluado en un ensayo de
inmunohistoquimica utilizando muestras de higado de yacarés controles y
tratados con E2. Estas muestras fueron obtenidas y procesadas mediante
técnicas histologicas basicas, tal como se describe previamente.

Se montaron en portaobjetos cortes de 5 um de espesor obtenidos a partir
de tacos de parafina, y se realiz6 una técnica de inmunohistoquimica estandar
optimizada en nuestro laboratorio. En la misma utilizamos un tratamiento con
horno microondas como método de recuperacion antigénica (Mufioz-de-Toro y
col., 1998). Luego se bloquea la actividad enddégena de la enzima peroxidasa,
utilizando metanol-perdxido de hidrogeno, y los sitios de unidn inespecificos,
con suero normal de cabra disuelto en PBS-leche descremada 1,5%. A

continuacion se detalla la técnica de inmunohistoquimica aplicada (tabla 8).
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Tabla 8: Técnica inmunohistoquimica para detectar Vtg

-Desparafinar e hidratar

Xilol

Alcohol 100°

PBS

-Recuperacion Antigénica

Calentamiento en horno microondas en
solucion de buffer citrato 0,01 M, pH 6

PBS

-Bloqueo de la actividad de peroxidasa
enddgena

Agua oxigenada 3% en metanol

PBS

-Bloqueo de los sitios de wuniébn no
especificos

Suero normal de cabra 5% adicionado con
leche en polvo descremada 1,5%.
-Incubacidn con anticuerpo primario

PBS

-Sistema de revelado

Anticuerpo secundario biotinilado

PBS

Estreptavidina-peroxidasa

PBS

Sustrato de la enzima (H,O, 0,001%) +
cromogeno (2 mg/ml, DAB) disueltos en 0,05
M Tris-HCI pH 7,5

Agua destilada

-Contracoloracion

Hematoxilina de Mayer

-Deshidratar y Montar

3 pasajes de 3 min c/u
3 min

5 min

3 min 100%, 14 min 40%, 20 min
apagado

5 min

15 min

15 min

30 min (en camara humeda)

14-16 h a 4°C (en camara humeda)

15 min

30 min (en camara humeda)
5 min
30 min (en camara humeda)

5 min

5 min

1 min

El anticuerpo primario utilizado en este caso, LETHW 03-07, se diluyo

1/200. El anticuerpo secundario empleado fue un anti-IgG de conejo biotinilado
(Zymed, San Francisco, CA, USA) diluido 1/600. EIl sistema de estreptavidina-

peroxidasa (Sigma) se utilizé diluido 1/400.
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En todos los casos se realizaron controles negativos de especificidad
sustituyendo el anticuerpo primario con suero no inmune. Cuando fue posible,
también se incorporaron en cada ensayo de inmunohistoquimica, controles

positivos (ej: tejido cuya reaccidn positiva ya ha sido comprobada previamente).

3.1.11 Desarrollo del enzimoinmunoanalisis (ELISA).

Se desarrollé un ELISA competitivo donde se evalua la capacidad de la
Vtg soluble de inhibir la union del anticuerpo anti-Vtg al antigeno inmovilizado
en fase solida. En todos los casos, las muestras se evaluaron por duplicado en
la misma placa. Para el desarrollo de la técnica previamente se optimizaron las
condiciones de ensayo.

3.1.11.1 Seleccion del buffer y la cantidad de antigeno para la
sensibilizaciéon de placas.

Se evaluaron 2 soluciones para sensibilizar las placas de poliestireno de
96 pocillos (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Alemania): PBS pH 7,5 y
buffer carbonato/bicarbonato de sodio 50 mM pH 9,6. En la placa se sembraron
diferentes cantidades de Vtg purificada en el rango de 50 a 1000 ng por pocillo,
preparadas en buffer de sensibilizacién. Se bloqued con 4% leche descremada
en PBS para evitar uniones inespecificas, durante 1:30 h a 37°C y luego de
lavar los pocillos con PBS-0,05% Tween 20 (PBST), se incubd con anticuerpo
anti-Vtg (1/1000 diluido en buffer ELISA: 4% leche descremada en PBST)
durante 1:30 h a 37°C. Se lavaron los pocillos con PBST y se incubd con
anticuerpo secundario anti-conejo 1/1500 por 1 h a 37°C. Luego de lavar los
pocillos con PBST, la reaccion se evidencio utilizando el sustrato 3,3’,5,5;-
Tetrametilbencidina (TMB, Zymed). La reaccion se detuvo con acido sulfurico
12%.

