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Abstract

Una gran diversidad de sustancias antropogénicas presentes en el ambiente, conocidas como
perturbadores enddécrinos (PE) son capaces de alterar la homeostasis del sistema endécrino de los
organismos. El incremento de ciertas patologias, principalmente reproductivas, ha sido asociado con
la creciente exposicion a PE, haciendo cada vez mas necesario contar con sistemas de monitoreo
gue permitan evaluar la capacidad de PE de compuestos utilizados por el hombre.

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar los efectos de un tipo particular de PE, los estr6genos
ambientales, mediante el empleo de dos modelos, uno in vitro y otro in vivo. Para el primero se
empleé la linea celular reportera T47D-KBluc que contiene el gen de la luciferasa bajo un promotor
regulado por elementos de respuesta a estrégenos. Este sistema permite realizar de forma rapida y
efectiva un cribado primario de compuestos para evaluar su actividad estrogénica. El segundo
modelo, plantea el empleo de un ratén transgénico Oct4-GFP, el cual expresa la proteina verde
fluorescente (GFP, green fluorescent protein) sélo en las células germinales mas indiferenciadas,
pudiéndolas distinguir de las germinales maduras y de las células somaticas. Este modelo posibilita
estudiar los efectos de la exposicion perinatal a PE sobre el desarrollo de la poblacion de gametas
masculinas.

Se optimizé el sistema in vitro para evaluar la capacidad estrogénica de los compuestos 17a-
etinilestradiol, Bisfenol A y 3-(4metilbencilindano)-canfor, comparandolos con el estrogeno estandar
(17B-estradiol). Ademas, se realizaron ensayos in vivo con crias macho de madres OCT4-GFP
expuestas desde el dia 5,5 post-coito al 7 post-nacimiento a PE para evaluar por citometria de flujo el
impacto del tratamiento sobre las suspensiones celulares testiculares, demostrando que al menos
dos de los compuestos evaluados fueron capaces de modificar significativamente el nivel de
expresion del gen GFP, lo que podria implicar una alteracion en el proceso de desarrollo de las
células germinales.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el empleo combinado de ambos modelos
podrian ser utilizados por organismos publicos y privados como herramientas para el monitoreo de
sustancias del ambiente y/o evaluar el potencial riesgo de nuevos productos, reduciendo tanto los
tiempos como los costos de evaluacion.

Uruguay, pais exportador de productos ganaderos, depende enormemente de la tasa de
reproduccién de animales, la cual puede ser afectada por estrégenos ambientales. El desarrollo de
una metodologia rapida y econGmica para monitorear sus niveles y tomar medidas acordes,
beneficiara tanto la economia como la productividad del pais.
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1-Introduccién

1.1- Sistema endocrino

El sistema enddcrino es uno de los sistemas principales que tiene el cuerpo para comunicar,
controlar y coordinar el funcionamiento del organismo. Estas acciones son llevadas a cabo a través
de mediadores quimicos conocidos como hormonas, que son sintetizados y secretados por las
glandulas endécrinas. Las principales glandulas del sistema enddécrino son el hipotalamo, la glandula
pituitaria, la tiroides, la paratiroides, la glandula adrenal, la glandula pineal, los 6rganos reproductivos
y el pancreas.

Pequefas alteraciones en la homeostasis de este sistema pueden generar consecuencias graves en
el individuo afectado. Dentro de las enfermedades causadas por desregulaciones hormonales se
encuentran la diabetes, el gigantismo, el hipotiroidismo y disgenesias gonadales. Estas
desregulaciones pueden ocurrir por causa de factores ambientales que impactan negativamente,
interfiriendo en el sistema endécrino a distintos niveles, por ejemplo alterando la secrecion de
hormonas desde el hipotdlamo o la gldndula pituitaria, alterando la biotransformacion enzimatica de
hormonas por el higado o impactando negativamente en el sistema reproductor (1-2).

1.2- Perturbadores endoécrinos

Desde mediados del siglo XX se ha reportado una incidencia creciente de enfermedades
reproductivas y consecuentemente una baja en las tasas de fertilidad humana (3). La infertilidad, que
se define como la imposibilidad de concebir después de un afio de tener relaciones sexuales sin
proteccion, es una enfermedad que afecta al 9% de la poblacion mundial (4). Debido al corto periodo
de tiempo en el que este tipo de enfermedades ha aumentado, este problema no seria atribuible a
cambios genéticos pero si a cambios ambientales (5). Existe abundante evidencia que sugiere que
los causantes podrian ser sustancias potencialmente peligrosas utilizadas por el hombre y cuya
presencia en el ambiente se ha incrementado en las Ultimas décadas y afectarian tanto a los
humanos como a los animales salvajes (6). Algunos de estos quimicos, capaces de alterar la
homeostasis del sistema enddcrino, son conocidos como perturbadores endécrinos (PE) (7).

Los PE son compuestos antropogénicos de variada naturaleza, capaces de interferir con la accion
hormonal enddgena. Pueden ser solventes, lubricantes industriales (bifenilos policlorados o
polibrominados, dioxinas), plasticos (bisfenol A, ftalatos), pesticidas (metoxiclor, Ditiotreitol),
hormonas sintéticas (17 a-etinil-estradiol), filtros solares o compuestos naturales (fitoestrégenos) (8).
Estos compuestos pueden actuar afectando la funcién natural de las hormonas. Pueden imitar o
bloquear la accién de hormonas, alterar su biodisponibilidad, inhibiendo o estimulando la produccion
de las mismas, alterando su secrecion y transporte o afectando las vias enziméticas relacionadas con
su sintesis y metabolismo (9).

Todos estos mecanismos de accion pueden afectar a los seres vivos de diversas maneras. En
particular, la exposiciéon a PE durante la etapa de feto o de neonato es un problema mayor ya que es
cuando un ser vivo es mas susceptible a la accién de estos compuestos (10). Los efectos de la
exposicién durante las primeras etapas del desarrollo fetal pueden afectar el desarrollo del sistema
nervioso central, el corazoén, los huesos y el sistema reproductor. También se ha relacionado dicha
exposicién con la presencia de cancer en la nifiez y problemas en la maduracion sexual (9).

De acuerdo al mecanismo de accion, muchos de los efectos de los PE pueden no manifestarse en
forma inmediata, por lo que las consecuencias de una exposicién a una edad temprana pueden ser
evidenciadas recién como enfermedades en la adultez del individuo (11). Uno de los mecanismos
generales mediante el cual se propone que la exposicion prenatal y postnatal puede producir
cambios fenotipicos en la adultez es mediante la alteracion de las marcas epigenéticas que juegan
un rol muy importante en la determinacion de la expresion génica (12). En algunos casos, estos
compuestos también pueden promover una transmision heredable de la enfermedad a generaciones
sucesivas a través de mecanismos transgeneracionales observandose efectos como anomalias en la
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pubertad, enfermedades testiculares, obesidad, y ovarios poliquisticos en la tercera generacion (F3)
(13-15).

El aumento de la presencia de PE en el ambiente en los ultimos 50 afios también se correlaciona con
la mayor tasa de trastornos en las funciones reproductivas masculinas, como son baja calidad
espermatica e infertilidad, anomalias en el tracto urogenital, hipospadias, criptorquidea y cancer de
testiculo (7,16-17). En este periodo de tiempo, el recuento espermatico global disminuy6 a la mitad
(113 millones a 66 millones/mL) acompafiado de anormalidades en la morfologia y motilidad
espermatica (18). En un estudio reciente llevado a cabo en 1000 nifios recién nacidos, se encontro
una correlacion lineal entre la exposicion materna a PE y bajos niveles de testosterona, menor
longitud del pene y una mayor incidencia de anomalias reproductivas en la progenie masculina (19).

Ademas de los efectos sobre el desarrollo y la reproduccién, algunos PE han demostrado ejercer una
influencia sobre desérdenes metabdlicos y aumentar la predisposicién a padecer diabetes. Estudios
in vivo e in vitro asi como estudios epidemioldgicos asocian el incremento de ciertos PE en las
Ultimas décadas con el aumento de incidencia de la obesidad y sindrome metabdlico, definiendo a
este tipo de perturbadores como “obesdgenos”(20-22). En la figura 1 se muestran los principales
organos enddécrinos que son afectados por los PE como son los érganos reproductivos, el pancreas y
la tiroides (9).

Glandula pituitaria

Glandula pineal Hipotalam

*)

\ Paratiroides

Tiroides \Aj
Glandula adrenal ‘ '

Pancreas -
"
'
'y -7 (,A /:j J }
Testiculo
Ovarios

Figura 1. Principales érganos enddcrinos afectados por los PE. Tomado y
modificado de “Endocrine disruptive chemicals and disease susceptibility” (9)

1.3- Compuestos gquimicos que actlian como perturbadores
estrogénicos

Los estrogenos son un grupo de hormonas esteroideas producidas por la modificacion enzimatica del
colesterol (23). Su participacion en la fisiologia esta principalmente asociada a las funciones sexuales
femeninas aunque también esta presente en hombres, donde es producida como un metabolito
activo de la testosterona. Dentro de este grupo de hormonas sexuales, el estrogeno mas importante
en la etapa reproductiva femenina es el 17-B-estradiol (E2) que es responsable del mantenimiento
del sistema reproductor femenino y del desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias (1). En
los machos el E2 juega un rol importante en la regulacién de la gonadotropina, en varias funciones
cerebrales, en la maduracién de los huesos y en el metabolismo lipidico (24).
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El principal mecanismo a través del cual estas hormonas actlan, es mediante la interaccién con los
receptores de estrégeno (ER). Existen tres tipos de receptores de estrégeno: los receptores
nucleares alfa y beta (ERa y ER), los receptores de membrana que son variantes de los ER
nucleares y los receptores de estrégenos asociados a proteinas G, que son receptores asociados a
membrana que presentan una gran afinidad por el estrégeno. La principal funcion de los ER es
actuar como factor de transcripcién para regular la expresion génica y otros procesos rio abajo,
aunque recientemente se ha reportado que los receptores asociados a proteinas G podrian cumplir
otras funciones que no requieren de activacion de la transcripcién (9,25).

