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RESUMEN

En las ultimas décadas, los compuestos con capacidad para afectar el sistema endocrino
y la reproduccion de los organismos han despertado gran preocupacién en el mundo
entero. Tales sustancias se conocen como perturbadores endocrinos o EDCs (del inglés,
Endocrine Disrupting Chemicals) y se caracterizan por inducir efectos adversos a muy
bajas concentraciones, manifestar consecuencias adversas en momentos diferentes a los
de la exposicion y actuar en determinadas etapas del ciclo de vida. Un grupo de EDCs
conocidos como compuestos estrogénicos, tienen la capacidad de mimetizar la accion del
estradiol, hormona esteroidea asociada principalmente al sexo femenino, y regular las
funciones del sistema endocrino. Historicamente, los peces han sido utilizados como
organismos centinela para evaluar contaminacion acudtica por EDCs, dado que su ciclo
de vida es completamente acuatico y su sistema endocrino presenta semejanzas con los
vertebrados tetrapodos. En particular, en varias especies de la familia Poeciliidae se ha
observado que el desarrollo del gonopodio (modificacion de la aleta anal en machos,
usada como organo copulador) puede ser alterado por concentraciones ambientalmente
relevantes de EDCs en el agua. Menos estudiado ha sido su accion sobre la histologia

gonadal, no habiéndose infomado previamente, por ejemplo, la induccion de intersexos.

El objetivo de este trabajo fue entonces estudiar los efectos del xenoestrogeno modelo,
17a-etinilestradiol (EE»), sobre los caracteres sexuales secundarios y las gonadas de

Cnesterodon decemmaculatus en distintas etapas del ciclo de vida.

Para ello, en primer lugar, fue necesario estudiar la morfogénesis de la aleta anal y el
desarrollo de las gonadas de machos y hembras en condiciones normales. De esta manera,
de acuerdo con los caracteres sexuales secundarios, se describieron y caracterizaron 3
fenotipos sexuales: individuos indiferenciados, machos y hembras. A su vez, de acuerdo
a la morfogénesis del gonopodio en los machos, se caracterizaron 4 estadios de desarrollo.
También se describieron 5 estadios de desarrollo gonadal para el testiculo y el ovario, y
se los relacion6 con distintos parametros de condicion general y de los caracteres sexuales
secundarios.

Luego, se estudiaron los efectos de exposiciones cronicas a EE2, sobre la histologia
gonadal y los caracteres sexuales secundarios en distintos momentos del ciclo de vida
(Juveniles y adultos). Entre los efectos observados sobre ejemplares en estadios

tempranos del desarrollo, se observé una toxicidad letal relativamente alta



(CLs0-13 semanas = 109,9 ng/L), disminucion en la proporcion de machos y aumento de
ejemplares indiferenciados, alteracion de la histologia tanto del testiculo y del ovario
conduciendo a una génada morfolégicamente alterada e indiferenciable, retraso en el
desarrollo del gonopodio y ausencia de machos con gonopodio completamente maduro.
Ademas, se encontrd que el EE> fue capaz de inducir una Ilamativa pigmentacion en la
zona perianal. Dicho efecto se observd también en muestreos realizados en cursos de agua
receptores de efluentes cloacales en los que se documentaron niveles de compuestos
estrogénicos relativamente altos. Ello indicaria que tal pigmentacion podria ser utilizada
como un potencial biomarcador de exposicion a este tipo de compuestos.

En el caso de los adultos, las exposiciones cronicas a EE> no indujeron alteraciones en la
morfologia del gonopodio, pero si indujeron alteraciones a nivel de la histologia gonadal,
encontrandose ejemplares intersexos o testis-ova (elementos de la linea oogenética dentro
del testiculo) tanto de manera tiempo- como concentracion-dependiente.

De esta forma, el EE> y probablemente otros compuestos estrogénicos, son capaces de
inducir distintas alteraciones en C. decemmaculatus dependiendo del momento del ciclo
de vida en el que son expuestos los peces. Para este tipo de compuestos, los efectos serian
observables en las gonadas debido a que afectan su desarrollo y el posterior desarrollo de
los caracteres secundarios o la maduracion de los individuos. Por el contrario, el
gonopodio una vez desarrollado, pareciera ser insensible a la accion del EE». Los efectos
observados tanto sobre la gobnada como sobre la pigmentacion perianal, sugeriria que ésta
especie resultaria Util como organismo de prueba para evaluar efectos estrogénicos
inducidos por contaminantes ambientales. Los efectos sobre juveniles se observaron a
concentraciones de EE» que fueron detectadas en los ambientes donde habita C.
decemmaculatus. Si bien resultaria menos probable hallar 100 ng/L de EE; en los cuerpos
de agua naturales, es importante resaltar que la presencia de oocitos en el testiculo de

machos adultos (festis-ova) podria comprometer la reproduccion de la especie.
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INTRODUCCION GENERAL



Problematica ambiental

En el transcurso de su historia, el ser humano ha sido capaz de modificar su habitat para
obtener alimento, refugio y todo otro recurso que considerd necesario para su bienestar.
Desde la revolucion industrial, el progreso en quimica y tecnologia ha traido beneficios
econdmicos y sociales. Sin embargo, los efectos adversos de estas acciones sobre el
ambiente se fueron haciendo cada vez mas notorios. Este perjuicio sobre el ambiente ha
llegado al extremo de afectar el normal funcionamiento de los ecosistemas y de los
organismos que los habitan.

Anualmente, se introducen al mercado mundial una gran diversidad de sustancias
quimicas sin que se conozcan sus potenciales efectos sobre el ambiente y los seres vivos.
A modo de ejemplo, en la Figura 1 se muestran los niveles de produccion de sustancias
peligrosas para el ambiente durante los Ultimos afios en Europa. A su vez, Wilson y
Schwarzman (2009) sostienen que la producciéon mundial de sustancias quimicas se
duplicara en los proximos 24 afios y remarcan la necesidad de mejorar la regulacion y el
control, en pos de reducir el impacto sobre la salud humana y el ambiente. En este sentido,
diversas actividades econdmicas presentan una importante fuente de incorporacién de
compuestos al ambiente. Por ejemplo, el creciente uso de pesticidas en agricultura y de
farmacos en medicina humana y veterinaria. Un problema similar es el que plantean las
descargas de efluentes industriales y domésticos con un tratamiento inadecuado o

directamente crudos a los ambientes acuaticos.
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Figura 1. Produccion de sustancias peligrosas para el ambiente (en millones de toneladas) entre
2004 y 2016 en Europa. Las diferentes clases de quimicos estan clasificados de acuerdo con su
efecto en el ambiente desde el mas peligroso (cronico severo) al menos peligroso (agudo

significativo). Adaptado de las estadisticas publicadas por Eurostat (2018).



Particularmente, el ambiente acudtico es altamente complejo y diverso. Esto incluye
distintos tipos de ecosistemas que se caracterizan por una gran diversidad de componentes
bidticos y abidticos: cuerpos de agua dulce como lagos, embalses y rios; estuarios; aguas
costeras marinas y ocednicas. Dado que los cuerpos de agua actian como sumideros
naturales y destino final de este tipo de compuestos, la diversidad biologica y la dinamica
de la estructura de las comunidades puede ser afectada.

En sentido amplio, se define a la contaminacion acuatica como la alteracion de las
propiedades fisicas, quimicas y/o biologicas de las aguas, ya sea tanto por causas naturales
o antropicas (Laws, 2000). En el medio acudtico, los organismos estan continuamente
expuestos a compuestos provenientes de las actividades antropicas, lo que les plantea un
desafio constante para su vida (Orn et al., 2006; Fick et al., 2009).

Las propiedades fisicoquimicas de los contaminantes determinan su distribucion y
persistencia en los compartimentos ambientales: suelo, aire, sedimento y agua (Rand ef
al., 1995). De esta forma, la respuesta del ecosistema resulta muy variable debido a la

complejidad de estos sistemas naturales.

Los perturbadores endocrinos

Es hoy sabido que algunos contaminantes ambientales, tales como productos quimicos
industriales y agricolas, metales y medicamentos, pueden afectar los procesos de
regulacion hormonal de la fauna acudtica (Kime, 1999; Zeilinger et al., 2009). En los
ultimos afios, varias de estas sustancias han despertado especial preocupacion por su
capacidad de alterar la homeostasis del sistema endocrino de los organismos, dando lugar
a efectos adversos sobre la salud, crecimiento, desarrollo y reproducciéon de los
individuos, de su progenie o de las poblaciones que constituyen (Chapin ef al., 1996; Vos
et al., 2000; Kuster et al., 2005; Sumpter y Johnson, 2005b). Estos compuestos son
denominados perturbadores endocrinos, nombre que deriva del inglés, Endocrine
Disrupting Chemicals (EDCs). En 1991, se introdujo este término por un grupo de
expertos durante una conferencia (Wingspread Conference) en la cual se trato la conexion
entre los efectos observados en animales y humanos expuestos a perturbadores
endocrinos (Colborn y Clement, 1992). Estos cientificos concluyeron que muchos
compuestos introducidos en el ambiente por la actividad humana son capaces de alterar

el sistema endocrino. El fendmeno al que dan origen los EDCs, alteracion de la funcion



endocrina, recibe el nombre de perturbacion endocrina. La perturbacién endocrina puede
ocasionar cambios severos debido al papel crucial que juegan las hormonas en la
fisiologia de los organismos (Hotchkiss et al., 2008). Anos después, la Organizacion
Mundial de la Salud amplié la definicion de los EDCs como “sustancias exdgenas que
alteran la funcion del sistema endocrino y consecuentemente causan efectos adversos
sobre la salud de un organismo intacto, de su progenie, o de sus poblaciones”
(WHO/IPCS, 2002). Posteriormente, Waye y Trudeau (2011) introdujeron el concepto de
perturbador neuroendocrino, definiéndolo como aquellos contaminantes presentes en el
ambiente que son capaces de actuar como agonistas/antagonistas/moduladores de la
sintesis y/o metabolismo de neuropéptidos, neurotransmisores o neurohormonas, que
subsecuentemente alteran diversos procesos fisioldgicos, comportamentales u
hormonales que afectan la capacidad de los individuos a desarrollarse, reproducirse,
crecer, adaptarse y enfrentar las situaciones de estrés. La definicion de perturbacion
neuroendocrina, de esta forma, engloba tanto los efectos directos como los indirectos a
través de una cascada de eventos.
A diferencia de otros contaminantes ambientales, los EDCs se caracterizan por: 1) inducir
efectos adversos a concentraciones muy bajas; 2) ser capaces de revelar los efectos en el
organismo en momentos diferentes a los que se produce la exposicion; e 3) actuar en
ciertos estadios del ciclo de vida y en otros no (Kendall y Dickerson, 1996; Katsiadaki et
al., 2006; Ankley et al., 2009; Ankley et al., 2010). La relevancia ambiental de la
contaminacion acudtica por EDCs puede ser ejemplificada a partir de los trabajos de
Purdom et al. (1994) y Sumpter (1995) que demostraron la presencia de peces intersexos
aguas abajo de efluentes cloacales.
En las altimas dos décadas ha aumentado la preocupacion acerca de los posibles efectos
adversos en los seres humanos y la vida silvestre por la exposicion a sustancias quimicas
que pueden interferir con el sistema endocrino. Segin la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos o USEPA (del inglés, United States Environmental
Protection Agency), estos efectos pueden incluir:

e malformaciones del desarrollo,

e interferencia con la reproduccion,

e aumento del riesgo de contraer cancer, y

e alteraciones en la funcion del sistema inmune y nervioso.



Se ha publicado también que diversas sustancias quimicas alteran el sistema endocrino
de los animales en estudios de laboratorio, y hay evidencias acerca de la asociacion entre
la exposicion a ciertos quimicos en el ambiente y los efectos adversos sobre el desarrollo
y la reproduccion de peces y otros animales silvestres. Sin embargo, la relacion entre las
alteraciones del sistema endocrino en humanos y la exposicion a contaminantes
ambientales, es alin cientificamente controversial (Kavlock et al., 1996; Harding et al.,
2006; USEPA, 2018).

En el caso de los animales salvajes, existen claras evidencias sobre los efectos fisiologicos
en organismos expuestos a EDCs (Tyler et al., 1998). Se han documentado efectos en
mamiferos (Facemire et al., 1995; Tillitt et al., 1996), aves (Fry y Toone, 1981; Fry et al.,
1987; Tillitt et al., 1993; Giesy et al., 1994), reptiles (Guillette et al., 1994; Guillette Jr et
al., 1996), anfibios (Lambert et al., 2015; Haselman et al., 2018; Jackman et al., 2018),
peces (Bortone y Davis, 1994; Purdom ef al., 1994; Harries et al., 1996; Jobling et al.,
1998; De Metrio et al., 2003; Game et al., 2006; Jobling et al., 2006; Leusch et al., 2006)
e invertebrados (Hallers-Tjabbes et al., 1994; Oehlmann et al., 1996; Markman et al.,
2007; Miyashita et al., 2011).