3.1.11.2 Determinacion del titulo de anticuerpo.

Para determinar la dilucién 6ptima de anticuerpo anti-Vtg a utilizar, la
placa se sensibilizdé con 50, 100 y 200 ng de Vtg purificada (de acuerdo a los
resultados obtenidos en el punto anterior, 3.1.11.1). Se prepararon diluciones
sucesivas al medio de anticuerpo a partir de 1/500 hasta 1/1024000 y se sigui6

el protocolo previamente descrito.
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3.1.11.3 ELISA competitivo.

Establecidas las condiciones de sensibilizacién y concentraciones de
antigeno y de anticuerpo a utilizar, se optimizaron los tiempos de preincubacién
de muestra y anticuerpo, y los de competicién entre antigeno fijado a la fase
soélida, la muestra y el anticuerpo. Asimismo se verifico la dilucion adecuada del
anticuerpo primario en un ELISA de competicién evaluando diluciones en el
rango previamente establecido.

Luego, se sensibilizaron placas de 96 pocillos durante toda la noche a
4°C, con 100 pl de una solucion estandar de Vtg (200ng/pocillo) preparada en
buffer carbonato de sodio (60 mM, pH 9,6). Se prepard una solucién 25 ug/mi
de Vtg purificada, utilizando para su dilucion plasma de yacaré macho
(ausencia de Vtg) a partir de la cual se realizaron diluciones sucesivas al medio
en buffer ELISA. Luego se adicion6 un volumen equivalente al de las diluciones
de Vtg, del anticuerpo anti-Vtg 1/500, quedando asi finalmente diluido 1/1000 y
se incub¢d toda la noche a 4°C. Del mismo modo, se prepararon las muestras
incognitas. Al dia siguiente, los pocillos se lavaron 3 veces con PBS y se
bloquearon durante 1:30 h con 4% leche descremada en PBS. Luego, se
colocaron 100 ul de las muestras preincubadas con el anticuerpo en los pocillos
lavados previamente con PBST, durante 30 minutos a 37°C. Se lavaron los
pocillos y se incubaron durante 1 h a 37°C con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo generado en cabra marcado con peroxidasa (Amersham), en
una diluciéon 1/1500. Finalmente, se lavaron nuevamente los pocillos con PBST
y se evidencié la reaccion utilizando TMB. La reaccion se detuvo utilizando
H,SO4 al 12%. La absorbancia de los pocillos se registré a 450 nm en un lector
de placas (Multiskan EX, Thermo Electro Co., Finland, EU). Los controles
negativos se prepararon utilizando plasma de yacarés (libres de Vtg) o buffer
ELISA (figura 12).
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Figura 12: Esquema del ELISA de competicion

La curva de calibrado estandar se construy6 graficando los valores de la
densidad Optica versus los logaritmos de las concentraciones de Vtg. El limite
de deteccion se establecido como el valor del titulo que difiere en 3 desviaciones
estandares de los controles negativos, y la sensibilidad del ELISA se calculd

como la pendiente de la curva estandar.

3.1.12 Aplicacién de las metodologias desarrolladas.

Una vez optimizadas las técnicas para la deteccién y cuantificacién de Vig
evaluamos la induccion y la expresion de Vitg en yacarés y tortugas de agua
dulce de ambos sexos, diferentes edades y bajo diferentes situaciones

experimentales.

3.1.12.1 Induccién de Vtg en yacarés macho juveniles

3.1.12.1.1 Animales.

Con el fin de determinar la capacidad de los yacarés macho para
sintetizar Vtg en respuesta a bajas dosis de E2, se utilizaron animales provistos
por el Proyecto Yacaré de Santa Fe que fueron criados y mantenidos segun se
describe en el punto 3.1.1. Los animales utilizados fueron de 1 ano de edad
con un promedio de peso corporal de 1,81+0,16 kg y fueron sexados por
evaluacion de los genitales externos (Stoker y col., 2003).

3.1.12.1.2 Protocolo de tratamiento y evaluacion.

Se administraron 2 inyecciones de E2 de 1mg/kg de peso corporal,
espaciadas por 7 dias. La sangre fue colectada 1- previamente al tratamiento

para obtener el valor basal de Vtg, 2- antes de administrar la segunda inyeccién
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de E2, y 3- 7 dias posteriores a la ultima inyeccion. La misma fue colocada en
tubos heparinizados y con inhibidores de proteasas.