Existe una gran variedad de moléculas sintéticas y naturales distintas del E2 que pueden activar a los
ERa y ERB. Entre las moléculas naturales se destacan los fitoestrégenos producidos por plantas o
los micoestrégenos producidos por hongos. Los activadores sintéticos comprenden aquellos
producidos por el hombre, también llamados xenoestrégenos. Algunos pueden ser estrégenos
sintéticos disefiados para uso directo en humanos como por ejemplo, el anticonceptivo oral 17-a-etinil
estradiol. En otros casos, son compuestos utilizados para la fabricacién de productos como pinturas,
resinas, plasticos, que indirectamente entran en contacto con el hombre y los animales pero que
también son capaces de alterar la actividad normal de los estrogenos enddgenos (9). A estos
perturbadores enddcrinos con actividad estrogénica se los conoce con el nombre de perturbadores
estrogénicos (PEQ).

Un ejemplo de PEg son los filtros solares. Algunos agentes bloqueantes de rayos ultravioleta tipo A
(UV-A) o UV-B, ampliamente utilizados en la elaboracion de cremas protectoras solares (hasta en un
10% de su composicion), han demostrado poseer actividad estrogénica tanto en ensayos in vitro
como in vivo. Estos compuestos son liberados a los cuerpos de agua por plantas de tratamiento de
efluentes y son capaces de bioacumularse. El filtro solar UV-A 3-(4-metilbencilindano)-canfor (4-
MBC), ha sido detectado en concentraciones de 1800 ng/g en peces que habitan un rio que recibe
aguas de una planta de tratamiento de efluentes (26). Otro estudio reporté que en los sedimentos de
las plantas de tratamiento de agua el nivel de 4-MBC fue de 150-4980 pg/kg de materia seca
mientras que el de otro filtro solar (etilexyl cinamato) fue de 10-390 pg/kg de materia seca (27).

Se ha demostrado que el 4-MBC se une preferencialmente al ERB (28) e interfiere con el desarrollo
del tracto reproductor femenino en ratas (29). En otro estudio se report6é que la exposicion a 4-MBC
dilaté el inicio de la pubertad en machos, disminuyd el peso de la préstata e incrementd el peso
testicular en ratas macho (30). La expresién y respuesta a estradiol de genes regulados por
estrogenos, asi como los niveles de correguladores de receptores nucleares fueron también
modificados por este compuesto en el Gtero de ratas adultas, préstata y distintas regiones del cerebro
implicadas en el control gonadal y la conducta sexual (31). En cuanto a su capacidad como PEg,
estudios in vitro e in vivo demostraron que 4-MBC posee actividad estrogénica, induciendo la
proliferacion de células MCF-7 con una concentracion efectiva 50 (EC50) de 3,02 uM y un
incremento en el peso uterino de ratas, utilizando dosis de 309 mg/kg/dia (26).

Otro ejemplo de PEg es el bisfenol A (BPA), un Eg ambiental utilizado en la manufactura de
policarbonatos plasticos y resinas epoxi, pesticidas, productos antioxidantes, selladores dentales y
barnices que por exposicién al calor (ej: autoclavado, horno de microondas), se libera de los envases
plasticos de bebidas y alimentos, de mamaderas y de la pintura que recubre el interior de las latas de
conserva. Los selladores odontolégicos también liberan BPA a la saliva durante el proceso de
polimerizacion (32-33). En estudios recientes se ha detectado BPA en el suero de fetos humanos de
15 a 18 semanas de gestacion en concentraciones de 1-2 ng/mL. Ademas, este compuesto es capaz
de acumularse en el fluido amniotico alcanzando concentraciones 5 veces superiores a las séricas
(10 ng/mL) (34). Resultados obtenidos en diversos laboratorios muestran que la exposicién de
roedores al BPA altera el eje hipotalamo-hipéfiso-gonadal, adelanta la pubertad, modifica el patrén de
diferenciacion de la préstata y de la glandula mamaria y reduce el nimero de foliculos primordiales
en el ovario neonatal (35).

El 17-alfa-etinilestradiol (EE2) es otro estrdgeno sintético, de potencia similar al E2 y es uno de los
ingredientes mas usados en la composicion de pildoras anticonceptivas en el mundo. Si bien el EE2
es un estrogeno "puro” y se lo usa frecuentemente en los trabajos cientificos como un control positivo
de accién estrogénica, al mismo tiempo se lo considera un Eg ambiental dado que se encuentra en
cantidades significativas en el medio ambiente (32). De hecho, el exceso de EE2 y sus metabolitos
son eliminados del organismo de quienes lo consumen por orina y heces, llegando de esta manera a
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distintos ambientes acuéticos (33). Se ha demostrado que este compuesto presenta mayor
resistencia a la degradacién que los Eg naturales, por lo que permanece en el ambiente incluso
después de haber atravesado las plantas de tratamiento de aguas (32). En efluentes industriales y
cuerpos de agua de Europa se ha detectado EE2 en concentraciones que van desde 0,5 hasta 7
ng/L llegando en algunos casos hasta 50 ng/L (36). Trabajos recientes han reportado que el EE2 es
capaz de alterar la conducta sexual dimorfica (37) y la fertilidad (35) en ratas expuestas en los
periodos pre- y/o post natal. Ademéas la exposicibn a concentraciones bajas de EE2 causa
alteraciones en la funcionalidad gonadal en peces, disminuyendo en un 56 % su tasa de fecundidad
(32).En la figura 2 se muestra la estructura quimica de los compuestos arriba descriptos, los cuales
fueron evaluados en este trabajo.

BPA 17-a-etinilestradiol

Figura 2. Estructura quimica de los distintos compuestos evaluados en este
trabajo.

1.4- Estrogenos ambientales y desarrollo de las células germinales
masculinas

El testiculo es un 6rgano determinante de la eficiencia y capacidad reproductiva de los animales y del
ser humano, siendo también uno de los 6rganos mas afectados por la exposicion a PEg durante su
periodo de organogénesis y diferenciacion.

En el ratén, la especificacion de las células germinales ocurre en el dia 6,5 post-coito (DPC 6,5),
luego del cual las células germinales primordiales migran y colonizan la gbénada, proliferan y
comienzan su diferenciacion y maduraciéon hacia la célula germinal (38). Alrededor del DPC12,5, las
células germinales son destinadas a desarrollarse como masculinas o femeninas. Durante este
proceso de diferenciacion, las células germinales expresan un conjunto de factores que mantienen la
pluripotencia dentro de los que se encuentran Oct-4, Nanog y Sox 2. El proceso de maduracion y
mantenimiento de la poblacién inicial de espermatogonias esta bajo la regulacién de los genes de
pluripotencialidad que, a su vez pierden su expresion a medida que se produce la diferenciacion (39).

Se ha observado que los tumores testiculares derivados de células germinales presentan una alta

expresion de estos genes,lo que sugiere que posibles defectos en el silenciamiento de los genes
reguladores de la pluripotencia podrian formar parte de la etiologia de estos tumores (40).
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A su vez, algunos trabajos observaron una asociacién entre tumores germinales con la accion de
PEg sugiriendo que los xenoestrogenos podrian actuar como agentes promotores en el desarrollo de
cancer testicular de células germinales (41).

1.5- Métodos para evaluar posibles PE (in vitro vs in vivo)

En la actualidad, existen métodos tanto in vivo como in vitro para evaluar PE (42). Los primeros
evallan los efectos de compuestos sobre el organismo vivo, incluyendo su metabolismo, por lo que
sus resultados son mas facilmente extrapolables a la realidad del individuo. Entre los métodos in vivo
mas utilizados para el estudio de PE podemos mencionar el test de la metamorfosis de anfibios (para
la evaluacion de perturbadores tiroideos), el ensayo uterotrofico en ratas (para el estudio de
perturbadores estrogénicos) y el ensayo de reproduccién en peces (para el andlisis de mdultiples
modos de accién de diferentes compuestos) (43). Estos modelos, sin embargo, demandan mucho
tiempo, son costosos, engorrosos en su practica y presentan una alta variabilidad (44).

Los métodos in vitro, por el contrario, son mas rapidos, econdomicos y reproducibles, lo que los
convierte en una herramienta més apropiada para un cribado primario, cuando la cantidad de
compuestos a evaluar es muy amplia. Los ensayos mas comunmente utilizados y validados para el
estudio de PE son de tres tipos: ensayos de proliferacion basados en células tumorales que
responden a hormonas, ensayos de unidn especifica a ligando y ensayos de transactivacion
mediante el empleo de lineas reporteras (45). En estos Ultimos, el gen de una proteina reportera
como luciferasa, cloranfenicol acetil transferasa o GFP (del inglés Green Fluorescent Protein), se
encuentra bajo un promotor que posee secuencias de unién especificas a receptores hormonales,
gue actlian como factores de transcripcion. La interaccion del receptor hormonal (activado por el PE)
con dichos elementos, induce/inhibe la expresion de la proteina reportera, revelando el efecto
enddcrino del compuesto. Los ensayos de transactivaciéon han sido utilizados exitosamente para la
deteccién de compuestos estrogénicos, androgénicos, progestagenos y perturbadores tiroideos (46).

1.6- Relevancia actual de los PE

La abundante evidencia cientifica que demuestra la capacidad de los PE para alterar la normal
fisiologia de los organismos, su presencia en ambientes naturales, en fluidos y tejidos animales y su
creciente uso, han generado una situacion de alarma sobre la cualidad de los compuestos utilizados
por el hombre y su potencial efecto adverso sobre la salud de los seres vivos. Entidades
gubernamentales internacionales han comenzado a promover politicas publicas tendientes a
controlar y reducir la exposicion a PE. Un ejemplo de ello ha sido la creacion en la década del “90 del
Programa de Cribado para Perturbadores Endécrinos por parte de la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (47-48). Este accionar ha sido reproducido por otros paises, como los
miembros de la Comunidad Europea y Japdn, quienes también promueven acciones para el control
de este tipo de compuestos (49).