Mecanismo de accion de los perturbadores endocrinos

Los perturbadores endocrinos interfieren en el funcionamiento del sistema hormonal
mediante alguno de estos mecanismos (Kime, 2001; Denslow y Sepulveda, 2007; Ankley
et al., 2009; Ankley et al., 2010; Waye y Trudeau, 2011):
1. Mimetizando el efecto de las hormonas endogenas: Algunas sustancias se
comportan como agonistas de determinados receptores hormonales. El DDT,
PCBs y fitoestrégenos afectan por este mecanismo a los receptores de estrogenos,
generando la respuesta fisiologica caracteristica de estas hormonas.
2. Bloqueando su accion: Los compuestos anti-estrogénicos o anti-androgénicos
actiian como antagonistas de receptores hormonales. Por ejemplo, el Vinclozolin
o el DDE, un metabolito del DDT, actuan como anti-andrégenos.
3. Modificando la sintesis, transporte y metabolismo de hormonas endogenas y/o de
sus receptores por lo que modulan o interfieren en los niveles fisioldgicos,

aumentando o disminuyendo sus concentraciones en circulacion general. Es el



caso de los cambios en la expresion génica de los receptores de estrégenos y

androgenos, que son regulados por esteroides sexuales.

Los EDCs pueden tener efectos distintos sobre los estadios embrionarios, juveniles o
adultos. En general, los estadios de vida mas tempranos suelen ser mas sensibles ante la
exposicion a EDCs, ya que durante el desarrollo ocurren diversos eventos criticos de
diferenciacion celular y molecular inicos que moldean al organismo en un periodo corto
de tiempo (McKim, 1995). Durante esta etapa del ciclo de vida ocurre también el proceso
de diferenciacion gonadal, que inducird la morfogénesis de las gonadas y la posterior
manifestacion de los caracteres sexuales secundarios y el comportamiento sexual
(Nakamura et al., 1998). La exposicion a EDCs resulta critica cuando tiene lugar durante
esta etapa del ciclo de vida, dando la posibilidad a que los efectos se manifiesten durante
la adultez.

La exposicion a bajas concentraciones de sustancias que interactiian con los receptores
hormonales puede interferir con la reproduccion, el desarrollo y otros procesos regulados
hormonalmente. Puesto que las hormonas se encuentran en el organismo a
concentraciones bajas (pg-ng/mL en plasma), los EDCs inducen sus efectos adversos

también a bajas concentraciones.

Compuestos estrogénicos

Los estrogenos son esteroides de 18 atomos de carbono con funcién hormonal,
clasicamente asociados al sistema reproductor femenino (Neill, 2006). Los estrogenos
naturales estrona (E1), 17B-estradiol (E2) y estriol (E3), reciben su denominacion debido
a la cantidad de grupos hidroxilos que contiene su molécula (Figura 2). En mamiferos, el
E> que es principalmente producido por los ovarios, es el principal estrogeno, mientras
que E; es el estrogeno mds comin en mujeres postmenopausicas y Es3, producido
principalmente durante el embarazo, es el de menor actividad estrogénica (Gruber ef al.,
2002). El estrogeno con funcién mas conocida es el E> que en vertebrados, esta asociado
al crecimiento folicular y en peces y aves al proceso de diferenciacion sexual (Gruber et
al., 2002; Nagahama y Yamashita, 2008; Guiguen ef al., 2010). En humanos, la afinidad
relativa del estradiol sobre sus receptores (o y B) es de alrededor de 5 veces més potente

que el estriol y de 2 veces mas que la estrona en sus efectos estrogénicos (Gruber et al.,



2002). Los estrogenos sintéticos, producidos por distintas compaiiias farmacéuticas, son
hoy utilizados para el control de la natalidad o para el tratamiento de los sintomas de la
menopausia, desordenes menstruales, osteoporosis, entre otros. Otras sustancias también
actian como agonistas de los receptores de estrogenos, por lo que se consideran
“compuestos estrogénicos”. Por lo tanto, esta denominacion, se aplica a cualquier
sustancia, natural o sintética, que induce efectos bioldgicos caracteristicos de hormonas

estrogénicas ovaricas (Fan et al., 2015).

Estrona Estradiol

Figura 2. Estructura molecular de los estrogenos naturales: a) estrona (E1), b) 17-estradiol (E»),

y ¢) estriol (E3).

Desde una perspectiva historica, se puede mencionar el trabajo de Dodds y Lawson
(1936) quienes reportaron las propiedades estrogeno-miméticas de diversas sustancias
quimicas industriales. Burlington y Lindeman (1950) documentaron los efectos del DDT
(Dicloro Difenil Tricloroetano) sobre los testiculos y caracteres sexuales secundarios en
gallos. Asi como también se pueden mencionar los trabajos de Bitman et al. (1968) y
Bitman y Cecil (1970), quienes estudiaron los efectos estrogénicos de 54 compuestos en
ratas, entre los cuales se encontraba el DDT, stilbestrol (estrogeno sintético) y bifenilos
policlorados (PCBs). Posteriormente, cabe resaltar el informe de Herbst ef al. (1971) que
relaciona al tratamiento prenatal con un estrogeno sintético, el dietilestilbestrol (DES),
con el cancer en mujeres durante la pubertad cuyas madres tomaron el medicamento
durante el embarazo, con el fin de evitar abortos espontaneos (Schrager y Potter, 2004).
Esto gener6 que se investiguen los efectos retardados de tales exposiciones a compuestos

estrogénicos sobre la descendencia. Se demostr6 que el DES es un compuesto



carcindgeno!, teratogeno? y un perturbador endocrino (McLachlan, 2016). En este estudio
se menciona que el DES era utilizado como promotor de crecimiento y anabolico
(suplemento hormonal) en la produccion ganadera, principalmente en vacas y gallinas.

Desde la Primera Reunion sobre Estrogenos en el Ambiente en 1979 (McLachlan y
Korach, 1995), se han reportado una amplia diversidad de contaminantes ambientales con
actividad estrogénica. Muchos de los compuestos estrogénicos no necesariamente tienen
estructura quimica de naturaleza esteroidea. Entre los principales compuestos
estrogénicos, se encuentran los alquilfenoles, pesticidas (herbicidas, insecticidas y
fungicidas), farmacos (estrogenos sintéticos), fitoestrogenos (flavonas, isoflavonas,
cumestanos, lignanos), micoestrogenos, parabenos, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), metaloestrogenos, PCBs y PCBs-ligados a dioxinas y furanos (Soto et al., 1995;
Denslow y Sepulveda, 2007; Rocha y Rocha, 2015). En la Tabla 1 se observan algunos
de ellos. Como producto de la actividad humana, tanto estrogenos sintéticos como
naturales, alcanzan los ecosistemas acudticos debido a la descarga de efluentes
domiciliarios o agropecuarios (Adeel et al., 2017). Actualmente, también se sabe que

muchos de estos compuestos estrogénicos son carcinogénicos (Fucic et al., 2012).

! Carcinogeno: Agente fisico o quimico que causa una modificacion del material genético, produciendo la
pérdida de sensibilidad de la célula a factores que regulan el crecimiento y replicacion celular. A estos
agentes se los denomina iniciadores de la carcinogénesis.
2 Teratogeno: Agente que tiene la capacidad de producir anomalias congénitas (malformaciones anatémicas
macroscopicas) o defectos funcionales durante el desarrollo embrionario y no se transmiten a la siguiente
generacion. A este proceso se lo denomina teratogénesis.



Tabla 1. Principales compuestos estrogénicos

Fuente de
Clase Ejemplo Estructura molecular
contaminacion
Dietilestilbestrol
DE .
(DES) Orina y heces
Estrogenos e
o domiciliarias y
sintéticos .. .
Etinilestradiol ganaderas
(EE2)
Etoxilatos de
iIfenol +Bu
octilfenoles y HaC CHg /@,OH
ilfenol Industrial,
Etoxilatos de o CH3(CH2)sCH;
‘ doméstica y
alquilfenol o OH -
ST Nyt como aditivo de
(EOAFs) Dietoxilatos de o
t-Bu pesticidas
octilfenoles y HaC CHs
O~ OA\/OH
nonilfenoles /©/
CgHyg
OH
Octilfenoles t-Bu
H3C CHg
Degradacion
Alquilfenoles CHa(CHz)7CH; _
(AF) ambiental de
/@’O\/\OH EOAFs
Nonilfenoles CoH1g
CH3(CHg)7CH;
Dicloro difenil ci ] _Cl Insecticida
Pesticidas tricloroetano organoclorado
(DDT) o O ol en agricultura



Fuente de

Clase Ejemplo Estructura molecular
contaminacion
cl g
cl
Dieldrin cl
a d
Gk i
Oy..0 cl
Endosulfan 7 ol
o)
cf
cl
cl
cl : ci
Lindano II
cl z Cl
cl
ai s
Cl 7&0;
Mirex - [<~0|
cl
g cla d
Q Insecticida
o_ _c?"
Cipermetrina Gi7 i piretroide en
@ agricultura
o]
(o] ..
Pe Insecticida
o) NH
Carbaril | carbamato en
Oe agricultura
- N -
Pesticidas _ \>/NH Fungicida en
Carbendazim OCH, .
ﬁ agricultura
. Herbicida en
Atrazina )
agricultura
. Plantas
Fitoestrogenos o
Daidzeina vasculares
(Isoflavonas)

(origen natural)
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Fuente de

Fusarium

Clase Ejemplo Estructura molecular
contaminacion
o4 o OH y efluentes de la
Genisteina industria de
O | pasta de celulosa
HO O
apel
GO y pap
oH 0 G
Biocanina A O |
HO 0
oH
. 0 {:}
Formononetina
L
HO o
OH
. OH Frutas y
Fitoestrogenos ) HO o .
) Quercetina verduras (origen
(Flavonoide) |
OH natural)
OH ©
CHg
Degradacion
o CH3 _
o ) ambiental del
Dietilhexil o )
Ftalatos o pléstico y
ftalato (DEHP)
P\m efluentes
0 CHg
industriales
CHj
Promotor de
o)
HO o . OH crecimiento en
Zeranol ..
medicina
. veterinaria
Micoestrogenos HO
O Producidos por
HO especies de
Zearalenona
O

o)
T
o]
o)
%

(natural)
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Fuente de

Clase Ejemplo Estructura molecular
contaminacion
. O OH '
Bisfenol A O O Industrial y
Fenoles domésti
(BPA) HaC CHy oméstica
0 Productos de
Parabenos Butil parabeno /@)Lo/\/\ cuidado
HO personal
Aluminio (Al) n.c Suelos y agnas
(origen natural).
Metales y o
. Cadmio (Cd) n.c. Mineria,
metaloides . .
industrial y
Arsénico (As) n.c. urbano
Bifenilos PCB 118 - “
policlorados (PCB ligado a Gt O O Gl
(PCBs) dioxinas) i

n.c.: no corresponde. Son elementos sin estructura molecular

Las distintas vias de ingreso de los compuestos estrogénicos al ambiente son

ejemplificadas en la Figura 3. Estos compuestos provienen de efluentes domiciliarios,

agricolo-ganaderos, industriales o basurales y pueden alcanzar cuerpos de agua

superficiales y subterraneos, que son utilizados por las poblaciones humanas. Por

ejemplo, en efluentes ganaderos provenientes de producciones bovinas y porcinas, se han

detectado distintos compuestos estrogénicos (Hanselman et al., 2006; Hutchins et al.,

2007; Zheng et al., 2008; Mansell et al., 2011) y se ha verificado su actividad biologica

(Furuichi et al., 2006; Shappell et al., 2007). Otro caso es el de los fitoestrogenos,

compuestos no esteroideos presentes en vegetales (Reinli y Block, 1996; Rearick et al.,

2014).
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Figura 3. Diagrama de las vias de ingreso de compuestos estrogénicos al suministro de agua de

bebida. Modificado de Wise ef al. (2011).

TRATAMIENTO DE AGUA DE BEBIDA

Presencia de compuestos estrogénicos en Argentina

En Argentina, se han documentado concentraciones de distintos compuestos estrogénicos
en efluentes cloacales y cuerpos de aguas receptores (Tabla 2). Esta problematica se ha
puesto de manifiesto en nuestro pais recientemente, debido al creciente nimero de
estudios que demuestran la presencia de perturbadores endocrinos con accion estrogénica
conocida. Por ejemplo, las concentraciones de E> en cuerpos de agua superficiales pueden
alcanzar hasta 369 ng/L y en efluentes cloacales hasta 631 ng/L, mientras que las
concentraciones de EE> en cuerpos de agua superficiales llegaron a 43 ng/L y en efluentes
cloacales 187 ng/L (Martinez et al., 2010; Martinez et al., 2012; Valdés et al., 2015;
Scala-Benuzzi et al., 2018). Otros autores publicaron que las concentraciones de E1 y E3
en muestras de aguas de la Ciudad de Rosario (Santa Fe) y las ciudades de La Plata, San
Miguel del Monte y Chascomus (Buenos Aires), se encontraron por debajo de los limites
de deteccion del método (Perez y Escandar, 2014; Valdés ef al., 2015), mientras que en

aguas del Rio Primero (Cordoba) se encontraron concentraciones de 6 ng/L de E; (Valdés
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et al.,2014). También se cuenta con publicaciones sobre la presencia de nonilfenol (NF),
un compuesto que se utiliza para la fabricacion de detergentes y ademas es producto de
la degradacion ambiental de los etoxilatos de alquilfenoles, el cual presenta actividad
estrogénica (Babay et al., 2008; Babay et al, 2014). Si embargo, no se hallaron

publicaciones sobre concentraciones de Bisfenol A en ambientes argentinos.
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Tabla 2. Concentraciones (ng/L) de compuestos estrogénicos en muestras de agua para

consumo humano, cuerpos de agua superficiales y efluentes cloacales de la Argentina.