Utilizando las técnicas desarrolladas, la Vtg se determiné a través de
monitoreo por dot blot, se evalué su especificidad por western blot y se
cuantificaron los niveles circulantes por ELISA. Ademas la expresion de Vtg en

muestras hepaticas se evidencié a través de inmunohistoquimica.

3.1.12.2 Induccién de Vtg en crias hembra de yacaré overo.

3.1.12.2.1 Animales.

Con el objetivo de conocer la ontogenia de la respuesta de inducciéon de
Vtg utilizamos crias C. latirostris de aproximadamente 1 mes de edad provistas
por el Proyecto Yacaré de Entre Rios (Parana, Entre Rios). Las crias se
mantuvieron en un ambiente calefaccionado, en recipientes de vidrio adaptados
con una rampa que les permitié desplazarse tanto sobre zonas secas como
humedas y se alimentaron a base de carne vacuna con bajo tenor graso
(figura). El sexo de las crias fue determinado por evaluacion histologica de las
gonadas (Stoker, 2004).

A

Rampade#
vidrio

Zona
himeda

Figura 13: Mantenimiento de crias C. latirostris en condiciones de laboratorio. A:
Recipiente de vidrio adaptado con una zona humeda y una rampa de vidrio para la
zona seca. B: Alimentacion de las crias

3.1.12.2.2 Protocolo de tratamiento.

Se realizaron 3 protocolos de tratamiento con E2, basados en los
resultados previamente obtenidos utilizando yacarés juveniles. Se
administraron 1, 2 o 7 inyecciones subcutaneas de E2 segun se muestra en el
esquema (figura 14) a crias hembra de 26 dias de edad (n=28), distribuidas en
los diferentes grupos de tratamiento.
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Gr_upo Dias de tratamiento
experimental
1 dosis E2 1123|4567 |8|9(10{11|12(13]14
1 dosis E2 1123|4567 |8|9|10/11|12|13|14
2 dosis E2 1123|4567 |8|9|10/11|12|13|14
7 dosis E2 1123|456 |7 |8|9|10/11|12|13|14
Control 1123456789 |10/11|12|13|14
Referencias:

Inyeccion con vehiculo (aceite de maiz)
Inyeccién con E2
Sacrificio del animal

Figura 14: Esquema del tratamiento recibido por las crias C. latirostris. Las crias de 26
dias de edad se dividieron en 5 grupos experimentales y al finalizar el tratamiento
todos los animales contaron con 40 dias de edad.

3.1.12.2.3 Evaluacion de la induccién de Vtg.

A los fines de evaluar la capacidad de estas crias para inducir Vitg al
momento del sacrificio se recolectd sangre en tubos heparinizados y con
inhibidores de proteasas. Se separo el plasma y las muestras obtenidas fueron
evaluadas por dot blot, western blot e inmunohistoquimica, y los niveles

circulantes de Vtg fueron cuantificados por ELISA.

3.1.12.3 Niveles de Vtg en tortugas silvestres adultas durante la
estacion reproductiva.

3.1.12.3.1 Animales

Una de las metodologias optimizadas fue aplicada para el reconocimiento
de Vitg en tortugas silvestres en época reproductiva. Para ello, se utilizaron
tortugas sexualmente maduras de la especie P. hilarii (peso corporal promedio:
2.85+1.25 kg). Las tortugas fueron capturadas en las inmediaciones del rio
Salado (Santa Fe) en la primavera del afio 2004 y se les determino el sexo por
evaluacion del plastron y medidas del plastron a la cloaca (figura 15). Los
machos presentan una distancia mayor del plastron a la cloaca que las
hembras, debido a que alli es donde se aloja el pene (de Solla y col., 1998).
Ademas, el sexo fue confirmado por la forma que adopta el plastron, los
machos presentan un ligero hundimiento que facilitaria la cépula, mientras que

el plastron de las hembras es plano (comunicacion personal de la Prof.

54



Materiales y Métodos

Fioramontti perteneciente al Museo de Ciencias Naturales “F. Ameghino”,
Santa Fe).
Se tomaron muestras de sangre e inmediatamente después fueron

liberadas.

Figura 15: Evaluacién del sexo de tortugas T. scripta adultas. Medicion de la distancia
del plastrén (flechas superiores) a la cloaca (flechas inferiores). A: Evaluacion de un
macho, la distancia medida es mayor. B: Evaluacion de una hembra, distancia menor.