En lo que respecta a Uruguay, en agosto del 2013 participé de la Cuarta Reunién Regional de
América Latina y el Caribe sobre la aplicacion del Enfoque Estratégico para la Gestién de productos
Quimicos a Nivel Internacional (SAIMC, por sus siglas en inglés). En ella se reconocié el grave riesgo
que el empleo de plaguicidas altamente peligrosos y productos quimicos PE representan para la
salud humana y el medio ambiente, exhortando a los paises latinoamericanos a trabajar en forma
conjunta para identificar los plaguicidas peligrosos utilizados, buscar alternativas para su reemplazo y
promover la financiaciéon de actividades relacionadas con el monitoreo de este tipo de compuestos
(50).
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2- Objetivos

Considerando los antecedentes descriptos anteriormente, en este trabajo se plante6 optimizar dos
modelos de estudio para la evaluacion de PEg. Por un lado, un método de cribado primario, para
evaluar en poco tiempo y a bajo costo un gran nimero de PEg putativos y por otro lado un modelo in
vivo para estudiar los efectos de dichos compuestos sobre la capacidad reproductiva masculina en
mamiferos.

2.1- Objetivo general

Evaluar los efectos de distintos PEg (EE2, 4-MBC, BPA) mediante el empleo de modelos in vivo e in
vitro, estableciendo el alcance y las limitaciones de cada una de las técnicas. Se utilizara como
modelo in vitro la linea celular reportera T47D-KBluc y como modelo in vivo para el estudio de los
efectos a nivel reproductivo, el raton transgénico Oct4-GFP.

2.2- Objetivos especificos

- Optimizar las condiciones del ensayo que emplea la linea celular reportera T47D-KBluc para
evaluar PE.

- Evaluar la respuesta de la linea celular T47D-KBluc a diferentes compuestos (EE2, E2, 4-MBC,
BPA).

- Presentar un modelo animal para la evaluacién in vivo de la exposicion perinatal a PE sobre el
desarrollo de células germinales masculinas y la capacidad reproductiva.

- Comparar ambos modelos (in vitro e in vivo), en cuanto al alcance de sus resultados, factibilidad,
costos, reproducibilidad e impacto ambiental.
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3- Metodologia

3.1- Reactivos generales

Los compuestos E2, EE2, BPA, Fulvestrant (ICl),agonista del receptor de estrégenos, y 4-MBC, se
obtuvieron de SIGMA (Saint Louis,EUA), al igual que las sales utilizadas para la preparacién de
soluciones, el medio de cultivo RPMI sin rojo fenol y la tripsina-EDTA. El suero fetal bovino comudn
(SFB) y el SFB adsorbido con Carbon-Dextrano (DCC) se obtuvieron de GIBCO (Carlsbad, EUA).
Ambos SFB fueron descomplementados en un bafio a 56°C por 40 min, previo a su uso.

El material plastico estéril utilizado en cultivo se obtuvo de Corning, las placas de 96 pocillos negras
con fondo transparente, el azul de tripan, el DMSO vy la Tripsina sin rojo fenol se obtuvieron de
SIGMA.

El medio RPMI fue comprado en polvo, reconstituido en agua ultra pura y posteriormente
suplementado con Hepes 10mM y con Piruvato de Sodio 1mM (GIBCO) (RPMI completo). En los
casos que fue necesario, la esterilizacion de los reactivos fue realizada por filtracion empleando un
filtro de 0,22 um (e EMD Millipore Corporation, Billerica, EUA).

El kit para medicion de Luciferasa (Luciferase Assay System, catadlogo n° E1501) y el buffer de lisis
se obtuvieron de PROMEGA (Wisconsin, EUA).

3.2- Modelos experimentales

A lo largo de este trabajo se emplearon dos modelos experimentales:
e Lalinea celular reportera T47D-KBluc que fue utilizada para desarrollar los estudios in vitro
e Ratones de la cepa C57BL/6j transgénicos para el gen GFP bajo el promotor Oct4, que
fueron utilizados para los estudios in vivo

3.2.1- Linea celular reportera T47D-KBLuc

La linea celular reportera 747D-KBLuc fue adquirida a ATCC (CRL_2865"). La misma fue
desarrollada a partir de la linea celular T47D proveniente de cancer de mama. La misma expresa
ambos receptores para estrégenos (ERa y ERB) y fue transfectada con un plasmido reportero que
posee el gen de la luciferasa bajo un promotor que contiene 3 elementos de respuesta a estrogenos
(51). De esta manera, la presencia de estrégenos es revelada en estas células a través de la
mediciéon de luz producida por la luciferasa, cuya expresién es dirigida por el elemento de respuesta
a estrdgenos. En la figura 3 se muestra el mapa del plasmido empleado para generacion de la linea
reportera.

Para su mantenimiento, la linea celular se cultivé en frascos de 25-75 cm?a 37 °C en una atmésfera
hdmeda con 5% de CO2 en RPMI completo suplementado con 10% SFB (medio de mantenimiento).
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Figura 3. Esquema del plasmido pGL2.TATA.INR.luc.neo utilizado para la
generacién de la linea celular T47DKBluc. El mismo contiene el gen de la
luciferasa regulado por 3 elementos de respuesta a estrogenos.

3.2.1.1- Expansion de la linea celular

La expansion de la poblacién celular se llevé a cabo sembrando las células en frascos de 25 cm?
conteniendo 10 mL de medio de mantenimiento o en frascos de 75 cm® conteniendo 20 mL del
mismo medio, renovandolo cada 4 dias. Antes de llegar a confluencia, 1 vez por semana, las células
se repicaron con tripsina y se pasaron a un nuevo frasco. Cada lote de células se mantuvo en cultivo
durante un periodo de tiempo limitado (3 meses). Pasado este periodo, se descongelé un nuevo lote
para la propagacion celular y la posterior utilizacién de las células en los ensayos.

3.2.1.2- Tripsinizacién de células

Las células fueron separadas de la superficie de cultivo mediante un tratamiento con tripsina
(tripsinizacion). Para ello, se aspiré el medio de cultivo y se lavé la monocapa celular con Buffer
fosfato salino (PBS) estéril. Posteriormente, se agregd 0,5 a 1 mL de solucién de tripsina-EDTA y la
misma se dejé actuar durante 3 min a 37°C. Tanto la tripsina como el medio completo utilizado fueron
reactivos libres de rojo fenol. Esto se debe a que el rojo fenol tiene un parecido estructural a algunos
estrdgenos no esteroideos y puede unirse al receptor de estrégenos con una baja afinidad (52),
pudiendo interferir en los ensayos de respuesta a estrégenos.

Finalmente, se verificd mediante visualizacion al microscopio la separacion de todas las células de la
superficie de cultivo y se agregd medio fresco. Una alicuota de la suspensién celular se utilizé para el
recuento en camara de Neubauer, previa tincién con azul de tripan 0,5%, y se eligio la densidad de
siembra apropiada segun la superficie de cultivo a utilizar.

3.2.1.3- Criopreservacion y descongelamiento de células

Para la criopreservacion, se tripsinizaron células en fase de crecimiento exponencial, se contaron y
se centrifugaron a 200 g por 5 min. Se descart6 el sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en
el medio de congelacion (10 % DMSO y 90 % SFB) a razon de 3x10° células en 1,5 mL. Los
criotubos fueron almacenados a -80°C utilizando un sistema de enfriamiento progresivo de 1°C por
minuto (Nalgene) y a las 24h se transfirieron a nitrégeno liquido.

El descongelamiento de cada lote de células se llevo a cabo en forma rapida, para maximizar la
supervivencia celular. Cada tres meses se retird un criotubo del tanque de nitrdgeno liquido y se lo
llevé a un bafio a 37 °C durante aproximadamente 2 min, agitandolo hasta el descongelamiento de
su contenido. Posteriormente, la suspension celular se transfiri6 a un tubo falcon de 15 mL
conteniendo 10 mL de medio de mantenimiento, termostatizado a 37 °C y se centrifugdé a 200 g por 5
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min. Se descartd el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1 mL de medio de
mantenimiento, se realizé el recuento y la determinacién de la viabilidad de las células recuperadas.
Finalmente las células fueron sembradas en frascos de 25 o 75 cm?, segun la demanda de células a
utilizar en los ensayos.

3.2.1.4- Recuento celular y evaluacion de viabilidad con Azul de Tripan

Se realizé el recuento celular en camara de Neubauer empleando diluciones convenientes de
acuerdo con la densidad celular de la muestra. La concentracion de células viables se determiné
empleando el método de exclusion con Azul de Tripan en el cual sélo las células muertas incorporan
el colorante ya que estd comprometida la integridad de la membrana plasmatica. Las muestras
fueron incubadas con una solucién de Azul de Tripan 0,5 % en PBS y sembradas en la camara.

3.2.2- Animales transgénicos Oct-4 GFP

Para este trabajo se utiliz6 el modelo de ratén transgénico Oct-4 GFP, perteneciente a la cepa
C57BL/6j el cual expresa GFP bajo el promotor Oct-4 (53). El Octamer-4 (Oct-4) es un factor de
transcripcion implicado en la renovacién de células madre embrionarias no diferenciadas, que se
expresa en los diferentes estadios de desarrollo de las células germinales. El raton transgénico Oct4-
GFP tiene la particularidad de expresar GFP s6lo en las células germinales mas indiferenciadas y no
en las células sométicas.

Este modelo se ha utilizado para el estudio de la maduracion de las células germinales en la etapa
embrionaria, fetal y prepuberal distinguiendo las células germinales méas primitivas (células
germinales primordiales, gonocitos y gonias A) de las otras poblaciones celulares que componen el
organo. El empleo de estos ratones reporteros permite aislar poblaciones de células germinales
puras a partir de los diferentes estadios de desarrollo, ya sea para estudiar su naturaleza, para
estudios de cuantificacion de expresion génica y/o para el aislamiento de nuevos genes.

La colonia de ratones Oct-4 GFP, cedida gentilmente por el Dr. Konstantinos Anastassiadis (Biotec,
Dresden, Alemania), es una colonia estable dentro del bioterio SPF (libre de patégenos especificos)
del IPMont. Para todos los ensayos realizados en este trabajo los animales fueron mantenidos en
condiciones controladas de luz/oscuridad, con comida y agua ad libitum. Los protocolos llevados a
cabo fueron aprobados por el comité de ética del IPMont (Aval CEUA N° de Reg.012-11).