Sitio de muestreo Sustancia Tipo de muestra Concentracion Referencia
Potrero de los Funes (San Luis) EE; Agua de rio 12,07 £ 0,26 1
Potrero de los Funes (San Luis) EE; Agua de rio 9,36+ 0,19 2
Trapiche (San Luis) EE, Agua de rio 8,92 +0,15 1
Trapiche (San Luis) EE» Agua de rio 6,55+0,23 2
Volcéan (San Luis) EE» Agua de rio 5,91+0,13 1
Volcéan (San Luis) EE» Agua de rio 391+0,13 2
San Luis (San Luis) EE» Agua corriente 2,07+ 0,07 1
San Luis (San Luis) EE; Agua corriente 1,64 + 0,07 2
San Luis (San Luis) EE; Agua de rio 14,56 £ 0,32 2
La Plata (Buenos Aires) EE; Efluente cloacal 80 3
Chascomus (Buenos Aires) EE; Efluente cloacal 65 3
Chascomus (Buenos Aires) EE» Agua de arroyo 43 3
San Miguel del Monte (Buenos EE» Efluente cloacal 187 3
Aires)

Provincia de San Luis* EE, Agua de rio 4,60 = 0,09 4
Provincia de San Luis* EE, Agua de rio 5,91 +0,13 4
Provincia de San Luis* EE, Agua de rio 2,75 +0,08 4
Provincia de San Luis* EE, Agua de rio 3,77 £ 0,08 4
Provincia de San Luis* EE; Agua de rio 8,92 +0,15 4
Provincia de San Luis* EE, Agua de rio 12,47 £0,26 4
Provincia de San Luis* EE, Agua corriente 2,17+ 0,05 4
Rio Primero (Cérdoba) E Agua de rio 6 5
San Miguel del Monte (Buenos E> Efluente cloacal 170 3
Aires)

Chascomus (Buenos Aires) E» Efluente cloacal 631 3
La Plata (Buenos Aires) E» Efluente cloacal 122 3
Chascomus (Buenos Aires) E> Agua de arroyo 369 3
Mordn (Buenos Aires) NF Efluente cloacal 35000 6
Moro6n (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 27000 6
Quilmes (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 900 + 200 7
Quilmes (Buenos Aires) NF Agua de canal 1600 + 100 7
Quilmes (Buenos Aires) NF Agua de canal 700 + 100 7
Mordén (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 1900 + 100 7
Mordén (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 2300 £ 200 7
Moro6n (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 500 +20 7
Moro6n (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 6200 + 600 7
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Sitio de muestreo Sustancia Tipo de muestra Concentracion Referencia

Mordén (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 4200 £ 900 7
Lujan (Buenos Aires) NF Agua de arroyo 100+ 5 7
Lujan (Buenos Aires) NF Agua de rio 400 £ 30 7
Lujan (Buenos Aires) NF Efluente cloacal 7000 £ 300 7
Lujan (Buenos Aires) NF Agua de rio 3000 + 60 7
Lujan (Buenos Aires) NF Agua de rio 300 + 30 7

Ei: estrona; E>: 17B-estradiol; EE2: 17a-etinilestradiol; NF: 4-nonilfenol. Referencias:
""Martinez et al. (2012), % Scala-Benuzzi et al. (2018), * Valdés et al. (2015), * Martinez
et al. (2010), > Valdés et al. (2014), ¢ Babay et al. (2008), ” Babay et al. (2014). * No

especifica el sitio de muestreo. ¥ No especifica tipo de agua superficial.

Herramientas de evaluacion

La ecotoxicologia una disciplina cientifica avocada al estudio de los efectos de los
contaminantes sobre el ecosistema, en un contexto integrado (Truhaut, 1977). Los
ecosistemas acuaticos resultan particularmente vulnerables a la contaminacién ambiental,
ya que actiian como sumideros naturales y destino final de gran parte de los contaminantes
(Rand et al., 1995). Aunque el término “perturbacion endécrina” ha sido introducido hace
casi tres décadas, existen numerosos antecedentes de perturbacion endodcrina en
organismos acudticos, incluyendo invertebrados y vertebrados (Sumpter, 2002). Los
efectos documentados en organismos acudticos expuestos a EDCs, incluyen desde
imposex inducido por tributilo de estafio (TBT) en moluscos marinos hasta la
masculinizacion o feminizacion de algunas especies de peces que habitan aguas abajo de
la zona de descarga de efluentes de la industria papelera (Bryan ef al., 1986; Cody y
Bortone, 1997; Brockmeier et al., 2014) y de efluentes cloacales (Purdom et al., 1994;
Jobling et al., 2006), respectivamente.

La mayoria de los estudios de laboratorio sobre EDCs se han llevado a cabo en un numero
limitado de animales. Sin embargo, se considera que los animales de laboratorio podrian
ser representativos de especies silvestres. Por lo tanto, los efectos de EDCs observados
en el laboratorio pueden ser utilizados para predecir o interpretar los efectos que ocurren
o que pueden ocurrir en la naturaleza (Tyler et al., 1998). Una de las herramientas de
evaluacion mas utilizadas en ecotoxicologia es el bioensayo normalizado de toxicidad

(Ronco et al., 2004). La protocolizacion de estos bioensayos permite la comparacion,
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validacion y confiabilidad entre los resultados de distintos compuestos o especies. Por
esta razon, diferentes organismos internacionales han estado promoviendo la utilizacion
de bioensayos normalizados (Gourmelon y Ahtiainen, 2007).

El uso de ensayos in vivo resulta una herramienta muy util para evaluar riesgo ambiental
de potenciales EDCs (Pawlowski et al., 2004). Por esto, el desarrollo de nuevas pruebas
para evaluar perturbacion endocrina en peces ha sido promovido por organismos
internacionales (USEPA, 1998; Hutchinson et al., 2003; OECD, 2011, 2012). Estos
bioensayos proporcionan herramientas metodologicas susceptibles de ser incorporadas en
las evaluaciones de riesgo y estrategias de monitoreo, cubriendo una necesidad actual de
los organismos de regulacion y control.

Otra de las herramientas utilizadas en ecotoxicologia son los biomarcadores. Estos han
sido definidos como respuestas bioldgicas a nivel sub-individual (bioquimico, fisiologico,
morfoldgico y/o histologico) en organismos expuestos a contaminantes, que actian como
sefales de alerta temprana antes que los efectos sean irreversibles (Van Gestel y Van
Brummelen, 1996). Existen distintas respuestas biologicas que han demostrado ser ttiles
como biomarcadores por exposicion a EDCs, tanto in vitro como in vivo (Schlenk, 1999;
Sumpter, 2002; Sumpter y Johnson, 2005b; Hutchinson ef al., 2006). Un ejemplo de ello,
resulta la cuantificacion de los niveles plasmaticos de la proteina vitelogenina, o su
expresion génica en el higado ya que es especificamente inducida alli por accion

estrogénica (Kime et al., 1999).

Los peces como organismos de prueba

Los peces han sido ampliamente utilizados como organismos centinela para evaluar
contaminacion acuatica por EDCs dado que su ciclo de vida es completamente acuatico
y su sistema endocrino presenta semejanzas con los vertebrados tetrapodos (Kime ef al.,
2001). Por consiguiente, el uso de los peces como organismo de estudio no sélo brinda
informacion sobre una de las comunidades mas conspicuas del ecosistema acudtico y un
importante recurso econdomico para el ser humano, sino que también puede ser util para
evaluar potenciales efectos de los EDCs sobre otros vertebrados. Ademas, dado que los
peces constituyen una importante fuente de alimento para el ser humano, la acumulacion
de los EDCs en ellos, representa una potencial ruta de exposicion indirecta a tales

contaminantes (Kime, 2001).
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Los efectos de diferentes EDCs en peces teledsteos han sido ampliamente estudiados,
habiéndose demostrado que la exposicion a estos compuestos afecta, entre otras
funciones, a la reproduccion y el desarrollo, disminuyendo la fertilidad, alterando la
morfologia gonadal y el proceso de diferenciacion sexual (Jobling ef al., 1998; Tyler et
al., 1998; van Aerle et al., 2002; Kuster et al., 2005; Piferrer y Guiguen, 2008).

Dentro de las respuestas que demostraron poseer mayor valor ecotoxicoloégico se pueden
mencionar la presencia de testis-ova, fendmeno comtiinmente conocido como intersexos,
y los niveles plasmaticos de vitelogenina en machos expuestos a compuestos estrogénicos
(Jobling et al., 2006). La verificacion de intersexos requiere del sacrificio de los
organismos, debido que la presencia de oocitos en los testiculos se determina mediante
histologia (Nash et al., 2004). Por otra parte, los métodos no invasivos como la deteccion
de vitelogenina en machos resulta, no s6lo costosa, sino también no practicable en todas
las especies dado que suelen utilizarse métodos de inmunodeteccion (ej. ELISA) que son,
en general, especie especificos y ademads, cuyos anticuerpos no estan disponibles para
cualquier especie o los existentes no presentan reactividad cruzada con los antigenos de
la especie a estudiar (Kime et al., 1999; Fenske et al., 2001; Davis et al., 2009).

En Argentina, se cuenta con informacion documentada sobre la distribucion geografica y
ecologia de los peces locales (Liotta, 2005). Si bien, se ha incrementado la informaciéon
sobre la respuesta en peces frente a la presencia de contaminantes ambientales a nivel
mundial, alin son pocas las especies nativas que se han estudiado y en particular, en
relaciéon con los EDCs. Por ejemplo, Pérez et al. (2012) y Gérriz et al. (2015)
documentaron efectos de E, y EE> sobre la feminizacion, calidad espermatica,
fecundacion y alteracion en la abundancia de mensajeros de genes en las gonadas del
pejerrey, Odontesthes bonariensis. Por otro lado, Genovese et al. (2011; 2012; 2014)
evaluaron efectos del detergente octilfenol sobre la expresion de genes que responden a
la exposicion de estrogenos en Cichlasoma dimerus. Roggio et al. (2014) documentaron
efectos de EE> sobre la expresion de aromatasa cerebral (enzima que cataliza la sintesis
de estrogenos a partir de androgenos, en el cerebro de peces), comportamiento
reproductivo y calidad espermética en Jenynsia multidentata. Mientras que Gonzalez et
al. (2015) publicaron efectos de Sa-dihidrotestosterona (DHT) sobre la expresion de
genes relacionados a la esteroidogénesis y la espermatogénesis durante el periodo de

determinacion y diferenciacion sexual de O. bonariensis.
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Perturbacion endocrina inducida en poecilidos

Los poecilidos son una familia de peces de agua dulce ovoviviparos. Las especies de esta
familia poseen un marcado dimorfismo sexual, hormono-dependiente, siendo las hembras
generalmente de mayor tamafo que los machos y éstos ultimos poseen los radios de la
aleta anal modificados en un 6rgano copulador denominado gonopodio (Turner, 1941a;
Peden, 1972; Howell y Denton, 1989). El desarrollo del gonopodio se encuentra regulado
por andrégenos, especialmente 11-cetotestosterona (11-KT), secretados por los testiculos
(Angus et al., 2001; Ogino et al., 2018). Generalmente, en estadios de vida tempranos
mientras ocurre el proceso de diferenciacion sexual, se considera maxima la accion de
EDCs (Leet et al., 2011).

Se ha observado que tanto el desarrollo de las gonadas como los caracteres sexuales
secundarios de los poecilidos pueden ser alterados por concentraciones ambientalmente
relevantes de EDCs en el agua (Dreze et al., 2000; Doyle y Lim, 2002). Por ejemplo, en
el caso de poecilidos machos de los géneros Gambusia y Xiphophorus, se ha mostrado
que el desarrollo del gonopodio puede ser alterado por concentraciones ambientalmente
relevantes de EDCs en el agua, como el 4-nonilfenol (Dréze ef al., 2000), E> (Doyle y
Lim, 2002, 2005) y EE> (Angus ef al., 2005). También, se ha demostrado la capacidad de
los EDCs de inducir masculinizacion de la aleta anal de las hembras expuestas a efluentes
de la industria papelera (Drysdale y Bortone, 1989; Brockmeier et al., 2014), 11-KT
(Angus et al., 2001), androstenediona (Stanko y Angus, 2007), levonorgestrel (Frankel e?
al., 2016b), 17B-trembolona (Brockmeier et al., 2013), etiniltestosterona y 17a-
metiltestosterona (Turner, 1942b; Amiri-Moghaddam et al., 2010). De esta forma, la
estructura del gonopodio ha demostrado ser un indicador 1til de efecto adverso inducido
por los EDCs y su analisis no requiere de infraestructura sofisticada ni de reactivos

COStosos.

Cnesterodon decemmaculatus como modelo de investigacion

C. decemmaculatus (Jenyns, 1842), vulgarmente conocido como “madrecita de agua”
pertenece al Orden Cyprinidontiformes, familia Poeciliidae, subfamilia Poeciliinae
(Figura 4). Se encuentra filogenéticamente emparentado con Gambusia, Xiphophorus y

Poecilia (Rosen y Bailey, 1963; Ghedotti, 2000; Lucinda, 2005; Hrbek et al., 2007;
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Pollux et al., 2014), que han sido utilizadas en el Hemisferio Norte exitosamente para

evaluar efectos de EDCs en bioensayos de laboratorio y ambientes naturales.