3.1.12.3.2 Evaluacion de la reaccion

Se obtuvieron las muestras de sangre recogidas en tubos heparinizados
que fueron centrifugadas para separar el plasma. Las muestras fueron
sometidas a los mismos procedimientos descritos en el punto 3.1.6 para la
evaluacion de la reactividad por western blot.

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

Con el propésito de determinar posibles alteraciones morfolégicas y
modificaciones en la proliferacion celular debido al tratamiento con E2, se
evalué un érgano blanco de accion estrogénica, el oviducto. Para ello, se
utilizaron las crias C. latirostris sometidas a los tratamientos previamente
descritos en el punto 3.1.12.2.2 y luego del sacrificio, se extrajo el complejo
gonadal-adrenal-mesonefros (GAM) al cual se encuentra unido el ducto sexual
(oviducto) (figura 16). Se colocé el animal en la tabla de diseccidén y se expuso
la cavidad abdominal tal como se describié en el punto 3.1.9. Con pinza
anatomica se separé cuidadosamente el vitelo cortando su punto de unién con

el intestino permitiendo la visualizacién del complejo GAM (figura 16). Con tijera
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de punta fina se disec6 este complejo GAM unido al oviducto que fueron fijados

y procesados hasta su inclusion en parafina.

B
A
Corteza
Corteza ovarica
.. ——
ovarica

Oviducto =

Figura 16: Representacion esquematica (A) e imagen macroscopica (B) de los
genitales internos de una hembra C. latirostris de 10 dias de edad. Se distinguen
claramente los oviductos y los complejos GAM cuyas regiones caudales descansan
sobre los rifiones.

3.2.1 Evaluacién de la altura del epitelio del oviducto.

La altura del epitelio del oviducto se estudié en cortes histologicos de 5
pMm de espesor que fueron coloreados con la solucion tricromica de Picrosirius y
contracoloreados con hematoxilina (Montes y Junqueira, 1988). La evaluacion
se realizd sobre imagenes digitalizadas provenientes de al menos 3
profundidades diferentes, cada una de ellas por duplicado, del complejo GAM
de cada animal conteniendo oviducto. Los cortes histologicos fueron tefidos
con Picrosirius-hematoxilina. Las imagenes fueron tomadas por una camara
color SPOT Insight (Diagnostic Instruments Inc. Sterling Heights, MI, USA)
acoplada a un microscopio Olympus BH2 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo,
Japoén) (equipado con iluminacion halégena de 12V 100W y con fuente de luz
estabilizada). ElI microscopio fue optimizado para iluminacién Koehler. Se
digitalizaron los campos microscopicos abarcando toda la muestra utilizando
objetivo de 40X. La resolucion de las imagenes fue de 1600 x 1200 pixeles. Las
mediciones espaciales se calibraron con reglas de referencia. El analisis de las
imagenes se llevé a cabo con el sistema Image Pro-Plus 4.1.0.1® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Sobre cada imagen se delinearon

manualmente los limites basal y apical del epitelio del oviducto en todo el
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recorrido comprendido en la imagen (figura 17). La altura del epitelio se calcul6
automaticamente como el promedio de la longitud de los segmentos

perpendiculares a las dos lineas trazadas en cada punto del recorrido.

Figura 17: Delimitacion de los bordes apical y basal del epitelio del oviducto (lineas
amarillas) en una imagen digitalizada de un corte histologico, utilizando el sistema
Image Pro-Plus. Las flechas representan la altura tomada en tres puntos del epitelio.
Coloracién: Picrosirius-Hematoxilina. Magnificacion: 400X

3.2.2 Evaluacion de la proliferacién celular en el oviducto.

La evaluacion de la proliferacion celular se realizd sobre cortes
histolégicos de 5 um de espesor del complejo GAM-oviducto, en los cuales se
aplicd una técnica inmunohistoquimica para detectar un antigeno nuclear
asociado al ciclo de division celular (PCNA, antigeno nuclear de células en
proliferacion). La técnica aplicada fue la descrita en el punto 3.1.10 utilizando
como anticuerpo primario el Clon PC-10 diluido 1:400 (Novocastra Lab. Ltd.
Newcastle upon Tine, Reino Unido). Como sistema de revelado se utilizé un
anticuerpo secundario, anti-ratdbn conjugado con biotina (Sigma) en una
diluicién 1:130 y estreptavidina-peroxidasa diluida 1:150, ambos en PBS con el
agregado de BSA al 1%. La cuantificacion se realizé en microscopio 6ptico con
objetivo de 100X y se consideraron positivas las células intensamente

marcadas.

o7