3.3- Evaluaciéon de PE con un modelo in vitro

3.3.1- Ensayos de transactivacion con la linea celular T47D-KBluc para evaluar el
efecto estrogénico de perturbadores enddcrinos putativos

Los ensayos de transactivacion fueron realizados segun el protocolo descripto por Wilson y col (51),
con algunas modificaciones, a fin de optimizar las condiciones en nuestro laboratorio. Brevemente, a
las células sembradas en frascos de 75 cm’ en medio de mantenimiento (RPMI completo
suplementado con 10% v/v SFB), se les retiré el medio y fue reemplazado por medio de pre-ensayo
(RPMI completo suplementado con 10% v/v . SFB DCC) y renovado 96 h después. Una vez
transcurridos 7 dias en el medio de pre-ensayo, las células fueron despegadas y sembradas en una
placa negra de 96 pocillos con fondo transparente en medio de ensayo (RPMI completo
suplementado con 5% v/v SFB DCC) en un volumen final de 100 uL por pocillo e incubadas a 37°C y
5% CO2.

Al dia siguiente se agregaron los compuestos a evaluar, en un volumen final de 200 pL por pocillo.
Dada la baja solubilidad de los compuestos utilizados como estimulos, en cada caso se partié de un
stock en etanol absoluto 1000 X de la concentracion mas alta a ensayar, y a partir de la misma se
hicieron diluciones sucesivas en medio de ensayo. En todos los casos, la concentracién final de
etanol no super6 el 0,1%. En cada placa ademas de las diferentes concentraciones de los estimulos
a ensayar se agregaron controles de vehiculo (etanol 0,1%) y un control de fondo con 1 uM de ICI,
un antagonista especifico de estrégenos, para evaluar el nivel de estimulacion basal. Para considerar
véalido el ensayo, de acuerdo a lo estipulado por Wilson y col. se establecié que la concentracién
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maxima de E2 debia producir una estimulaciéon de al menos tres veces el valor basal. Ensayos con
respuestas menores no fueron considerados para su analisis (51).

Los compuestos se incubaron durante 12, 24, 32 o 48 h, se descartd el medio por inversion de la
placa, se realizaron dos lavados con PBS y se agregaron 10 pL por pocillo de buffer de lisis. La placa
se guardd a -20°C por un periodo minimo de 1 h para asegurar la lisis celular.

3.3.2- Medicidn de la actividad de luciferasa

La cantidad de luciferasa expresada fue medida en funcion de la cantidad de luz producida en
presencia de su sustrato especifico D-luciferina. Para ello se utiliz6 el kit comercial Luciferase Assay
System, segln especificaciones del fabricante. Brevemente, las células fueron descongeladas, el
lisado fue homogeneizado y a cada pocillo se le agregé 50 pL del reactivo de luciferasa.
Inmediatamente después la placa fue introducida en un lector de luminiscencia (LUMIstar OPTIMA,
BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) y se realizé la lectura de luz de cada pocillo. Cada muestra se
realiz6 por cuadruplicado y los valores de luz se expresaron como veces de induccion respecto del
vehiculo.

Los datos asi obtenidos fueron graficados en funcion del logaritmo de la concentracién y ajustados a
un modelo dosis respuesta empleando el programa estadistico GraphPad Prism v5.

3.3.3- Optimizacion del ensayo de transactivacion

Para optimizar las condiciones del ensayo de transactivacion se llevd a cabo una serie de
experimentos variando diferentes parametros, a continuacion detallados. En todos los casos el
estimulo estrogénico de referencia utilizado fue el E2 y para algunos casos particulares el EE2.

3.3.3.1- Determinacion de la densidad celular a emplear

Para establecer la densidad celular 6ptima para estos ensayos, se sembraron diferentes densidades
celulares (1x10*, 2x10*, 3x10*, 4x10"y 5x10* células/pocillo) por duplicado. Al dia siguiente se agregé
el estimulo EE2 en una concentracibn de 10 nM. Transcurridas 24 h de incubacion la placa se
proceso y se midié la actividad luciferasa con el lector de luminiscencia. El tiempo de lectura por
pocillo fue de 1 s, con una ganancia maxima (4096).

3.3.3.2- Tiempo de incubacion con los estimulos

Se sembraron 3x10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos negra, con fondo transparente. Las
células se estimularon al dia siguiente con E2 en un amplio rango de concentraciones (10nM a
0,00001nM) durante 12, 24, 36 y 48 h. Transcurridos los respectivos tiempos de incubacion, las
células fueron lisadas y se midio la actividad de luciferasa con un lector de luminiscencia. El tiempo
de lectura por pocillo fue de 1 s, con una ganancia maxima (4095).

3.3.3.3- Medicién de la luz producida

Para optimizar el protocolo de medicion de luz en el lector de luminiscencia, en primer lugar se
evaluaron diferentes tiempos de lectura (10 y 1 s), diferentes ganancias (4095 y 2000) y, por ultimo,
una vez definidos estos parametros, se procedio a realizar mediciones sucesivas en el tiempo con un
mismo protocolo (10 s de medicién, ganancia de 4095), para evaluar la estabilidad de la luz
producida.

3.3.4-Ensayos de viabilidad celular

Para descartar el efecto citotoxico de los compuestos se realizaron estudios de viabilidad celular
utilizando el reactivo WST-1 Cell Proliferation Reagent (ROCHE, Manheim, Alemania). Este ensayo
es una herramienta rapida para determinar viabilidad celular en casi cualquier modelo in vitro. Se
basa en el clivaje enzimatico de la sal de tetrazolio a formazan llevado a cabo por las enzimas
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deshidrogenasas mitocondriales presentes en las células viables. Este proceso genera un cambio de
color que puede ser cuantificado.

Se sembraron 6 x 10* células/pocillo en una placa de 96 pocillos en medio de cultivo de ensayo en un
volumen final de 100 pL. Las células se incubaron a 37°C y 5%CO2 hasta el dia siguiente, para
asegurar la adherencia de las mismas y posteriormente se agregaron los compuestos, en un
volumen final de 200 pL por pocillo. Dada la baja solubilidad de los mismos, en cada caso se partid
de un stock en etanol absoluto 1000 X de la concentracion mas alta a ensayar, y a partir de la misma
se hicieron diluciones sucesivas en medio de ensayo. En todos los casos, la concentracion final de
etanol no supero6 el 0,1 %. En cada placa ademas de las diferentes concentraciones de los estimulos
a ensayar se agreg6 un control 100% viabilidad (representado por el vehiculo etanol 0,1 %) y un
control 100 % mortalidad (triton X-100 0,2 %) Al dia siguiente se retiraron 100 puL de medio de cultivo
de cada pocillo y se agregaron 10 pL del reactivo WST-1. El color producido como consecuencia de
la oxidacion del tetrazolio se midié con un espectrofotometro a 450 nm y a 650 nm a las 4 h de
incubacion con el reactivo, tiempo en el cual la lectura se habia estabilizado.

Para el analisis de datos se resto a la medida de absorbancia a 450 nm la medida a 650 nm (fondo
de placa) y el valor obtenido se normalizé en funcion de las absorbancias del control de viabilidad y
mortalidad. Todas las muestras se realizaron por triplicado.

3.3.5- Ensayos de especificidad de respuesta estrogénica

Para confirmar que la respuesta obtenida en los ensayos de transactivacion fuera producto de la
activacién del receptor de estrogenos se realizé un ensayo en el cual se incubaron conjuntamente los
estimulos en las concentraciones estipuladas y el antagonista puro de ER, ICI, en una concentracion
no citotéxica de 1 uM. Dado que la afinidad de este antagonista por el receptor es muy alta (IC50
0,29 nM) se establece una competencia con el compuesto que culmina con el desplazamiento de
éste de su unién al receptor.

Se sembraron 3x10* células por pocillo en una placa de 96 pocillos negra, con fondo transparente en
medio de ensayo. A las 24 h se procedié con la estimulacion de las células con volimenes iguales
del compuesto a evaluar junto con el ICI (50 uL respectivamente), de forma que las concentraciones
finales fueran las deseadas. Luego de 24 h de incubacién se procesaron las células y se midi6 la
actividad de la luciferasa, de acuerdo a lo especificado en las secciones anteriores.

3.4- Evaluacion de PE con un modelo in vivo

3.4.1- Genotipado por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Previo a la utilizacion de los animales para cada ensayo se realizé la tipificacion de los mismos
mediante la técnica de PCR.

3.4.1.1- Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de un fragmento de cola u oreja de los animales, obtenido antes del
destete. Las muestras fueron incubadas en buffer de lisis (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM,
SDS 0,5 % vlv, proteinasa K 500 pg/mL) a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se agrego
NaCl 5 M, se mezclé por inversibn y se incubd en hielo durante 10 min. Las muestras se
centrifugaron a 9500 rpm por 10 min y el sobrenadante (conteniendo el ADN) se trasvaso a un tubo
eppendorf conteniendo 800 pL de etanol absoluto. Se mezclé por inversion, se centrifugé a 14000
rpm por 10 min y el sobrenadante fue descartado. EI ADN recuperado en el pellet se lavé dos veces
con etanol 70 % y el etanol remanente se elimind incubando las muestras sobre un termobloque a
37°C. Una vez seco, el ADN fue resuspendido en agua estéril y cuantificado por medio de la
absorbancia a 260nm, empleando el Nanodrop 1000 Spectophotometer (Thermo Scientific). La
pureza del ADN recuperado se evalué en funcion de la relacion 260 nm/280 nm, que en todos los
casos supero el valor de 1,8.
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3.4.1.2- Reaccioén en cadena de la Polimerasa

La tipificacion para el transgen (Oct4-GFP) en los animales utilizados se realizd6 por PCR de ADN
genomico obtenido de fragmentos de cola u orejas. Los iniciadores utilizados para amplificar el gen
GFP fueron:

GFP FORWARD: 5'-CTT CTT CAA GGA CGA CGG CAA CTA-3'
GFP REVERSE: 5-ATC GCG CTT CTC GTT GGG GTC TTT-3'

Como control interno de la técnica se empled el gen de expresion constitutiva Mena 2, siendo los
primer :

Mena FORWARD: 5- GGC AGG ACT TGA ATC TGG AG -3
Mena REVERSE: 5'- CAG CAC ACT GAG GGG ACA G -3

La mezcla de reaccién se prepar6 segun lo indicado en la tabla 1. En todos los casos se corrié en
paralelo un control GFP positivo, un control GFP negativo y un control de agua ultra pura. El
protocolo de ciclado fue el siguiente: 94°C 4min/ (94°C 45 s, 55°C 1 min, 72°C 1 min) x 35 ciclos /
72°C 10 min/ 4°C.