Aplocheilichthyinae

Procatopodinae
Alfaro cultratus — Alfarini
Priapella compressa — Priapellini
Gambusia affinis — Gambusini
Heterandria formosa .
e : ~ Heterandrini
Poeciliopsis latidens
Girardinus metallicus — Girardini
Poecilia sphenops o
—E : — Poeciliini
Phallichthys amates i
Phallotorynus victoriae b
Phalloceros caudimaculatus .
i ~ Cnesterodontini
Cnesterodon decemaculatus
Tomeurus gracilis

Figura 4: Relaciones filogenéticas de la familia Poeciliidae con énfasis en la subfamilia

Poeciliinae (Ghedotti, 2000).

Ademas, C. decemmaculatus es una especie nativa que se encuentra ampliamente
distribuida en Argentina, Brasil y Uruguay (Liotta, 2005; Froese y Pauly, 2018) y ha sido
introducida en Chile. Esta especie es omnivora y su alimentacion se compone
principalmente de zooplancton, perifiton, fitoplancton y detritos (Quintans et al., 2009).
Se caracteriza por ser tolerante a diferentes factores ambientales y, por consiguiente, se
la encuentra en cuerpos de agua con niveles de contaminacion relativamente elevados (de
la Torre et al., 2002, 2005). Esta especie presenta un gran éxito reproductivo, de rapido
crecimiento y corta vida generacional (Molero y Pisand, 1987). Ademas, puede ser
mantenida facilmente en condiciones de laboratorio (Somma et al., 2011). Por esta razon,
esta especie ha sido propuesta como organismo de prueba en bioensayos de toxicidad
aguda (de la Torre et al., 1997; Garcia et al., 1998) y ha sido ampliamente utilizada en
estudios ecotoxicoldgicos (Di Marzio y Tortorelli, 1994; Di Marzio et al., 2005;
Carriquiriborde et al., 2007; Marchese et al., 2008; Candioti et al., 2010).

Desde el punto de vista de su biologia reproductiva C. decemmaculatus posee, como todos
los poecilidos, reproduccion ovovivipara, por lo que la cria nace completamente formada,

morfologicamente similar a los adultos, pero con la aleta anal indiferenciada (Siccardi,
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1954). Los machos adultos pueden ser visualmente diferenciados de las hembras por sus
caracteres sexuales secundarios. La morfologia gonadal de machos adultos ha sido
descripta por Sotelo y Trujillo-Cendz (1958) y luego ampliada por Parenti et al. (2010).
Sin embargo, atin se conoce muy poco sobre el proceso de diferenciacion gonadal y de
los caracteres sexuales secundarios de C. decemmaculatus. Se desconocen efectos
inducidos por EDCs con actividad estrogénica sobre su reproduccion y si existe una
ventana de tiempo en la que la especie pueda ser mds sensible a la accion de tales

compuestos.

La utilizacion de especies autoctonas en bioensayos normalizados de toxicidad permite
no solo analizar niveles de sensibilidad particulares de nuestras especies, sino también
evaluar si los efectos adversos se manifiestan en sus ambientes naturales. En Argentina,
Cnesterodon decemmaculatus es una de las especies de poecilidos nativos mas
frecuentemente encontradas en ambientes acuaticos dulceacuicolas neotropicales. Esta
especie presenta un dimorfismo sexual externo muy marcado (Nelson et al., 2016) y, por
lo tanto, podria ser un modelo bioldgico potencial para evaluar efectos de los EDCs. Si
bien en nuestro pais existe un protocolo normalizado para evaluar efectos letales agudos
utilizando C. decemmaculatus (IRAM, 2008), hasta el momento no se cuenta con un
bioensayo normalizado para evaluar el impacto de los EDCs utilizando esta u otra especie
nativa y por consiguiente el desarrollo de esta herramienta podria ser de gran utilidad
practica para la industria, productores agropecuarios, centros de investigacion y
desarrollo, asesores técnicos, organismos publicos o privados encargados de la regulacion

y el control, agencias de proteccion ambiental y ONGs, entre otros.

HIPOTESIS

Las sustancias con actividad estrogénica alteran la morfogénesis de la gonada y del

gonopodio en Cnesterodon decemmaculatus (Pisces, Poeciliidae) y esas respuestas son

utilizadas como puntos finales para evaluar perturbacion estrogénica en estudios

ecotoxicologicos.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la morfogénesis de las gonadas y del gonopodio de C. decemmaculatus desde el
nacimiento hasta la adultez, evaluar como éste es afectado por perturbadores endocrinos
e identificar respuestas biologicas ttiles para evaluar perturbacion estrogénica en estudios

ecotoxicologicos.
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CAPITULO 1. DESCRIPCION DE CARACTERES SEXUALMENTE
DIMORFICOS Y DE LA MORFOGENESIS DEL GONOPODIO EN C.

decemmaculatus
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Introduccion

Estrategias reproductivas y dimorfismo sexual en peces

Existen aproximadamente 30.000 especies de peces teledsteos que habitan en diversos
tipos de ambientes acudticos y presentan una gran diversidad de estrategias reproductivas
(Devlin y Nagahama, 2002; Guiguen ef al., 2010; Nelson et al., 2016). Esta diversidad se
visualiza claramente en que habitan todos los ecosistemas acuaticos conocidos, los modos
de fecundacion, el comportamiento reproductivo, la inversion de sexos, el cuidado
parental, entre otros (Breder y Rosen, 1966; Godwin, 2010; Munakata y Kobayashi,
2010). La mayoria de los teledsteos son oviparos y presentan fecundacion externa de los
oocitos que la hembra libera al medio (Wourms et al., 1988; Parenti et al., 2010). Sin
embargo, hay teledsteos que presentan fecundacion interna y la hembra libera al medio
los oocitos ya fecundados o gesta al embrion dentro del ovario (Wourms, 1981; Wourms
et al., 1988; Grier et al., 2005; Parenti et al., 2010). También hay especies que presentan
partenogénesis espermato-dependiente (Lamatsch y Stock, 2009) y el hermafroditismo
no es infrecuente en teledsteos (De Mitcheson y Liu, 2008).

La reproduccion exitosa de un individuo depende del desarrollo normal de sus gonadas y
de la manifestacion de los caracteres sexuales secundarios, un proceso de desarrollo que
comienza en etapas tempranas en la vida (Striissmann y Nakamura, 2002). Durante estas
primeras etapas del ciclo de vida, los peces teledsteos atraviesan por una serie de cambios
morfolédgicos y fisiologicos (Berlinsky ef al., 2004; Al Hazzaa y Hussein, 2007; Fujimura
y Okada, 2007; Murphy et al., 2007; Kawakami et al., 2008). En este sentido, el desarrollo
de las gonadas y de los caracteres sexuales secundarios pueden ser influenciados por
fluctuaciones en factores intrinsecos, tales como el crecimiento y comportamiento, o por
factores ambientales, tales como temperatura y xenobidticos (Strussmann et al., 2010;
Chalde et al., 2011). Los caracteres sexuales secundarios generalmente aparecen en la
pubertad y evidencian las diferencias externas entre sexos (dimorfismo sexual).

Los caracteres sexuales secundarios son diferencias fenotipicas que se desarrollan bajo la
influencia de esteroides gonadales (Jalabert et al., 2000). La expresion del fenotipo
masculino estd regulada por androgenos, mientras que el femenino se encuentra regulada
por los estrogenos. En mamiferos, los principales androégenos son la testosterona y la Sa-
dihidrotestosterona (DHT), los cuales, entre otras cosas, regulan el desarrollo de los
genitales externos masculinos (Murakami y Mizuno, 1986; Yamada et al., 2003). En

amniotas y algunos peces, se han desarrollado varios tipos de érganos copuladores para
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el transporte del esperma. En peces, es sabido que el principal androgeno es la 11-KT, la
cual estd presente en niveles elevados en el plasma de los machos adultos y estimula la
morfogénesis de los caracteres sexuales secundarios (Miura et al., 1991; Kime, 1993;
Angus et al., 2001). Por ejemplo, en elasmobranquios, un caracter sexual secundario son
los claspers, que son modificaciones de las aletas pélvicas de los machos para ayudar en
la copula y su morfogénesis también es inducida por andrégenos (O'Shaughnessy et al.,
2015; Awruch, 2016). Los machos de algunas especies de peces teledsteos desarrollan
aspectos tan diversos como el alargamiento de aletas, la hipertrofia renal, el aumento del
grosor de la epidermis, la presencia de coloraciones llamativas, los tubérculos
reproductivos, las verrugas grasas (del inglés, fat pads) o las aletas modificadas en
organos copuladores, denominados gonopodio (Borg, 1994; Kiinzler y Bakker, 2001;
Ogino et al., 2011; Ogino et al., 2018). Los machos de especies como Oryzias latipes
presentan radios alargados en la aleta anal (Yamamoto y Suzuki, 1955). La
diversificacion morfoldgica la aleta anal ha evolucionado en otras especies como una
adaptacion a la fecundacion interna. El desarrollo de los 6rganos copuladores implica un

proceso de organogénesis dependiente de androgenos (Ogino et al., 2004; Ogino et al.,

2018).

Caracteres sexuales secundarios en Poecilidos

Existen descripciones morfologicas y funcionales de los caracteres sexuales secundarios
en poecilidos desde hace un siglo, documentadas principalmente para los géneros
Gambusia (comunmente conocido como mosquitofish o pez mosquito), Xiphophorus
(especies de este género son comunmente conocidas como espaditas y platys) y Poecilia
(especies de este género son cominmente conocidas como mollys y lebistes). En machos
de Gambusia affinis, se han descripto los cambios morfologicos que ocurren durante la
transicion de aleta anal juvenil a un gonopodio maduro, donde esta estructura presenta un
alargamiento de la region anterior de la aleta anal (Kuntz, 1914; Turner, 1941a; Rosa-
Molinar y Burke, 2002; Zauner et al., 2003) y una serie de elementos esqueléticos que
sirven de soporte axial y apendicular (Turner, 1942a; Rosa-Molinar et al., 1994; Rosa-
Molinar et al., 1996). Estas estructuras anatdmicas también fueron documentadas en
Gambusia regani (Kobelkowsky y Alva-Garcia, 2000). Breder (1926) sostenia que la
alteracion estructural del soporte apendicular es necesaria para el desarrollo normal de un

gonopodio funcional. El gonopodio sirve para transferir los paquetes de esperma
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(espermatozeugmatas) al seno urogenital de la hembra (Rosen y Gordon, 1953; Peden,
1972; Rosa-Molinar et al., 1996). En la Figura 5 se muestra una representacion del
comportamiento sexual del macho durante la copulacion, donde realiza un movimiento
del gonopodio desde una posicion posterior hacia anterior (tomado de Ogino et al.

(2004)).

o o’l
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Figura 5. Durante la copulacion, el gonopodio se mueve hacia adelante y transfiere los cumulos
de espermatozoides, las espermatozeugmatas, directamente al poro urogenital femenino. Tomado

de Ogino et al. (2004).

La morfogénesis del gonopodio en G. affinis se subdivide en una primera etapa de
elongacion y segmentacion de los radios tercero, cuarto y quinto, y una etapa posterior de
diferenciacion del extremo distal, con la formacion de sierras, ganchos y cirros (Turner,
1941a, 1942a). Se ha observado que las hembras tratadas con androgenos desarrollan un
gonopodio (Turner, 1942a; 1942b), asi como también los machos a los cuales se le extirpo
el gonopodio, tenian la capacidad de regenerar esta estructura (Turner, 1941b). Afios mas
tarde, se document? el rol de los andrdgenos en este proceso organogénico (Turner, 1947,
1960). Rosa-Molinar et al. (1994; 1996) publicaron que este proceso requiere del
desarrollo de estructuras 0seas anexas al gonopodio que sirven de soporte esquelético, las
cuales también son sexualmente dimorficas.

Por otro lado, algunos machos del género Xiphophorus presentan, ademads del gonopodio,
una modificacion de la aleta caudal, conocida como espada. Se sabe que esta estructura,
aunque no participa en la copula, esta involucrada en la seleccion sexual que realiza la
hembra, atraida por el largo de la espada y su coloracion (Rosenthal y Evans, 1998;

Basolo y Trainor, 2002). Tanto la morfogénesis de la espada, como la del gonopodio, son
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inducidas por androgenos (Offen et al., 2008). En Xiphophorus helleri, la formacion de
la espada involucra la elongacion de los radios ventrales de la aleta caudal y una
pigmentacion caracteristica. Estas extensiones de la porcion ventral de la aleta caudal,
también se han observado menos marcadas en machos de mollys (Poecilia) (Parzefall,
1969). Estudios de filogenia molecular demostraron que las especies de este género, tanto
aquellas que presentan espada (del inglés, swortail fish: pez cola de espada) como las que
no (platys), descienden de un antecesor comun con espada (Meyer et al., 1994; Meyer,
1997; Meyer et al., 2006).

Por otro lado, tanto en X. helleri como en el platy X. maculatus, la formacion del
gonopodio involucra la elongacion de los radios 3, 4 y 5 de la aleta anal (Gordon y Rosen,
1951). Se cree que los machos platy perdieron la espada durante la evolucion porque los
costos en términos de seleccidon natural son mayores que las ganancias por eleccion sexual
(Offen et al., 2008). Sin embargo, las hembras de algunas especies platy ain tienen
preferencia por los machos con espada que por los machos sin espada de sus propias

especies (Basolo, 1990; 1995).