Tabla 1. Detalle los reactivos y las cantidades necesarias para la reaccion de PCR.

Reactivo Cantidad para unareaccion (uL)
Taq Buffer 10X 5
MgCl, (50mM) 0,75
dNTP mix (5mM) 1
Iniciador Oct-4 FORWARD (10mM) 0,5
Iniciador Oct-4 REVERSE (10mM) 0,5
Iniciador Mena FORWARD (10mM) 0,5
Iniciador Mena REVERSE (10mM) 0,5
Taqg Polimerasa (Invitrogen) (5U/uL) 0,5
Agua ultra pura 39,75
Templado ( Entre 200 a 1000 ug) 1
Volumen final 50

Los amplicones obtenidos (GFP: 355pb; Mena: 165pb) fueron sembrados en un gel de agarosa 1,5
% en 0,5 X TBE y corridos durante 40 min a 100V. Las bandas se revelaron por incubacion del gel
con el intercalante Gel Red (Biotium) y se observaron en un transiluminador (SYNGENE).

3.4.2- Tratamiento de los animales

Para estudiar los efectos de la exposicion a PEg en los periodos prenatal (exposicién in Gtero) y
postnatal temprano (exposicion a través de la leche materna), ratones hembras Oct4-GFP prefiadas
fueron tratadas por via intragastrica con distintos compuestos desde el DPC5 hasta el DPN 7.

Para ello, 10 machos Oct4-GFP (de 3-6 meses de edad) fueron apareados con 20 hembras Oct-4
GFP (2-3 meses de edad) en la relacion de 1 macho x 2 hembras. Al dia siguiente y durante los
sucesivos 7 dias se verificd la presencia de tapén vaginal (tapon de semen observado en la vagina
de la hembra que indica que hubo copulacién). Aquellas hembras que presentaron tapén fueron
separadas del macho y ese dia se contabilizé6 como dia DPC 0,5.
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Las hembras con presencia de tapon vaginal fueron divididas en los siguientes grupos, de acuerdo al
compuesto a ser evaluado:

- EE2: 5pg/kg/dia (control positivo de accién estrogénica)
- BPA 50ug/kg/dia (PEQ)

- 4-MBC: 120ug/kg/dia (PEgQ)

- ETOH 0,1% (vehiculo para EE2 y BPA)

- Aceite de oliva (vehiculo para 4-MBC)

En el DPC 5,5 las hembras fueron pesadas y se inicié la administraciéon de los compuestos mediante
sonda intragastrica en un volumen de 200 uL por dia. Al DPC 11,5; 15,5; 19,5 y luego del parto, los
animales fueron nuevamente pesados y se reajustd la dosis de los compuestos. La dosis post-parto
se mantuvo hasta el DPN 7 de las crias, momento en que finalizé la administracién de los
compuestos.

3.4.3- Administracion de los compuestos

Los compuestos fueron administrados via intragastrica en un volumen final de 200 pL diarios. En
todos los casos se partid de soluciones stock y se realizaron las diluciones correspondientes para
cada animal de acuerdo a su peso en agua filtrada estéril o aceite de oliva. Los stocks de EE2 y BPA
se prepararon en etanol absoluto mientras que el 4-MBC debido a su baja solubilidad debi6 ser
disuelto en aceite de oliva. En los casos en que se empled etanol como vehiculo, éste no supero el
0,1 % en la solucién final administrada.

3.4.4- Sacrificio de los animales

Al DPN 7 se sacrificd una parte de las crias mientras que el resto fue sacrificado al DPN 135 para
estudiar posibles efectos de los compuestos en la etapa adulta. Las crias de 7 dias fueron
sacrificadas por decapitacion; los macho adultos utilizados para estudios espermaticos fueron
sacrificados por dislocacién cervical, método recomendado para la realizacion de estudios
espermaticos, y las hembras en camara de CO,.(54)

3.4.5- Disgregacion de células germinales de testiculo

Luego de extraer y disecar las génadas bajo lupa, debido a su pequefio tamafio, se removid la tdnica
albuginea y los testiculos fueron colocados en una placa de 12 pocillos en PBS-BSA 2 % para su
tipificacion visual empleando un microscopio de epifluorescencia (OlympusiX81). Para la
disgregacién de las células germinales los testiculos fueron colocados en tubos eppendorf
conteniendo 1mL de colagenasa 1mg/mL (SIGMA) e incubados por 15 min en termobloque a una
temperatura de 32-35°C, agitadndolos en vortex cada 5 min. Transcurrido este tiempo, los tubos
fueron centrifugados nuevamente a 300g por 5 min. Posteriormente, se descartd la colagenasa, se
lavé 2 veces con PBS y se descartd el sobrenadante. Se agregé tripsina-EDTA y se incub6
nuevamente en un termobloque por 20 min a 32-35°C. Finalizada la incubacion, la tripsina se inactivo
con SFB, se centrifugd nuevamente y se descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1 mL
de DMEM con 10% v/v SFB, se homogeneizo la suspension con pipeta varias veces para terminar de
disociar los cimulos celulares y se filtr6 con membrana de filtracion con un poro de 50 pm.

La suspension filtrada se centrifugd a 300 g por 10 min, se descartd el sobrenadante y se
resuspendié en PFA 4%, manteniendo la suspension en esta solucién durante 2 h para su fijacién.
Finalizada la fijacion se centrifugaron y resuspendieron las muestras en PBS BSA 2% para su
almacenamiento. Transcurridas 24 h de la fijacion se procedié al andlisis por citometria de flujo.

3.4.6- Analisis por citometria de flujo

Las suspensiones celulares testiculares fueron analizadas con un citometro de flujo CyAn™ ADP
(Beckman Coulter) equipado con un laser azul de 488 nm y uno rojo de 635 nm. Los datos fueron
analizados con los programas Summit v4.3 (Dako Inc, CO, USA) y FlowJo (TreeStar, Ashland, OR,
USA). Se llev6 a cabo el analisis de los siguientes parametros: FSC vs SSC (tamafio vs complejidad
celular), FSC vs ancho de pulso (para la discriminacion de dobletes), FL 1 (filtro 530/40) para la
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deteccion de Oct4-GFP. Para cada muestra celular se colectaron 10.000 eventos de la poblacion de
interés a una velocidad de entre 500 y 800 eventos por segundo. El porcentaje de células Oct4-GFP
positiva y la media de la intensidad de fluorescencia (MFI) fueron evaluados utilizando un grafico de
puntos de SSC vs FL1. La MFI de Oct-4/GFP positiva fue normalizada en funcién de la MFI de la
poblaciéon Oct4-GFP negativa, para lo cual se defini6 el parametro Incremento de la Media de
Intensidad de Fluorescencia (Incremento MFI), definida como:

Incremento MFI = (MFI GFP" - MFI GEP) |
MFI GFP”

GFP" corresponde a la fraccion de la poblacion que expresa GFP y GFP a la fraccion de la poblacion
negativa para GFP.

Los recuentos se realizaron con perlas de conteo CountBright absolute (Invitrogen).
3.4.7- Andlisis espermatico

Al DPN 135 los machos adultos fueron sacrificados por dislocacién cervical. Los espermatozoides
fueron obtenidos de la cola del epididimo, disgregados con una aguja para liberar los
espermatozoides y colocados en 1 mL de PBS a 37°C e incubados durante 10 min. Finalizado este
periodo de tiempo se recuperé el volumen y se homogeneiz6 la suspensién celular a partir de la cual
se realizaron los ensayos de viabilidad celular, recuento y motilidad espermatica.

3.4.7.1- Viabilidad y recuento espermatico

La viabilidad espermatica se evalud por tincién con loduro de Propidio (10) por citometria de flujo, el
recuento espermético se llevo a cabo utilizando perlas de conteo.

Se tomé una alicuota de 30 pL de la suspensién de espermatozoides y se le agrego 3 uL de perlas
de conteo CountBright absolute y 267 puL de PBS para llegar a un volumen final de 300 pL. Para el
analisis de viabilidad se agregaron 2 pL de IP 200 pug/mL. Se llevé a cabo el conteo con los
siguientes parametros: FSC vs SSC (tamafio vs complejidad celular), FSC vs FL 2 (575/25) para
estimar las células permeables a IP (células muertas) y para las perlas FL4 (670/20)/FL5(740LP). Se
fij6 el limite de adquisicién en 1000 eventos en la region correspondiente a las perlas de conteo a
una velocidad de entre 500 y 800 eventos por segundo. Se calculd la concentracién de
espermatozoides presentes en la muestra conociendo que las 1000 perlas contabilizadas se
encontraban en un volumen de 100 pL de muestra.

3.4.7.2- Evaluaciéon de motilidad

Se tomd una alicuota de 10 pL y se lo coloc6 en un portaobjetos, se lo recubrié con un cubre objetos
de 20 mm x 20 mm. Se observé al microscopio y se contaron 200 espermatozoides en al menos 5
campos por duplicado. Se evaluaron 3 tipos de motilidad.

- Motilidad progresiva: espermatozoides que se mueven linealmente o en circulos.

- Motilidad no progresiva: se mueven pero no se desplazan.

- No motiles: no tienen movimiento.

3.5- Analisis estadistico

En todos los casos los datos se expresaron como la media +/- el desvio estandar (SD).

En los ensayos in vitro, cada condicion fue realizada por triplicado o cuadruplicado en al menos dos o
tres experimentos independientes. Los resultados de los ensayos in vivo se obtuvieron de 2 ensayos
independientes para el caso de las crias y de un solo ensayo en el caso de analisis de adultos.

Los resultados fueron analizados estadisticamente utilizando el test ANOVA y en los casos donde se
encontraron diferencias significativas, se aplico el test de Bonferroni para comparaciones multiples.

Tanto el analisis estadistico como el ajuste al modelo de dosis respuesta fueron realizados con el
programa Graph Pad Prism v5.
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4-Resultados

4.1- Optimizacién del modelo in vitro para evaluacién de PE

4.1.1- Determinacién de la densidad celular a emplear

Para establecer las condiciones 6ptimas del modelo in vitro utilizando la linea celular reportera T47D-
KBluc se procedid a evaluar la respuesta a EE2 10 nM utilizando cinco densidades celulares
diferentes 1x10%, 2x10°, 3x10*, 4x104 y 5x10* células/pocillo. Cada densidad celular se evalud por
duplicado. Como se muestra en la figura 4 la densidad celular que gener6 la maxima respuesta fue
3x10* células/pocillo. Densidades menores alcanzaron niveles de induccién menor, mientras que a
mayores densidades celulares, si bien el nivel de induccién fue el mismo que con 3x10*
células/pocillo, la dispersién entre las réplicas fue mayor. Por lo que se seleccioné la densidad de
3x10* células/pocillo para emplear en los sucesivos experimentos.
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Figura 4. Determinacion de la densidad celular 6éptima a utilizar en
los ensayos de transactivacién. Se comparo la respuesta luego de 24
h de estimulaciéon con EE2 10 nM a diferentes densidades celulares
iniciales. Los resultados se expresaron como veces de induccion y
fueron calculados con respecto al valor obtenido para el vehiculo.

4.1.2- Determinacién del tiempo de estimulaciéon

Con el fin de determinar el tiempo de incubacién éptimo para la expresion de la luciferasa, se realizé
una prueba a distintos tiempos de estimulacion (12, 24, 36, 48 h) empleando E2 como estimulo
estrogénico. En la figura 5 se observa que a partir de las 12 h de estimulacién se detect6 actividad de
luciferasa y que la respuesta a E2 se mantuvo al menos hasta 48 h luego de la estimulacién. La
respuesta a la maxima concentracién de E2 fue significativamente mayor a las 24 h de incubacion,
por lo que se definié 24 h como periodo 6ptimo a emplear en los siguientes ensayos.
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Figura 5. Determinacion del tiempo 6ptimo de estimulacién.
Respuesta obtenida en los ensayos de transactivacion a 12, 24, 36 y
48 h de incubacién con E2. *=p<0,05 respecto a los otros tiempos
para una misma concentracion.

4.1.3- Determinacion del protocolo para medicion de luz

Se realizaron medidas de luz con diferentes protocolos, segun lo descripto en Materiales y Métodos,
para establecer las mejores condiciones de medicién de luz producida por la luciferasa. La Figura 6
panel A, muestra los valores obtenidos con 2 protocolos de luminémetro diferentes. En uno de ellos
el tiempo de adquisicién de la lectura se fijé en 10 s mientras que para el otro fue de 1 s, en ambos la
ganancia se mantuvo en 4095. No se observaron diferencias significativas entre ambos protocolos,
por lo que se opto6 por el minimo tiempo de lectura, a fin de agilizar la medicién.

Otro parametro evaluado fue la ganancia. La misma muestra se midié durante 1 s con una ganancia
de 2000 o 4095. Cuando se redujo el valor de la ganancia a 2000 (datos no mostrados) no se pudo
observar respuesta dosis dependiente, por lo que se fijé la ganancia a 4095.

Una vez establecidos el tiempo de lectura (1 s) y la ganancia (4095) se procedid a evaluar la
estabilidad de la lectura tomando mediciones de las mismas muestras a intervalos de tiempo cortos
durante un lapso méaximo de 45 min. En la figura 6 panel B, se observa que los valores
permanecieron estables en el tiempo durante los primeros 10 min, y que pasado este tiempo las
diferencias entre las lecturas de las distintas concentraciones de E2 se redujo, implicando una
disminucién de la sensibilidad del método para tiempos mayores a 10 min.
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Figura 6. Determinacién del protocolo éptimo para medicién de luz. A) Protocolos con diferentes tiempos de
lectura. La misma muestra fue leida durante dos tiempos diferentes (1 y 10 s) ambos con una ganancia maxima de
4096. B) Variacion de las medidas de luz en el tiempo. La misma muestra se midié cada 2 min durante los primeros
15 min y luego cada 10 min durante 50 min. Como estimulo se emplearon diferentes concentraciones de EE2.
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4.1.4- Eleccién del vehiculo

Dado que los compuestos a evaluar en los ensayos in vivo poseen una baja solubilidad en agua, se
probaron diferentes sustancias para vehiculizarlos: DMSO 0,1% y etanol 0,2% y 0,1% (valores de
concentracion final). Para ello se evalué la respuesta a tres concentraciones de E2 (baja, media y
alta), empleando los tres vehiculos antes mencionados. En la figura 7 se observa que si bien no se
encontraron diferencias significativas entre los valores de respuesta maximo y minimo para los tres
vehiculos, el uso de etanol 0,1% permitié distinguir claramente entre los tres niveles de respuesta
(bajo, medio ,alto), por lo que se establecidé su uso como vehiculo para aquellos compuestos solubles
en etanol.
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Figura 7. Eleccion del vehiculo. Se evaluaron diferentes vehiculos (DMSO 0,1 %, ETOH 0,1 % y
0,2 %)para solubilizar E2 en tres concentraciones (0,0001; 0,0025; 0,01 nM).

4.2- Evaluacion de la capacidad de diferentes compuestos como PE
utilizando un modelo in vitro reportero

4.2.1- Ensayos de citotoxicidad

Previo al desarrollo de los ensayos de transactivacién, para descartar un posible efecto téxico, se
evaluo la citotoxicidad de los compuestos E2, EE2, BPA y 4-MBC en distintas concentraciones y
usando el reactivo WST-1, de acuerdo a lo indicado en Materiales y Métodos.

Los resultados mostraron que a las concentraciones empleadas en los ensayos de transactivacion,
ninguno de los compuestos utilizados resultd téxico (figura 8) ya que no hubo diferencias entre las
diferentes concentraciones utilizadas y el vehiculo. En el caso del BPA y del 4-MBC concentraciones
mayores a 50 y 100 uM respectivamente, produjeron muerte celular (datos no mostrados) por lo que
concentraciones mayores o iguales a esas fueron eliminadas de los ensayos de transactivacion.
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Figura 8. Ensayos de citotoxicidad de los compuestos estudiados. Las concentraciones maximas a emplear de los
compuestos en los ensayos de transactivacion, se definieron en funcién a aquellas que no produjeran muerte celular. A) E2;

B) EE2; C) BPA; D) 4-MBC; E) ICIL. Los resultados se expresaron como % de viabilidad con respecto al vehiculo
considerandolo a éste como 100 %.
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4.2.2- Ensayos de transactivacion con PE

Para evaluar la capacidad para actuar como PEg de los compuestos EE2, BPA y 4-MBC se llevaron
a cabo ensayos de transactivacion con la linea celular reportera T47D-KBluc. El E2, un estré6geno
puro, se utilizé como control positivo del ensayo. En la figura 9 se observa la respuesta generada por
los compuestos evaluados. En los casos donde fue posible, los valores obtenidos se ajustaron a un
modelo dosis-respuesta, a partir del cual se calcul6 el EC50 (dosis de compuesto necesaria para
obtener el 50% de respuesta maxima). Para el caso de EE2, el EC50 fue de 0,01 nM, al igual que
para el E2. EI EC50 para el compuesto BPA fue de 0,47 uM y en el caso del 4-MBC no fue posible
ajustar los valores al modelo por lo que no se calculé el EC50.
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Figura 9. Respuesta de la linea celular T47DKBluc a los compuestos evaluados en los ensayos de
transactivacién. A) E2, B) BPA, C) EE2, D) 4-MBC.

4.2.3- Especificidad de la respuesta estrogénica

Con el fin de confirmar que la respuesta obtenida en los ensayos de transactivacion fuera debido a la
union especifica de los compuestos al ER, se realizé una incubacién conjunta con el antagonista puro
del ER, ICI, en una concentracion 1 uM. En la figura 10 se puede observar que la coincubacion del
estimulo estrogénico en presencia del antagonista ICI disminuyé significativamente la respuesta,
revirtiendo el efecto observado con el estimulo solo, incluso para el 4-MBC.
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Figura 10. Especificidad de la respuesta estrogénica. Las células T47DKBIluc fueron incubadas con el estimulo
estrogénico en ausencia (barras rojas) y presencia (barras violetas) del antagonista puro ICI 1uM durante 24 h. A) E2;
B) EE2; C) BPA; D) 4-MBC. *** p< 0,0001 respecto a la misma concentracion del estimulo sin ICI.

4.3- Evaluacién de la capacidad de diferentes compuestos como PE
utilizando un modelo in vivo

Para evaluar los efectos de la exposicién perinatal a PE sobre el desarrollo de células germinales
masculinas y la capacidad reproductiva adulta, se llevd a cabo un ensayo in vivo utilizando ratones
transgénicos OCT4-GFP, de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos.

4.3.1- Tipificacién por PCR

Para discriminar los ratones Oct4- de los Oct4+ necesarios para los ensayos se realiz6 la tipificacion
por PCR a partir de ADN extraido de la cola. En la figura 11 se muestra un gel de agarosa en el cual
se corrieron los productos de la reaccién de PCR. En los carriles 3 y 4 se observan las muestras
obtenidas a partir de cola, en todos los casos se observa la banda correspondiente al gen Mena 2
(165 pb) y en las muestra del carril 4 se puede observar la banda correspondiente al gen de la GFP
(355 pb).
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Figura 11. Tipificacion de ratones Oct-GFP por PCR. 1) Marcador de
peso molecular;2) Control de H20 ;3) Control negativo para GFP ;4)
Control positivo para GFP .