Mecanismos moleculares involucrados en la morfogénesis de los caracteres
sexuales secundarios

Las hormonas esteroideas gonadales juegan un rol clave en el desarrollo de los caracteres
sexuales de los vertebrados. En los 6rganos sexualmente dimorficos de los machos, la
sefializacion de androgenos puede activar la expresion de genes de la familia hedgehog,
que es necesaria tanto para la morfogénesis temprana como para el posterior desarrollo
sexual (Miyagawa et al., 2011). El gen sonic hedgehog (Shh) se expresa en los epitelios
de numerosos sitios con interacciones epitelio-mesenquimales en vertebrados (Bitgood y
McMahon, 1995; Ingham y McMahon, 2001). En ratones, Shh se expresa en los genitales
durante todo el desarrollo embrionario y es indispensable para la protrusion del precursor
del tubérculo genital durante la embriogénesis temprana (Haraguchi et al., 2001;
Miyagawa et al., 2009). Otro de los genes de esta familia es Indian hedgehog (Ihh), que
también es responsable para el desarrollo de los genitales externos masculinos (Zheng et
al., 2015). A su vez, el desarrollo de la prostata es dependiente de DHT (Cunha ef al.,
1980), que induce la expresion de Shh en el epitelio del seno urogenital que forma el brote

de prostata naciente (Podlasek et al., 1999).
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En los tultimos afios, se han estudiado los mecanismos moleculares dependientes de
androgenos, involucrados en la morfogénesis de los caracteres sexuales secundarios en
poecilidos (Zauner et al., 2003; Ogino et al., 2004; Offen et al., 2008; Offen et al., 2009;
Ogino et al., 2011; Brockmeier et al., 2013; Ogino et al., 2014; Ogino et al., 2018). Se
sabe que los receptores de androgenos (Raa y Raf) se expresan en la porcion distal de los
radios de la aleta anal durante la morfogénesis del gonopodio en G. affinis y la expresion
de shh induce la elongacion de esta estructura (Ogino et al., 2004; Ogino et al., 2011).
Los niveles de andrégenos y la expresion de shh regulan la proliferacion celular,
contribuyendo al desarrollo de nuevos segmentos 0seos durante la morfogénesis del
gonopodio (Ogino et al., 2018). En otros peces también se ha descripto que shh juega
diversos roles en la formacion de las aletas. Por ejemplo, en el pez cebra, Danio rerio, su
expresion es necesaria para el patron de desarrollo antero-posterior de las aletas
(Neumann et al., 1999), el crecimiento y mantenimiento del blastema y el patron de los
radios de las aletas en adultos, como sucede después de la amputacion de la aleta (Laforest
et al., 1998; Quint et al., 2002; Iovine, 2007).

Por otro lado, se sabe que la expresion de los genes fgfr/ y msxC estd asociada al
crecimiento de la espada y del gonopodio en machos de 4 especies del género
Xiphophorus (Zauner et al., 2003; Offen et al., 2008). Offen et al. (2009) identificaron
128 secuencias con alta homologia con los genes rackl, duspl, kif2 y tmsp que se
expresaron durante el desarrollo y la regeneracion de la espada y el gonopodio. Sin
embargo, algunos de estos genes presentaron diferentes perfiles de expresion en estas dos
estructuras, sugiriendo diferencias en la cascada de genes involucrados en las

modificaciones que sufren las aletas anal y caudal durante el desarrollo.

Caracteres sexuales secundarios de C. decemmaculatus

Como se mencion6 previamente, C. decemmaculatus posee reproduccion ovovivipara
(Siccardi, 1954). Por ello, las crias nacen completamente formadas, morfolégicamente
similares a los adultos, aunque con la aleta anal indiferenciada. En este estadio de vida,
los sexos no presentan diferencias fenotipicas y se sabe que los machos adultos pueden
ser visualmente diferenciados de las hembras por el desarrollo del gonopodio (Lucinda,
2005). Ghedotti (2000) publico una descripcion morfologica del gonopodio en machos
adultos. Alli document6 que las sierras se ubican en el margen superior de la ramificacion

posterior del cuarto radio, el gancho se encuentra en el extremo distal de la ramificacién
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anterior del quinto radio, y el par de cirros laterales, que en esta especie se encuentran
osificados, se ubica en el extremo distal del tercer radio (Figura 6). Sin embargo, la
morfogénesis de los caracteres sexuales secundarios en ambos sexos ain no ha sido
descripta.

Se sabe que en poecilidos hay una importante variacion en el tamafio de los machos
relacionada con la edad de primera maduracion (Hughes, 1985; Livingston et al., 2014),
de forma tal que probablemente el desarrollo gonopodial est¢ mas relacionado con el
desarrollo gonadal que con el tamafio y la edad del pez. Sin embargo, en otro poecilido,
G. holbrooki, el tamano del gonopodio se correlaciona con el tamafo corporal (Horth et

al., 2010).

sierras gancho

Figura 6. Extremo distal del gonopodio de un macho adulto de Cnesterodon decemmaculatus. En
la izquierda de la figura se indican los numeros de los radios, donde a = ramificacion anterior y

p = ramificacion posterior. Barra=1 mm (Adaptado de Ghedotti, 2000).

En este contexto es que se plantean la hipotesis y los objetivos en este capitulo del trabajo

de tesis.

Hipotesis
Es posible identificar distintas etapas durante la morfogénesis del gonopodio de C.
decemmaculatus. El grado de desarrollo de este esta relacionado con la talla de los

individuos.
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Objetivos
e Describir la morfogénesis normal del gonopodio en contraste con la aleta anal de
las hembras, identificando etapas caracteristicas del desarrollo.
e [Estudiar la relacion existente entre dichas etapas, la edad y la talla de los

individuos.

Materiales y métodos

Organismos

Los ejemplares de Crnesterodon decemmaculatus (Jenyns, 1842) se obtuvieron del acuario
establecido en el Sector de Ecotoxicologia del Laboratorio de Transformacion de
Residuos (IMYZA-INTA) desde 2009. Esta linea de peces provino del Centro de
Investigaciones del Medioambiente (CIM), Universidad Nacional de La Plata (UNLP),
donde ya contaba con 10 afios de produccion en acuario. En la Figura 7 se muestra un
sistema de cria de C. decemmaculatus bajo condiciones controladas de temperatura
(23 £2°C) y fotoperiodo (16 horas de luz:8 horas de oscuridad). Mientras que en la Figura

8, se muestra el sistema de cria masivo sin condiciones controladas de luz y temperatura.
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Figura 7. Vista del sistema de cria de C. decemmaculatus bajo condiciones controladas de

temperatura (23 + 2°C) y fotoperiodo (16L:80).
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Figura 8. Vista del acuario de C. decemmaculatus en piletas de 350 L. de capacidad dentro de un

invernadero (IMYZA, INTA).

Disefio experimental

Los ejemplares obtenidos en el acuario fueron apartados y mantenidos bajo condiciones
controladas de laboratorio en una sala mantenida a una temperatura (23 + 2°C) y
fotoperiodo (16L:80). En la dieta diaria, se incorpord una mezcla de alimento balanceado
Shulet® formulado en escamas y flotante con alimento vivo, compuesto por neonatos del
cladocero Daphnia magna. Esta especie fue criada también en las mismas condiciones
controladas. Se utilizé agua de perforacion clorada, la cual debio ser declorada y aireada
durante mas de 48 horas, antes de ser utilizada en el acuario. Periddicamente se midio el
pH, conductividad y cloro libre en el agua.

Esta etapa del estudio comprendio la realizacion de experiencias en las cuales se criaron
ejemplares desde su nacimiento hasta la madurez sexual. Para ello, se aislaron grupos de
machos y hembras adultas en peceras de 40 L, con el fin de utilizarlos como
reproductores. Antes de la alimentacion diaria, se revisaron estas peceras y en los casos
de registrarse una cohorte recién nacida, ésta fue colectada y aislada en peceras de 5 L.
Se tuvo en cuenta que la densidad de peces no supere los 500 mg de peso total por cada
litro de agua en ningin momento de la experiencia, de acuerdo a sugerencias de
organismos internacionales (USEPA, 1996). Cada pecera fue rotulada con la cantidad de

ejemplares que componian la cohorte y la fecha de nacimiento. Peridodicamente, se
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registro el nimero de individuos vivos, la edad y se determin6 la proporcion de sexos por
observacion visual en cada cohorte. También se realizaron mediciones de distintas
variables morfoldgicas como la talla y las longitudes del cuarto y sexto radio de la aleta
anal y se registré el peso corporal. Previamente, los ejemplares fueron anestesiados con
frio y colocados sobre una caja de Petri, empleando un microscopio estereoscopico (Leica
GZ6) con un dispositivo para iluminacion ¢rans. Con estos datos, se calcularon los indices
gonopodial (IG), de elongacion (IE) y de condicion corporal (factor K) (Ver mas
adelante).

Todos los procedimientos se realizaron bajo el aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del Centro de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agronomicas (CICVyA) del INTA. Los
residuos quimicos y biologicos se descartaron como residuos especiales y patogénicos
respectivamente, los cuales fueron colectados por una empresa encargada de su

tratamiento.

Modelos de crecimiento individual

Se describieron dos modelos de crecimiento individual en las condiciones controladas
bajo estudio (temperatura de 23 + 2°C y fotoperiodo 16L:80). Para ello, se ajustaron los
modelos de crecimiento de Von Bertalanffy y de la relacion largo-peso, utilizando las
Ecuaciones 1 y 2 respectivamente. La ecuacion exponencial del modelo de Von
Bertalanffy se basa en una hipétesis fisioldgica, ya que considera que el crecimiento es el
resultado de la diferencia entre factores anabolicos y catabolicos. En cambio, la relacion
largo-peso permite establecer si el crecimiento en ambas variables es isométrico o
alométrico (Le Cren, 1951; Hayes et al., 1995; Schnute y Richards, 2002; Mancini y
Grosman, 2008).

LEy = Loo[1 — exp(~k (t‘to))] Ecuacion 1
Donde LE es el largo estdndar a una determinada edad, Loo es la maxima longitud tedrica
esperada, k es la tasa de crecimiento bajo las condiciones de cria empleadas, t es la edad

y to es el tiempo hipotético en el cual la longitud es nula.

W =a x LE? Ecuacion 2
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Donde W es el peso fresco, y los coeficientes a (ordenada al origen) y b (pendiente) se
obtuvieron mediante un andlisis de regresion no lineal. Si el coeficiente » = 3 indica
crecimiento isométrico (crecimiento en longitud y en peso son proporcionales), mientras

que b > 3 indica crecimiento alométrico positivo y b < 3 negativo.

Parametros de condicion general

Crecimiento en talla

La talla fue evaluada mediante la medicion del largo estdndar (LE), obtenido como la
distancia comprendida desde el extremo frontal de la cabeza hasta el final de la columna
vertebral, donde se inserta la aleta caudal (Strauss y Bond, 1990), como se observa en la
Figura 9. De acuerdo a Young (2011), LE puede reemplazar la medicion del largo total
(distancia comprendida desde el extremo frontal de la cabeza hasta el extremo posterior
de la aleta caudal) en ejemplares de C. decemmaculatus debido a que,
independientemente del sexo, presentan una relacion lineal y una correlacion de
R?=0,99. Las mediciones se realizaron empleando un calibre digital electronico

(Schwyz), con una precision de 0,1 mm.

Peso corporal
Se midio el peso (W) del individuo vivo luego de ser anestesiado y colocado sobre papel
absorbente para quitar el exceso de agua. Este pardmetro se obtuvo empleando una

balanza digital Ohaus con una precision de 0,2 mg.

Proporcién de sexos por observacion visual
Se evaludo como la relacion de individuos sexualmente indiferenciados, machos o
hembras, basandose en la presencia o ausencia de gonopodio en diferentes estados de

desarrollo, respecto a la cantidad total de ejemplares y el dato se expreso en porcentaje.
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Morfogénesis de la aleta anal

Pardmetros morfolégicos
Se realizaron mediciones de la longitud de los radios 4" y 6" del gonopodio (R4 y R6
respectivamente), utilizando un calibre digital electronico (Schwyz) con una precision de

0,1 mm (Figura 9).

= B > A

Figura 9. Parametros morfoldgicos medidos en ejemplares de C. decemmaculatus. A: macho (LE
promedio = 16,95 &+ 3,21 mm; n = 203). B: hembra (LE promedio = 24,10 + 3,25 mm; n = 82).
LE: largo estandar, R4: longitud del cuarto radio de la aleta anal, R6: longitud del sexto radio de

la aleta anal.

Se registraron los siguientes caracteres morfoldgicos de la aleta anal: longitud,
osificacion, numero de radios y la presencia o ausencia de atrofia del primer y segundo

radio, engrosamiento del tercer y sexto radio, fusion/reabsorcién del noveno y décimo
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radio, anquilosis en la base de los radios, primordio gonopodial (PG) y sierras, gancho y

cirros (SGC) utilizando los criterios establecidos por Turner (1941) para Gambusia

affinis.