4.3.2- Parametros evaluados durante la gestacion

Durante el transcurso de la prefiez se monitorearon los pesos de las hembras. La figura 12 muestra
los cambios en el peso durante los 2 ensayos. Por otro lado la tabla 2 muestra la duracion de la
prefiez y la media de este parametro para cada tratamiento. En ambos ensayos se observé que el
peso y el tiempo de gestacion de los grupos EE2, BPA, ETOH y ACEITE estuvo dentro de los
parametros normales para la cepa en estudio (19,5-20,5 dias de gestacién) mientras que para el
tratamiento con 4-MBC si bien la evolucion del peso fue similar al resto de los tratamientos, se
produjo un retraso en la fecha de parto, aumentando el periodo de gestacion (21,5 y 22,5 dias),
comparado con su respectivo control. Ademas con este tratamiento no se pudo realizar el analisis de
crias a 7 dias por citometria de flujo ya que las mismas sufrieron canibalismo.
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Figura 12. Peso de las hembras durante el periodo de gestacion. Hembras Oct4-GFP
prefiadas y tratadas con los estimulos indicados en el grafico fueron pesadas a distintos
tiempos, a fin de evaluar la evolucién de su peso durante la gestacion. Se grafican las
medias de los pesos obtenidos para cada tratamiento.
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Tabla 2. Tiempo de gestaciéon para los diferentes tratamientos. Los valores de la tabla hacen referencia a

numero de dias de gestacién por cada animal utilizado en los ensayos.

Control EE2 BPA Control 4-MBC
ETOH Aceite
20,5 19,5 20,5 20,5 22,5
19,5 19,5 20,5 19,5 21,5
20,5 19,5 19,5
19,5 19,5
Media 20,2 19,5 20,0 20,0 22,0
SD 0,7 0 0,6 0,7 0,7

4.3.3- Andlisis por citometria de flujo de células testiculares de crias DPN 7

Con el objeto de evaluar un posible efecto de los compuestos estudiados sobre el desarrollo de las
células germinales masculinas, se analizaron por citometria de flujo las células obtenidas de las
gonadas de las crias DPN7. Para ello se calculé la diferencia de la media de la intensidad de
fluorescencia (Incremento de MFI, ver Materiales y métodos) y el porcentaje de células GFP positivas
(%GFP) para cada tratamiento. La figura 13 muestra perfiles citométricos representativos para una
muestra de animales control (ETOH) (Figura 13 A) y tratados con EE2 (figura 13 C) asi como sus
respectivos histogramas de intensidad de fluorescencia (Figura 13 B y D, respectivamente). Como se

puede ver en la figura 14, el tratamiento con EE2 y BPA produjo un aumento significativo en el
Incremento de la MFI en comparacion con el control.

| Name |Mean:FL 1Log |Median : FL 1 Log
0etd GFP- 547 401
Qctd GFP+ 125 55.2

Name |Mean:FL 1Log |[Median:FL 1Log
IV C 2_28_Jun_13.fcsSingletes B | 0ct4 GFP- 405 434

43614 M| Octs 6FP+ 035 0.6
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Figura 13. Andlisis citométrico de las suspensiones celulares testiculares de crias DPN 7 tratadas perinatalmente
con putativos PE. A,C) Diagrama de puntos (SSC vs Oct-4/GFP) representativos del grupo ETOH y EE2, respectivamente.
B, D) Histogramas correspondientes a la intensidad media fluorescente del grupo ETOH y EE2, respectivamente. En rojo se

observan las poblaciones GFP positivas y en celeste, las GFP negativas. Cada muestra contiene material proveniente de un
solo espécimen y fue analizada individualmente mediante citometria de flujo
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Figura 14. Evaluacién del tratamiento perinatal con PE sobre el desarrollo de células germinales masculinas de
crias DPN 7. Los resultados fueron representados en graficos de caja whiskers.) Porcentaje de células GFP positivas
para los distintos tratamientos. B) Incremento de la MFI para los distintos tratamientos. En la parte superior de cada caja
se indica el nimero de animales pertenecientes a cada grupo (n=). *=p< 0,05 y **=p<0,01, respecto del grupo control
(ETOH).

4.3.4- Evaluacién de la capacidad reproductiva en adultos tratados perinatalmente
con PE

Para evaluar los efectos de los PE en la adultez se realizaron estudios de viabilidad, recuento y
motilidad espermética en machos adultos tratados perinatalmente con PE. Sélo se pudieron analizar
los grupos ETOH y BPA, ya que no se contd con crias suficientes en el resto de los tratamientos.
El analisis de viabilidad y de recuento espermatico se llevé a cabo por citometria de flujo, de acuerdo
a lo detallado en Materiales y Métodos. Para el andlisis de motilidad se consideraron
espermatozoides matiles progresivos y motiles. No se observaron diferencias significativas con
respecto a los valores del grupo control (ETOH) en ninguno de los parametros analizados (Figuras 15
y 16).
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Figura 15. Evaluacion de la capacidad reproductiva de adultos tratados perinatalmente con
PE. A) Viabilidad espermética. B) Recuento espermatico. El nimero sobre cada barra indica el
ndmero de animales evaluados por grupo.
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Figura 16. Evaluacién de motilidad de adultos tratados perinatalmente con PE. A) Espermatozoides métiles
progresivos. B) Espermatozoides métiles. C) Espermatozoides no motiles.
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5- Discusion

Los PE son sustancias quimicas que interfieren con la homeostasis del sistema endécrino afectando
tanto a humanos como a la vida salvaje. Una gran cantidad de sustancias ya sea naturales como
fabricadas por el hombre son capaces de actuar como PE. Estos se pueden encontrar en pesticidas,
metales, aditivos, comida y productos de cuidado personal, por lo que la exposicion a los mismos
ocurre mediante la ingestion de agua o comida, inhalacion de gases, a través de la piel o a través de
una madre a sus hijos por medio de la placenta o la leche materna. Entre sus efectos se encuentran
la alteracion de las funciones reproductivas en hombres y mujeres, aumentos en la incidencia de
cancer de mama y problemas metabdlicos y neuroldgicos (55).

Existen evidencias de que cientos de compuestos quimicos son capaces de interferir con los
receptores de hormonas, con la sintesis hormonal o la conversion de las mismas. Sin embargo,
solamente una pequefia fraccién de estos compuestos han sido evaluados en ensayos capaces de
identificar ampliamente sus efectos como PE en diferentes organismos (55).

Desde el afio 2009 la EPA (Environment Protection Agency) de los Estados Unidos comenzé un
programa de cribado de 2 etapas para identificar compuestos con posibles efectos sobre el sistema
enddcrino. En la primera etapa se pretende evaluar si los compuestos presentan o no actividad como
PE mediante una bateria de ensayos in vitro e in vivo, mientras que en la segunda fase se pretende
identificar mediante ensayos in vivo el modo de accion de los PE identificados en la primera etapa
(47).

En este trabajo se propuso estudiar la capacidad de actuar como PE de algunos compuestos de 2
formas diferentes, un ensayo in vitro que permite un rapido chequeo con posibilidad de escalarlo a un
alto nimero de compuestos y un método in vivo que permite analizar el efecto de los compuestos
seleccionados a nivel del organismo entero.

5.1- Evaluaciéon de PE mediante ensayos in vitro

Los ensayos in vitro proporcionan una manera de realizar un primer cribado de forma rapida (43) y
econdmica sin la necesidad de utilizar un gran nimero de animales. Idealmente podrian cumplir una
funcion preventiva ya que se pueden emplear para testear compuestos quimicos que van a ser
utilizados en la industria alimentaria, 0 aquellos que van a ser ampliamente distribuidos en el
ambiente como por ejemplo, los pesticidas. La evaluacién de estas sustancias por su calidad de PE
durante la etapa de disefio y desarrollo, permitiria reducir la produccion o utilizacién de los mismos en
caso de presentar actividad como PE (45).

El ensayo al cual se refiere este trabajo, proporciona una alternativa para determinar si un compuesto
presenta o no actividad estrogénica. En este caso el modelo in vitro consiste en una linea celular
reportera de cancer de mama (T47D-KBluc), que permite detectar agonistas y antagonistas
estrogénicos de una manera precisa, sensible y con poca variabilidad entre ensayos. Ademas
permite obtener un resultado confiable en un periodo de 24 h de forma muy econdémica.

Considerando que este ensayo nunca habia sido llevado a cabo en nuestro laboratorio, fue necesario
evaluar ciertos parametros con el fin de optimizar el ensayo antes de comenzar a testear los
compuestos. En primer lugar fue necesario establecer la densidad celular necesaria para obtener una
respuesta optima ya que con el nimero de células indicado en la bibliografia (51), 1 x 10*
células/pocillo, practicamente no se observaba respuesta. Se encontré que la densidad celular inicial
6ptima para el ensayo fue 3 x 10" células/ pocillo. Con un menor nimero de células la respuesta
obtenida fue menor mientras que con un nimero mayor de células la intensidad de la respuesta no
vario.

Otro parametro optimizado fue el protocolo de lectura de la luminiscencia .Se realizé una prueba para
evaluar la estabilidad de luz producida por la enzima en el tiempo. Debido a que la lectura
permanecié estable en los primeros 10 min de medicion y luego comenzd a variar, se concluyé que la
lectura de la luz debia ser realizada dentro de los primeros 10 min de agregado el sustrato de la
luciferasa.
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En lo que se refiere a los tiempos de adquisicion de la sefial luminica, se obtuvo la misma
sensibilidad con 1 s y con 10 s, siempre que la ganancia fuera la maxima, por esta razén se optd por
utilizar el protocolo de 1 s debido a que es mas rapido y permite medir una mayor cantidad de
pocillos por unidad de tiempo.

Por ultimo, se optimizo el tiempo de estimulacién para asi evaluar el tiempo 6ptimo para la duracion
del ensayo y el efecto del tiempo en la respuesta obtenida. En base a los resultados se establecié un
periodo de estimulacién de 24 h como suficiente para generar la maxima cantidad de luciferasa sin
comprometer su estabilidad.