Anatomia de la aleta anal

Las estructuras cartilaginosas y 6seas de los radios de las aletas se caracterizaron luego
de la diafanizacion de los tejidos, utilizando una tincion in toto con Alcian-blue y
Alizarine-red, respectivamente. Esta coloracion se realizd basandose en los protocolos
publicados por Chalde et al. (2011) y Piovesana et al. (2014), ajustandose los tiempos y
condiciones para C. decemmaculatus. Brevemente, los peces fueron sacrificados con una
sobredosis de benzocaina, se realizaron las mediciones correspondientes, y se fijaron
luego en paraformaldehido al 4% en buffer fosfato salino (PBS) 1M durante 24 hs a 4°C.
Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente
y se conservaron en una solucion de etanol 70%. Luego, los peces se colocaron durante
12 horas bajo agitacion suave en la solucion de Alcian-blue (20 mg en 70 ml de etanol
100% y 30 ml de 4cido acético). En este paso, se colorearon los cartilagos y los
mucopolisacaridos acidos que se encuentran sobre las escamas y aletas de los peces.
Luego, se neutraliz6 el pH colocando las muestras en etanol 100% durante 3 dias, con
renovaciones diarias del medio. La maceracion se llevo a cabo transfiriendo los peces a
una solucion de hidréxido de potasio (KOH) al 3% (3 g en 100 ml de agua deionizada).
Las muestras se mantuvieron en esta etapa del proceso de diafanizacion, hasta que se
distingui6 claramente el esqueleto a través de las partes blandas del cuerpo. En general,
la duracion del tratamiento fue de 7 dias aproximadamente, dependiendo del tamafio del
animal. Posteriormente, la coloracion del hueso se realizo colocando las muestras en una
solucion de Alizarine-red al 0,02% (preparada en agua deionizada con KOH al 1%) bajo
agitacion suave durante 30 min. A continuacion, se lavaron dos veces en PBS durante 5
minutos, y luego se colocaron en la solucion transparentadora de Mall al 3% (3 g. de
KOH, 20 ml de glicerina, 50 ul de HxO2 y 79 ml de agua deionizada) durante 1 a 3 dias,
dependiendo del tamafio del animal. Se volvieron a lavar dos veces en PBS durante 5
minutos, antes de transferirlos por una serie de soluciones crecientes de glicerina en KOH
al 0,5% (en relaciones 1:3, 1:1 y 3:1) durante 2 hs en cada una. Finalmente, la
preservacion de los ejemplares se realizd almacenandolos en glicerina 100% dentro de

tubos Eppendorf de 1,5 ml, listos para su posterior observacion.
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Antes de proceder a la toma de las fotografias, los peces se colocaron sobre una caja de
Petri con 5 gotas de etanol 96% para fluidificar la glicerina. Para facilitar el manejo y la
orientacioén de los peces, se utilizé una solucion de agarosa 0,15% en agua deionizada
dispuesta sobre otra caja de Petri.

Las estructuras fueron observadas con microscopio estereoscopico (Nikon SMZ800) y se
fotografiaron con camara digital (Evolution BF fase cool color 12 bits) adosada al mismo.

Las imagenes se procesaron utilizando el programa Image-Pro-Plus 4.5.

Calculo de indices morfométricos

Con los datos registrados por la medicion de parametros de condicion general y de la
morfologia de la aleta anal, se calcularon tres indices: indice gonopodial (IG) (Game et
al., 2006), indice de elongacion (IE) (Angus ef al., 2001) e indice de condicion corporal
(Factor K de Fulton) (Fulton, 1911; Ricker, 1975), ampliamente utilizado en distintos

estudios de peces. Estos indices se calcularon en base a las Ecuaciones 3, 4 y 5

respectivamente.
R4x100 .,
1G (%) = Ecuacion 3
LE
R4 .y
IE = — Ecuacion 4
R6
Wx100 .,
Factor K = Ecuacion 5

LE3

Donde LE es el largo estandar, R4 es la longitud del radio 4 de la aleta anal, W es el peso

corporal y R6 es la longitud del radio 6 de la aleta anal.

Asignacion de estadios de morfogénesis de la aleta anal

Con los datos registrados por la medicion y observacion de parametros de condicion
general y de la morfologia de la aleta anal, asi como también de los indices calculados,
se establecieron 4 estadios de la morfogénesis del gonopodio, que se diferenciaron de las

hembras por observacion visual.
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Ademas, se calculo el indice de desarrollo del gonopodio (IDG) propuesto por Young
(2011) con el fin de validar la efectividad de su uso. Este indice toma como base del
modelo numérico, la relacion entre el IG y el IE. Sin embargo, sélo el uso de esta relacion
no permite segregar entre estadios, ya que no fue suficiente para identificar univocamente
individuos en cada uno de ellos. Por consiguiente, se consider6d necesario introducir no
solo variables cuantitativas, sino también cualitativas. Las variables cualitativas que se
agregaron al modelo fueron: 1) la aparicién de PG; y 2) la aparicion de SGC en el extremo
del gonopodio. A estas variables cualitativas, se les asignd valores numéricos para
convertirlas en cuantitativas. La transformacion de las variables cualitativas se realizo
asignando un valor arbitrario de 0,3 a la aparicion de PG (coeficiente PG), en aquellos
individuos que ya desarrollaron un primordio gonopodial y, un valor de 0,25, a aquellos
que poseen sierras, ganchos y cirros en el extremo del gonopodio (coeficiente SGC). Estos
coeficientes fueron utilizados para transformar tanto al IE como al IG. Las variables
transformadas se denominaron IG* y IE*, donde se ponderaron los valores de las

variables cualitativas como se indica en las ecuaciones 6 y 7.

IE x = IE + coef PG + 4 X coef SGC Ecuacién 6
IG * = =2+ 0,4 X coef PG + coef SGC Ecuacién 7

Como existe una funcion lineal entre las variables transformadas IG* e IE* con un
R?=0,98 (Young, 2011), el IDG se calculé luego de la aplicacion del logaritmo a la suma

de estas variables transformadas, como se muestra en la Ecuacion 8.
IDG = log(IG * + IE *) Ecuacion 8

Por ultimo, el modelo quedd representado entonces por la Ecuacion 9, donde las

ecuaciones 6 y 7 se reemplazan en 8, generando la escala definitiva de IDG.
IDG = log (% + 1,4 X coef PG + 5 X coef SGC + IE) Ecuacion 9

Este indice fue calculado para cada ejemplar de los distintos estadios del ciclo de vida

estudiados. La validacion de IDG contempl6 la efectividad del modelo y se pusieron a
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prueba los valores asignados como limites inferior y superior para cada estadio. Se
comprobd la potencia del modelo en funcidn a su eficiencia predictiva: nimero de éxitos

en funcion del total de ejemplares analizados, expresado en porcentaje.

Analisis de datos

Los datos fueron analizados con un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguido
de una prueba de comparacion de medias, a través de la prueba de Tukey. Las variables
fueron transformadas a una escala logaritmica, cuando no cumplieron con los supuestos
de normalidad y/o homocedasticidad. Estos analisis se realizaron utilizando el software
Prism Graphpad 5.0 y los analisis de correlacion, utilizando el paquete estadistico Infostat

(Di Rienzo et al., 2011).

Resultados
Modelos de crecimiento y parametros de condicion general

Modelo de crecimiento de Von Bertalanffy

El crecimiento, expresado como LE, presentd una gran variabilidad con la edad (n = 289;
R? = 0,712; Figura 10). Los parametros del modelo de crecimiento de Von Bertalanffy,
estimados a través de la Ecuacion 1, se muestran en la Tabla 3. Para la realizacion de esta
tabla, se tomaron ambos sexos debido a la imposibilidad de diferenciar visualmente entre
machos y hembras en individuos que no presentaban caracteres sexuales secundarios

distintivos.
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Tabla 3. Pardmetros del modelo de crecimiento de Von Bertalanfty,

estimados a través de la Ecuacion 1

Parametros del modelo Valor

Lo 36,11 mm

k 0,0027 dias™
to -78,81 dias

Loo es la maxima longitud teorica esperada, £ es la tasa de crecimiento
bajo las condiciones de cria empleadas, t es la edad y to es el tiempo

hipotético en el cual la longitud es nula.
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Figura 10. Diagrama de dispersion del largo estandar en funcion de la edad. A: La linea ajusta el
modelo de crecimiento de Von Bertalanffy (n = 289; R?>= 0,712). Lineas punteadas indican los

individuos sexualmente
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Largo estandar

Los valores registrados del largo estandar se muestran discriminados por sexos en la
Figura 11 (n = 275). Contemplando ejemplares del mismo rango de edades, las hembras
adultas presentaron mayor tamafio que los machos adultos, y éstos mayor que los
individuos indiferenciados (»<0,01). En el muestreo, el largo estandar de las hembras fue
igual a 24,10 £ 3,25 mm (n = 82), mientras que el de los machos alcanzaba a

16,95 3,21 mm (1 = 203).

30-
—_— 20'
€
g a
= —
=1 104

0 T

Indiferenciados Hembras Machos

Sexo

Figura 11. Media del largo estandar (LE) para cada sexo. Las barras muestran la desviacion
estandar con respecto a la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,01) entre grupos.

Peso corporal

Los valores promedios del peso corporal, discriminados por sexos se visualizan en la
Figura 12 (n =292). Contemplando ejemplares del mismo rango de edades, el peso de las
hembras adultas fue significativamente mayor que el observado en los ejemplares
sexualmente indiferenciados y en los machos (p<0,01). Las hembras registraron valores
promedio de 297,8 = 173,1 mg (n = 35), mientras que los machos 61,8 = 33,3 mg
(n=119).
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Figura 12. Media del peso corporal (W) para cada sexo. Las barras muestran la desviacion
estandar con respecto a la media. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,01) entre grupos.

Modelo de crecimiento de la relacion largo-peso

La relacion entre el largo estandar y el peso corporal, discriminadas por sexo se muestran
en la Figura 13A, mostrando que en general las hembras presentan mayor tamafio y peso
que los machos. Independientemente del sexo, existe una relacion no lineal entre el peso
corporal y el largo estandar (R?=0,947; n = 292; Figura 13B). Esta relacion puede seguir
una relacion lineal aplicando el logaritmo neperiano (R?= 0,987; n = 292; Figura 13C).
A partir de esta ultima figura, se estimaron los coeficientes del modelo de crecimiento de
la relacion largo-peso usando los parametros definidos en la Ecuacion 2 y se muestran en

la Tabla 4.
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Figura 13. Diagrama de dispersion del peso corporal (W) en funcién del largo estandar (LE)
(n=1292). A: ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. B: Curva de
regresion no lineal entre W y LE. C: Curva de regresion lineal entre los logaritmos neperianos de
W y LE. B-C: Lineas punteadas indican los limites inferior y superior del intervalo de confianza
95%.
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Tabla 4. Coeficientes del modelo de crecimiento de la relacion largo-

peso estimados a través de la Ecuacion 2

Coeficientes del modelo Valor
A 1,51 (LE = 4,54 mm)
B 3,14

Los coeficientes 4 y B indican el valor de la ordenada al origen y de la

pendiente de la regresion, respectivamente.

Condicion corporal

Contemplando ejemplares del mismo rango de edades, se observd que las hembras
presentan un indice de condicion corporal significativamente mayor que los machos y los
ejemplares sexualmente indiferenciados (p<0,01; n = 292; Figura 14). El valor del factor
K en hembras fue 1,82 + 0,34 mg mm™ (n = 35), mientras que en machos fue

1,46 £ 0,18 mg mm™ (n = 119).

2.5

b

&
i~ 2.04
€ a
£ a
O 1.54
E
X 10
S
S
S 0.5
(e

0.0-

Indiferenciados Hembras Machos
Sexo

Figura 14. Media del indice de condicion corporal (Factor K) para cada sexo. Las barras muestran
la desviacion estandar con respecto a la media. Letras distintas indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,01) entre grupos.

Criterios para la determinacion del fenotipo sexual
La aleta anal de los ejemplares sexualmente indiferenciados se encuentra formada por 10

radios, al igual que en las hembras. Sin embargo, en ellas la aleta anal aumenta su tamafio
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conforme lo hace el crecimiento en peso y talla. Independientemente del sexo, los valores
de R4 y R6 correlacionaron positivamente con W (R? = 0,84 y 0,77 respectivamente;
n=35;p<0,01). Larelacion entre R4 y W discriminada por sexos se visualiza en la Figura
15A. Esto podria usarse para estimar un modelo de crecimiento del radio 4, tanto en
hembras (Figura 15B: R?= 0,965; n = 162) como en machos (Figura 15C: R>=0,836;
n=243).
En machos, sin embargo, los valores de R4 correlacionaron positivamente con la talla y
el peso con R? igual a 0,86 y 0,83 respectivamente, mientras que los valores de R6
correlacionaron con R? igual a 0,87 y 0,92 respectivamente (n = 191; p<0,01).
Por otra parte, el desarrollo del gonopodio involucra una serie de cambios morfologicos
que, ordenados ontoldgicamente, se pueden resumir en:

e Atrofia del primer y segundo radio.

e Engrosamiento del tercer radio.

e Formacion del primordio gonopodial.

e Elongacion alométrica de los radios tercero, cuarto y quinto respecto a los radios

sexto, séptimo y octavo.

e Osificacion completa de los radios.

e Fusidn/reabsorcion del noveno y décimo radio

e Angquilosis en la base de los radios

e Engrosamiento del sexto radio.

e Aparicidn de sierras, ganchos y cirros.
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Figura 15. Relacion entre la longitud del radio 4 de la aleta anal (R4) y el peso corporal (W).
A: Diagrama de dispersion discriminado por sexos: ¢ individuos sexualmente indiferenciados,
¢ machos y ¢ hembras. B: Modelo de crecimiento en hembras (R*= 0,965; n = 162). C: Modelo

de crecimiento en machos (R?= 0,836; n = 243).
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Teniendo en cuenta los distintos parametros cuantitativos y cualitativos estudiados, en la
Tabla 5 se detalla un resumen de los criterios que permiten determinar el fenotipo sexual
de C. decemmaculatus. La relacion entre estos parametros fue posteriormente confirmada

por histologia gonadal (ver capitulo N°2).

Tabla 5. Criterios que permiten determinar el fenotipo sexual de C. decemmaculatus

Fenotipo sexual Caracteristica Figura
Sexualmente Ausencia de PG y LE < 18 mm n.c.
indiferenciado
Macho Presencia de PG y cualquier valor de LE n.c.

IG>21%¢elE>1,25 Figura 16
IG > 27,2% y cualquier valor de W Figura 17
IE > 1,36 y cualquier valor de W Figura 18
IE > 1,36 y cualquier valor de R4 Figura 19
IE > 1,36 y cualquier valor de R6 Figura 20
IG > 28% y cualquier valor de LE Figura 21
Hembra Ausencia de PG y LE > 18 mm n.c.
IG<23%yW>85mg Figura 17
IE<I1,15yW>85mg Figura 18
IE <1,36 yR4>4,6 mm Figura 19
IE <1,36 y R6 > 3,8 mm Figura 20
IG <24% y LE > 18 mm Figura 21

PG: primordio gonopodial; IG: indice gonopodial; IE: indice de elongacion; LE: largo
estandar; W: peso corporal; R4: longitud del cuarto radio de la aleta anal; R6: longitud del

sexto radio de la aleta anal; n.c: no corresponde a parametros cuantitativos.

En base a estos criterios, a continuacion, se muestra de manera individual cada una de las
relaciones entre parametros presentadas en la Tabla 5. En el caso de la relacion entre el
indice gonopodial y el indice de elongacién (R? = 0,84; n = 197), se puede identificar
inequivocamente a los machos cuando el indice de elongacion es mayor que 1,25 y el
indice gonopodial es mayor que 21% (Figura 16). Sin embargo, cabe aclarar que, aunque
algunos machos presentan valores por debajo de estos parametros, no pueden ser
diferenciados de las hembras y los individuos indiferenciados. Este es el criterio utilizado

para analizar la relacion entre el resto de los parametros.
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Figura 16. Diagramas de dispersion del indice gonopodial (IG) en funcion del indice de
elongacion (IE). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de
corte: IG =21% e IE = 1,25. De esta figura se puede establecer el siguiente criterio: IG > 21% ¢

IE > 1,25 son machos.

Cuando se observa la relacion entre el indice gonopodial y el peso corporal, se identificar
inequivocamente a los machos cuando el IG es mayor que 27,2%, independientemente
del peso (Figura 17). Mientras que las hembras presentan un IG menor que 23%,
independientemente del peso, pero pueden ser identificadas inequivocamente cuando éste

es mayor que 85 mg.

A su vez, en el caso de la relacion entre el indice de elongacion y el peso corporal, se
puede observar un comportamiento de los datos similar a los descriptos anteriormente
(Figura 18). Las hembras pueden ser identificadas cuando se registra un peso del animal
mayor que 85 mg y un IE menor que 1,15; mientras que los individuos que presentan un

IE mayor que 1,36 son machos, independientemente del peso corporal.
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Figura 17. Diagrama de dispersion del indice gonopodial (IG) en funcion del peso corporal (W).
individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de corte: IG = 23% y
27,2%; Peso = 85 mg. De esta figura se pueden establecer los siguientes criterios: 1) IG <23% y

W > 85 mg son hembras; 2) IG > 27,2% son machos, independientemente del peso corporal.
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Figura 18. Diagrama de dispersion del indice de elongacion (IE) en funcion del peso corporal
(W). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de corte: IE = 1,15
y 1,36; W = 85 mg. De esta figura se pueden establecer los siguientes criterios: 1) W > 85 mg y

IE < 1,15 son hembras; 2) IE > 1,36 son machos, independientemente del peso corporal.

Al observar la relacion entre la longitud del radio 4 de la aleta anal con el indice de

elongacion, se puede identificar inequivocamente a los machos cuando el IE presenta
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valores mayores que 1,36 (Figura 19). Mientras que resulta mas dificil identificar a las
hembras y a los ejemplares sexualmente indiferenciados. En el caso de las hembras, esto
solamente puede lograrse cuando el R4 es mayor que 4,6 mm y el IE es menor que 1,36.
En el caso de los machos, una tendencia similar a la descripta anteriormente presenta la
relacion entre la longitud del radio 6 de la aleta anal con el indice de elongacion (Figura
20). Mientras que las hembras solamente pueden ser identificadas cuando el R6 es mayor

que 3,8 mm y el IE es menor que 1,36.

R4 (mm)

Figura 19. Diagrama de dispersion de la longitud del radio 4 de la aleta anal en funcién del indice
de elongacion (IE). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de
corte: R4=4,6 mm; IE = 1,36. De esta figura se pueden establecer los siguientes criterios:
1) R4 >4,6 mm e IE < 1,36 son hembras; 2) IE > 1,36 son machos, independientemente de la

longitud del radio 4 de la aleta anal.
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Figura 20. Diagrama de dispersion de la longitud del radio 6 de la aleta anal en funcion del indice
de elongacion (IE). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de
corte: R6=3,8 mm; IE = 1,36. De esta figura se pueden establecer los siguientes criterios:
1) R6 > 3,8 mm e IE < 1,36 son hembras; 2) IE > 1,36 son machos, independientemente de la

longitud del radio 6 de la aleta anal.

Finalmente, la relacion entre el indice gonopodial y el largo estdndar muestra dos grupos
bien diferenciados, donde se pueden identificar claramente a los machos cuando se
obtienen valores de IG mayores que 28%, independientemente de la talla (Figura 21).
Mientras que las hembras se asocian con bajos valores de IG (menores que 24%) y altos
valores de LE (mayores que 18 mm). Sin embargo, tal como se evidencia también en los
graficos anteriores, los ejemplares sexualmente indiferenciados no pueden ser

identificados inequivocamente de los fenotipos macho y hembra.
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Figura 21. Diagrama de dispersion del indice gonopodial (IG) en funcion del largo estandar (LE).
individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras. Lineas de corte: IG = 24% y
28%; LE = 18 mm. De esta figura se pueden establecer los siguientes criterios: 1) IG < 24% y

LE > 18 mm son hembras; 2) IG > 28% son machos, independientemente de la talla.

Relacion entre los parametros morfologicos de la aleta anal y la talla o la edad,

discriminada por fenotipos sexuales

Longitud del cuarto radio de la aleta anal

Los resultados muestran que, para esta especie, la longitud del 4% radio de la aleta anal
de los machos adultos (8,03 = 0,88 mm; n = 91) puede llegar a duplicar al de las hembras
(4,36 = 0,76 mm; n = 79) siendo estadisticamente diferente (p<0,01). Esta diferenciacion
puede observarse en la variacion de este parametro con respecto al largo estandar
(n =443, Figura 22A) y a la edad (n = 450, Figura 22B). Como se puede observar en las
figuras, la diferencia de este parametro entre sexos es mas clara cuando se expresa en
funcion de la talla. En las hembras, la longitud del 4*° radio crece proporcionalmente a la
talla, mientras que en los machos existe una inflexion en la elongacion de este radio a
partir de una talla de 12,6 mm para los ejemplares que se diferencian fenotipicamente

temprano y de 16,4 mm para los tardios.
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Figura 22. Diagrama de dispersion donde se observa la longitud del radio 4 de la aleta anal en

funcién de la talla (A) y la edad (B).

4 hembras.

Longitud del sexto radio de la aleta anal

individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y

La longitud promedio del 6" radio de la aleta anal en los machos adultos midio

3,68 £0,49 mm (rn = 67) y en las hembras 3,87 + 0,75 mm (n = 79) y no presentaron

diferencias estadisticamente significativas (n = 146; p>0,05). En la Figura 23A y B se

muestra la variacion de este parametro en funcion del largo estdndar (n =392) y a la edad

(n =399), respectivamente.
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Figura 23. Diagrama de dispersion donde se observa la longitud del radio 6 de la aleta anal en

funcién de la talla (A) y la edad (B).

4 hembras.

individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y
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Indice gonopodial

El indice gonopodial en los machos que presentaban el gonopodio completamente
desarrollado, mostr6 valores promedio de 41,48 + 3,89 % (n = 91), que se diferenciaron
significativamente (n = 170; p<0,01) de las hembras 18,22 + 3,49 % (n = 79). La
divergencia de los valores del IG entre machos y hembras en funcion del largo estandar

(n = 443) y de la edad (n = 450) puede ser observada en la Figura 24A y B,

respectivamente.
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Figura 24. Diagrama de dispersion donde se observa el indice gonopodial en funcion de la talla

(A) y la edad (B). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras.

Indice de elongacién

El indice de elongacion de los machos adultos se diferencid con significancia estadistica
del de las hembras (n = 146; p<0,01), registrando valores promedio de 2,25 + 0,17
(n=67)y 1,13+ 0,07 (n="79), respectivamente. Esta diferenciacién puede observarse en

la variacion de este parametro con respecto al largo estandar (n = 392, Figura 25A) y a la

edad (n =399, Figura 25B).
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Figura 25. Diagrama de dispersion donde se observa el indice de elongacion en funcion de la talla

(A) y la edad (B). ¢ individuos sexualmente indiferenciados, ¢ machos y ¢ hembras.

Asignacion de estadios de la morfogénesis del gonopodio y diferenciacion con

la aleta anal de las hembras

En funcidn a las caracteristicas previamente descriptas, se definieron cuatro estadios de

morfogénesis del gonopodio, diferenciandolos de la aleta anal de las hembras.

Aleta anal de ejemplares sexualmente indiferenciados y Estadio 1 del gonopodio

La aleta anal de los peces que no pueden ser diferenciados por su fenotipo, se caracteriza
por poseer una forma semilobular sin signos de elongacion de los radios 3™, 4 y 5. Por
lo tanto, machos y hembras presentaran estos caracteres desde su nacimiento y hasta que
se produzca la diferenciacion.

En el presente estudio, se asignaron estas caracteristicas a la etapa mas temprana de la
morfogénesis del gonopodio, el cual fue denominado como Estadio 1, caracteristico de
individuos fenotipicamente indiferenciados sexualmente. La leve coloracion roja de los
radios se debe a una osificacion débil (Figura 26).

Los animales que se encuentran en este estadio, se caracterizan por presentar en promedio
una aleta anal con 5, 7 y 12 segmentos en los radios 1, 2 y 3, respectivamente; 17 y 18
segmentos en las secciones anterior y posterior del radio 4, respectivamente; 16
segmentos en cada una de las secciones anterior y posterior del radio 5; 17 y 18 segmentos
en las secciones anterior y posterior del radio 6, respectivamente; 14 y 13 segmentos en
las secciones anterior y posterior del radio 7, respectivamente; 11 segmentos en cada una

de las secciones anterior y posterior del radio 8; 9 segmentos en cada una de las secciones
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anterior y posterior del radio 9; y finalmente, 6 y 3-4 segmentos en las secciones anterior

y posterior del radio 10, respectivamente.

Figura 26. Aleta anal representativa de ejemplares sexualmente indiferenciados que corresponde
al Estadio 1 de machos fenotipicos. A: Fotografia de un ejemplar sexualmente indiferenciado.
B: Coloracion de las estructuras cartilaginosas se observan coloreadas en azul (Alcian-blue) y las
oseas en rojo (Alizarine-red). Las flechas indican cada uno de los radios (R) y su respectiva

numeracion que aumenta en sentido ventral-dorsal (Barra = 1 mm).

La distribucién de frecuencias de tallas de los peces que se encuentran en este estadio 1,

se caracterizd por presentar asimetria positiva (0,65) y curtosis negativa (-0,78) (Figura
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27). Por ello, estos datos se ajustaron a una distribucion de tipo gamma. Estos ejemplares
presentaron valores promedio de IG de 21,93 £+ 1,79% (n = 167); IE de 1,08 = 0,05

(n=167); LE de 15,35 +£ 2,69 mm (n = 175) y edad de 105 + 35 dias (n = 169).
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Figura 27. Distribucion de frecuencias de las tallas de ejemplares sexualmente indiferenciados,
considerados como Estadio 1 de la morfogénesis del gonopodio (n = 175). m representa a las
frecuencias relativas (basadas en valores observados) y == representa a las frecuencias

normalizadas.

Estadio 2 del gonopodio

Este estadio se caracterizd por el engrosamiento del tercer radio y el comienzo de la
elongacion de los radios tercero, cuarto y quinto, que determinaron la formacion del
primordio gonopodial (Figura 28A). En este estadio, se pudieron observar machos desde
la aparicion del primordio gonopodial (Figura 28B) hasta la consecuente elongacion de
los radios mencionados anteriormente (Figura 28C).

En este estudio, se han registrado machos en Estadio 2 con valores de talla desde los

7,84 mm (21 dias de edad) hasta los 19,06 mm (274 dias de edad).
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Figura 28. Gonopodio representativo de machos fenotipicos en Estadio 2. A-B: Fotografias de
machos donde se observa la aparicion del primordio gonopodial (A) y la consecuente elongacion
de los radios tercero, cuarto y quinto (B). C: Coloracion de las estructuras cartilaginosas se
observan coloreadas en azul (Alcian-blue) y las 6seas en rojo (Alizarine-red). Las flechas indican
cada uno de los radios (R) y su respectiva numeraciéon que aumenta en sentido ventral-dorsal.