Una vez establecidos los parametros antes mencionados se llevaron a cabo los ensayos de
transactivacién para evaluar la capacidad de PE de 4 compuestos: E2, EE2, BPA y 4-MBC. Se
obtuvo una curva dosis dependiente para tres de los cuatro compuestos evaluados. Con E2, un
estrdgeno puro, se obtuvo la misma respuesta que para el EE2, siendo sus EC50 muy similares, lo
gue coincide con los datos de afinidad por el ER reportados en bibliografia para ambos
compuestos(56-57). Los resultados para BPA demostraron que este compuesto tiene un poder
estrogénico mucho menor que los anteriores, ya que fue necesario emplear concentraciones mucho
mayores para poder generar una respuesta. Esto se refleja claramente en lo valores de EC50
obtenidos, ya que el valor para el BPA (0,47uM) fue mucho mayor que el correspondiente al E2 y al
EE2 (0,01nM). Por otro lado, el 4-MBC no generdé respuesta en ninguno de los ensayos de
transactivacioén realizados, ya que la maxima concentracion no téxica empleada no logré superar 3 x
el valor basal. Esto puede deberse a que el compuesto no presenta riesgo de PE, aunque no
podemos descartar la posibilidad de que el modelo empleado no haya sido adecuado para evidenciar
dicho efecto. El 4-MBC es un compuesto que se une preferencialmente a los ERB (29) (58) y no a los
ERa (59), a diferencia del resto de los compuestos evaluados y segun un estudio llevado a cabo por
Kulakosky y col, los ERB se unen con mucha menor afinidad que los ERa a la mayoria de los
elementos de respuesta a estrégenos, siendo menos activos transcripcionalmente y, por lo tanto,
induciendo una menor respuesta en los ensayos de transactivacion (60). Esto explicaria por qué no
se pudo obtener una respuesta dosis dependiente para el 4-MBC a las concentraciones utilizadas.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo demostraron que el modelo planteado presenta
una limitacién, ya que so6lo permitiria detecta aquellos compuestos que ejercen su accion estrogénica
mediante la interaccién preferencial con el ERa al mismo tiempo que ponen en evidencia la
necesidad de evaluar la capacidad de PE con mas de un ensayo, a fin de contemplar al menos una
parte de la gran variedad de formas de ejercer la accidn estrogénica. El uso de mas de un ensayo in
vitro, como por ejemplo el ensayo de proliferacién celular o los ensayos de unién a receptor,
hubiesen sido Utiles para definir la cualidad PE del 4-MBC. De hecho este punto es fuertemente
considerado por la EPA, quien propone realizar mas de un ensayo en diferentes etapas para poder
definir a un compuesto como PE.(47)

Como ya se menciono, los ensayos in vitro presentan algunas desventajas. Su principal limitacion es
qgue la informacién que proporcionan no siempre es extrapolable a la realidad de individuos mas
complejos. Un sistema in vitro no presenta las mismas capacidades metabdlicas que un animal (44),
por ejemplo, no puede detectar pro-estrogenos, es decir compuestos que son metabolizados in vivo a
estrdgenos y que in vitro no presentarian actividad (45). Tampoco permiten estudiar la
farmacodinamia y farmacocinética del metabolismo enddcrino, y en estos casos, es necesario
emplear un modelo in vivo que permita tener una aproximacion mas global de los posibles efectos de
los PE, por lo que son los mas aceptados por las agencias gubernamentales de protecciéon ambiental
como la EPA (42). Sin embrago, los ensayos in vitro utilizados en forma combinada son una
herramienta (til para una primera aproximacién al estudio de PE, ya que son rapidos, econémicos y
pueden reducir el uso de animales de experimentacion en una segunda etapa evaluadora.

5.2- Evaluacion de PE mediante ensayos in vivo

En este trabajo se plantedé un modelo in vivo como una herramienta novedosa para evaluar el efecto
de los PE sobre las células germinales masculinas empleando la citometria de flujo como método de
andlisis.
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Hembras prefiadas OCT4-GFP fueron administradas con los compuestos a evaluar por via
intragastrica desde el DPC 5 hasta el DPN 7, para luego evaluar por citometria de flujo los
parametros de Incremento MFI y % GFP. A partir de estos resultados, se pudo observar que los
tratamientos con EE2 y BPA generaron un aumento significativo en el incremento MFI, que podria
estar relacionado con el nivel de expresion del gen Oct4 y, por ende, con el grado de madurez de las
células. En lo que respecta al otro parametro evaluado, la cantidad de células Oct4-GFP positivas
(%GFP), no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control, por lo que el
EE2 y el BPA no afectarian la cantidad de células germinales, sino su estadio de diferenciacion (61) .
No se pudo evaluar por citometria de flujo ninguna muestra proveniente de ratones tratados con 4-
MBC debido a que en ambos ensayos hubo canibalismo y las crias no sobrevivieron hasta los 7 dias.
Con este compuesto en particular se observé un aumento en la duracién de la prefiez lo que pudo
haber generado un estrés adicional que aumenté la incidencia de canibalismo. Para futuros
experimentos se propone reducir la dosis de 4-MBC para poder identificar si estas anomalias en la
prefiez se deben a la alta concentracidn de compuesto utilizada y poder llegar a analizar las
muestras obtenidas de las crias por CF.

Con respecto a la evaluacibn de la capacidad reproductiva de machos adultos tratados
perinatalmente con PE, no se observaron diferencias significativas en cuanto a viabilidad, recuento y
motilidad espermatica, por lo que estos resultados sugeririan la existencia de un efecto compensador
durante el desarrollo por el cual el efecto detectado sobre las células germinales a los 7 dias no tuvo
consecuencias al menos en los parametros evaluados. De todas maneras no podemos descartar la
posibilidad de que el tratamiento perinatal haya afectado la capacidad de los espermatozoides de
fecundar al oocito. Se ha reportado que el BPA es capaz de producir alteraciones epigenéticas en los
espermatozoides, las cuales sélo pueden ser detectadas con técnicas especificas (por ejemplo,
bisulfitacién del ADN) o mediante la evaluacién de la capacidad de fecundar (62). En la actualidad se
estan desarrollando en el laboratorio ensayos de reproducciéon forzada que permitiran definir si el
tratamiento perinatal con PE afecté la capacidad reproductiva de los machos tratados.

El modelo propuesto demostré ser util para evaluar los efectos de la exposicién perinatal a
estrogenos sobre las células germinales masculinas. En la actualidad no existe otro modelo que
permita evaluar por citometria de flujo estos efectos. Ademas las mayoria de los modelos existentes
para el estudio de los PE evaluan parametros en las hembras, mientras que los ensayos en machos
son escasos y complejos ya que requieren de castracién previa al ensayo (ensayo Hershberger),
mediciones de niveles hormonales en sangre y extraccion y peso de érganos del sistema enddcrino
(ensayo de la pubertad masculina en rata), por lo que el modelo propuesto presenta una alternativa
mas sencilla y con la ventaja de que se pueden obtener datos cuantitativos en un periodo de tiempo
relativamente corto gracias al empleo de la citometria de flujo como herramienta de analisis (43).
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6- Analisis econdmico

En este trabajo se optimizaron 2 modelos de estudio: un método in vitro para evaluar la capacidad de
activar al receptor de estrogenos empleando la linea celular T47D-KBLuc y un modelo in vivo que
permiti6 evaluar los efectos endocrinos de PE sobre el desarrollo germinal y la capacidad
reproductiva masculina de mamiferos.

A fin de realizar una comparacion econémica entre ambas metodologias se calcularon los costos
asociados al estudio de un Unico compuesto. De acuerdo a lo detallado en la tabla 3, el costo del
método in vivo resulté ser aproximadamente 5 veces mayor que el in vitro, y demandé 17 veces mas
tiempo. Ademas el ensayo in vivo demand6 una mayor cantidad de horas de recursos humanos, al
menos dos operarios calificados para la manipulacién de animales y la aprobacion del protocolo por
parte del Comité de Etica de la Institucion.

Los datos expuestos permiten concluir que el modelo in vitro seria una herramienta apropiada para el
cribado primario de putativos PE, donde los compuestos a evaluar son numerosos, Yy, por lo tanto, un
bajo costo y una duracion reducida serian cualidades valiosas de la metodologia. Ademas cuenta
con la ventaja de ser altamente reproducible, en comparacién con la metodologia in vivo en la cual se
debe considerar la variacion intrinseca de cada animal y las condiciones a la que los mismos estan
expuestos. Sin embargo este tipo de ensayo no permite obtener datos respecto al efecto endécrino
gue el perturbador podria tener en un organismo vivo, lo cual constituye una limitacion al momento
de definir dosis seguras del compuesto.

Tabla 3. Comparacion de los costos de ensayos in vitro e in vivo para el analisis de 1 compuesto con su
control correspondiente.

IN VITRO (1 compuesto) IN VIVO (1 compuesto)

Medios de cultivo 1,7 U$S Animales 33,6U$S
Sustrato Luc. 1,3 U$S Mantenimiento cajas 24 U$S
Material plastico 8 U$S

Duracion del ensayo | 48 h Duracion del ensayo | 34 dias
Tiempo RRHH 3 h (15 U$S) Tiempo RRHH 17 h (85 U$S)
Total 26,0 U$S Total 142.6 U$S
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7- Conclusioén

En este trabajo se presentaron dos metodologias para el monitoreo de PE. Se optimizo exitosamente
el ensayo in vitro con la linea celular T47D-KBLuc y se utiliz6 este modelo para evaluar la capacidad
estrogénica del E2, EE2, BPA y 4-MBC. Ademas mediante la utilizacién de un modelo animal, el
raton transgénico OCT4-GFP, se estudio el efecto de la exposicion perinatal a estrégenos en crias de
7 dias de edad y en adultos.

Ambos modelos presentaron ventajas y limitaciones propias, las cuales fueron discutidas en detalle
en las secciones anteriores y los resultados obtenidos permitieron plantear una nueva alternativa
para la evaluacion de los efectos de PE: el empleo combinado de ambas metodologias.

La implementacion combinada de estos modelos in vitro e in vivo permitiria reducir el uso de
animales de laboratorio, tiempos y costos del proceso de evaluacion a través de un cribado
preliminar (in vitro) de compuestos, a partir del cual se seleccionaria sélo una fracciéon de los mismos
para su posterior estudio fisiol6gico, empleando el modelo in vivo aqui propuesto.

De esta manera, ambos modelos podrian ser utilizados en forma conjunta por organismos publicos y
privados como herramientas para el monitoreo de sustancias ya presentes en el ambiente y/o para
evaluar el potencial riesgo endocrino de nuevos productos previo a su introduccién en el mercado,
impactando positivamente en la salud humana y animal.
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