PG = primordio gonopodial (Barra =1 mm).
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La distribucion de frecuencias de tallas de los peces en estadio 2, presentd una
distribucion normal simétrica (Figura 29). En estos ejemplares, los valores promedio de
IG se encuentran en 24,26 + 2,93% (n = 60); IE en 1,26 + 0,13 (n = 60); LE en
13,89 + 2,69 mm (rn = 60) y edad en 104,67 + 58,15 dias (n = 52).
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Figura 29: Distribucion de frecuencias de las tallas de machos en el Estadio 2 (n = 60).
representa a las frecuencias relativas (basadas en valores observados) y == representa a las

frecuencias normalizadas.

Estadio 3 del gonopodio

Se caracterizo por un gonopodio prominente debido a la elongacion alométrica progresiva
de los radios 3ro, 4to y 5to respecto a los radios 6to, 7mo y 8vo. Sin embargo, no se
observo osificacion completa de los radios, ni presencia de sierras, ganchos y cirros en el
extremo distal de la aleta (Figura 30A y B).

En este estudio, se han registrado machos en Estadio 3 con valores de talla desde los

12,58 mm (45 dias de edad) hasta los 20,79 mm (274 dias de edad).
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Figura 30. Machos representativos de Estadio 3. A: Fotografia de un macho con el gonopodio
elongado. B: Coloracion in tofo del gonopodio. Las estructuras cartilaginosas se encuentran
coloreadas en azul (Alcian-blue) y las 6seas en rojo (Alizarine-red). Las flechas indican cada uno
de los radios (R) y su respectiva numeracion que aumenta en sentido ventral-dorsal

(Barra = 1 mm).

La distribucion de frecuencias de tallas de los peces en Estadio 3, presentd una
distribucion normal simétrica (Figura 31). Estos ejemplares presentaron un aumento
significativo en IG con valores promedio de 40,48 + 5,22% (n = 24); 1IE de 2,08 + 0,31
(n=17); LE de 16,59 = 1,81 mm (n = 24) y edad de 106,00 + 41,89 dias (n = 14).
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Figura 31. Distribucion de frecuencias de las tallas de machos en el Estadio 3 (n = 24).
representa a las frecuencias relativas (basadas en valores observados) y == representa a las

frecuencias normalizadas.

Estadio 4 del gonopodio

Este ultimo estadio definido, se caracteriz6 por presentar el gonopodio completamente
maduro con las siguientes caracteristicas: osificacion completa de los radios, aparicion de
SGC en el extremo distal, engrosamiento del extremo del sexto radio, anquilosis en la
base de los radios y pérdida de los ultimos dos radios, el 9" y 10™ (Figura 32). Por lo
tanto, se consideraron como machos adultos a los peces que presentaban estos caracteres
sexuales externos. Se han registrado machos en Estadio 4 con valores de talla desde los
13,80 mm (55 dias de edad) hasta los 23,52 mm (274 dias de edad).

Los machos que se encuentran en este estadio, se caracterizan por presentar en promedio
un gonopodio con 5 y 7 segmentos en los radios 1 y 2, respectivamente; 28 segmentos y
un cirro en el extremo del radio 3; 27 y 39 segmentos con sierras en las secciones anterior
y posterior del radio 4, respectivamente; 34 y 38 segmentos con un gancho en las
secciones anterior y posterior del radio 5, respectivamente; 21 y 13 segmentos en las
secciones anterior y posterior del radio 6, respectivamente; 12 y 11 segmentos en las
secciones anterior y posterior del radio 7, respectivamente; y finalmente, 11 y 10

segmentos en las secciones anterior y posterior del radio 8, respectivamente.
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Sierras

1 mm

Figura 32. Machos representativos de Estadio 4. A: Fotografia de un macho con el gonopodio
completamente maduro. B-C: Coloracion in foto del gonopodio. Las estructuras cartilaginosas se
encuentran coloreadas en azul (Alcian-blue) y las 6seas en rojo (Alizarine-red). Las flechas
indican cada uno de los radios (R) y su respectiva numeracion que aumenta en sentido ventral-
dorsal. Se muestra una vista completa (B) y el extremo distal (C) del gonopodio. S = sierras;

G = gancho; C = cirros. Barra = 1 mm.
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La distribucion de frecuencias de tallas de los peces en Estadio 4, presentd una
distribucion normal con una leve asimetria negativa (Figura 33). En estos ejemplares, los
valores promedio de IG se encuentran en 41,48 + 3,89% (n = 91); IE en 2,25 + 0,17
(n=067); LE en 19,42 £+ 1,82 mm (rn = 93) y edad en 193,44 + 65,37 dias (n = 25).
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Figura 33. Distribucion de frecuencias de las tallas de machos en el Estadio 4 (n = 203).
representa a las frecuencias relativas (basadas en frecuencias observadas) y == representa a las

frecuencias normalizadas.

Finalmente, la distribucion de frecuencias de las tallas de todos los machos fenotipicos,
donde se tuvieron en cuenta los ejemplares de los Estadios 2, 3 y 4, se muestra de manera
ilustrativa en la Figura 34. Estos datos se ajustaron a una distribucion normal y se
caracterizaron por presentar una leve asimetria y curtosis negativa. Estos ejemplares se
caracterizaron por presentar, en su conjunto, valores promedio de LE de 16,95 £ 3,21 mm
(n=203), W de 61,78 £ 33,26 mg (n = 119), Factor K de 1,46 + 0,18 mg mm™ (n = 119)
y edad de 126,49 + 68,52 dias (n = 98).
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Figura 34. Distribucion de frecuencias de las tallas de machos fenotipicos (n =203). = representa
a las frecuencias relativas (basadas en valores observados) y = representa a las frecuencias

normalizadas.

Aleta anal de hembra adulta

La aleta anal de la hembra adulta no presenta modificaciones morfolédgicas, respecto de
los individuos sexualmente indiferenciados, excepto por el grado de osificacion (Figura
35). Se han registrado hembras con valores de talla desde los 16,13 mm (70 dias de edad)
hasta los 32,66 mm (538 dias de edad).
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Figura 35. Aleta anal representativa de hembras adultas. A: Fotografia de la aleta anal de una

hembra. B: Coloracion in foto de una hembra. Las estructuras cartilaginosas se encuentran
coloreadas en azul (Alcian-blue) y las oseas en rojo (Alizarine-red). Las flechas indican cada uno
de los radios (R) y su respectiva numeracion que aumenta en sentido ventral-dorsal

(Barra =1 mm).

La distribucién de frecuencias de tallas de las hembras fenotipicas se ajustd a una
distribuciéon normal y presentd una leve asimetria negativa (Figura 36). En estos
ejemplares, los valores promedio de IG se encuentran en 18,22 + 2,49% (n = 79); IE en
1,13 £ 0,07 (n = 79); LE en 24,10 £ 3,25 mm (n = 82) y edad en 227,40 + 147,44 dias
(n=15).
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Figura 36. Distribucion de frecuencias de las tallas de hembras fenotipicas (n = 82). = representa
a las frecuencias relativas (basadas en valores observados) y = representa a las frecuencias

normalizadas.

indice de Desarrollo del Gonopodio discriminado por estadio y sexo
fenotipicos

Los estadios que describen el desarrollo del gonopodio se pueden observar a través de la
variacion en los valores del Indice de Desarrollo del Gonopodio (IDG) con respecto al
largo estandar (n = 390, Figura 37A), a la edad (n = 397, Figura 37B) y al peso corporal
(n=409; Figura 37C). A su vez, se muestra como se distribuyen los valores de IDG
calculados en hembras fenotipicas y se marcan las lineas de corte que indican la
separacion entre los distintos estadios de la morfogénesis del gonopodio en valores de

IDG iguales a 0,19; 0,37 y 0,57.
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Figura 37. Diagramas de dispersion de Indice de Desarrollo del Gonopodio en funcion de la talla
(A), la edad (B) y el peso corporal (C). Los distintos sexos fenotipicos y estadios de desarrollo
del gonopodio se encuentran representados por: e ejemplares sexualmente indiferenciados o
Estadio 1 del macho, A Estadio 2 del macho, m Estadio 3 del macho, ¥ Estadio 4 del macho y
e hembras. Las lineas de corte horizontales marcan la separacion entre los distintos estadios en

valores de IDG iguales a 0,19; 0,37 y 0,57.
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La distribucion de los valores de IDG en cada Estadio de la morfogénesis del gonopodio,
contrastados con los de las hembras, se muestra en la Figura 38. Se comprobd la eficiencia
del modelo debido a que la distribucion del 100% de los valores de IDG se encontraban
dentro de los limites establecidos para cada estadio. Los valores de IDG de los machos

en los estadios 2, 3 y 4 se diferenciaron estadisticamente de las hembras (n =390; p<0,01).
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Figura 38. Diagrama de cajas (box plot) del indice de Desarrollo del Gonopodio en funcién del
Estadio y sexo fenotipico. Las cajas contienen la variabilidad del 50% de los valores centrales, la
linea horizontal que se encuentra dentro de cada caja representa a la media y las barras indican
los valores maximos y minimos. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,01).

Resumen de los parametros morfoldgicos estudiados y analisis de correlacion
Los principales descriptores estadisticos para cada sexo y, particularmente, en el caso de
los machos, se discrimina por estadio de morfogénesis del gonopodio, se muestran en la
Tabla 6.

Por otro lado, en las Tablas 7 y 8 se muestran solo los pardmetros morfologicos que
presentaron correlaciones significativas en ejemplares machos y hembras,
respectivamente. La edad y la talla correlacionaron positivamente en 0,70 (p<0,001) y

0,75 (p<0,01) para machos y hembras, respectivamente. Asi como también, el peso
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correlacion6 con la talla y la longitud del radio 4 de la aleta anal en 0,97 y 0,83 para
machos y 0,96 y 0,84 para hembras, respectivamente (p<0,001). Finalmente, el IDG que
solo fue testeado en el caso de los machos, también correlaciond con la talla (0,75) y el
peso (0,71), ademas del indice de elongacion, indice gonopodial y la longitud del radio 4

de la aleta anal (p<0,001).
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Tabla 6. Estadistica descriptiva de los parametros morfologicos medidos e indices determinados para cada sexo fenotipico y estadio de morfogénesis del gonopodio, en
el caso de los machos.

fensoi)i(;ico Descriptor Edad (dias) LE (mm) R4 (mm) R6 (mm) W (mg) IG (%) IE K IDG
n 169 175 167 167 138 167 167 138 167
Sexualmente Media (= DS) 59,53 £46,18 10,53 +3,41 233+0,74 2,21+0,64 14,80+13,14 21,93+ 1,79 1,05+£0,05 1,45+0,23 0,10+ 0,02
indiferenciado Mediana 50 9,70 2,18 2,04 9,75 21,72 1,04 1,45 0,10
o Estadio I \finimo 0 6,16 1,31 1,32 2,70 16,59 0,91 0,96 0,05
Maximo 216 17,99 421 3,74 59,00 27,55 1,24 2,07 0,18
n 52 60 60 60 38 60 60,00 38,00 60
Macho - Media (= DS) 104,67 £ 58,15 13,89+2,69 3,40+0,90 2,68 +0,50 35,09 +21,58 2426+293 1,26+0,13 1,53+0,18 0,28 + 0,04
Estadio 2 Mediana 89 13,92 3,30 2,69 26,95 23,59 1,24 1,52 0,28
Minimo 21 7,84 1,84 1,30 9,30 19,11 1,05 1,07 0,22
Maximo 274 19,06 5,61 3,60 93,40 33,20 1,59 1,93 0,36
n 14 24 24 17 19 24 17 19 17
Macho - Media (= DS) 106,00 +41,89 16,59+1,81 6,71 +£1,08 3,35+0,40 68,80+ 18,95 40,48 +£5,22 2,08+0,31 1,57+0,14 0,46 £ 0,05
Estadio 3 Mediana 99 16,82 6,85 3,33 68,80 41,35 2,11 1,59 0,47
Minimo 45 12,58 4,70 2,62 34,80 29,97 1,64 1,32 0,38
Maximo 274 20,79 8,45 4,10 100,60 51,77 2,59 1,87 0,54
n 25 93 91 67 36 91 67 36 67
Macho - Media (£ DS) 193,44+ 65,37 19,42+1,82 8,03+0,88 3,68 +0,49 91,82 + 30,20 4148+3,89 2,25+0,17 1,39+0,16 0,64+ 0,02
Estadio 4 Mediana 206 19,29 8,04 3,65 89,50 41,10 2,25 1,36 0,64
Minimo 55 13,80 6,26 2,53 35,40 32,52 1,88 1,12 0,60
Maximo 274 23,52 10,13 4,95 170,40 54,58 2,68 1,73 0,68
n 15 82,00 79,00 79,00 35,00 79,00 79,00 35,00 79,00
Media (£ DS) 227,40+ 147,44 24,10+3,25 436+0,76 3,87+0,75 297,78+173,05 18,22+2,49 1,13+0,07 1,82+0,34 0,12+0,02
Hembra Mediana 140 24,46 421 3,63 294,00 18,07 1,12 1,73 0,12
Minimo 70 16,13 2,90 2,69 70,60 13,18 1,00 1,26 0,07
Maximo 538 32,66 6,04 5,64 779,10 23,52 1,35 3,14 0,19

LE: largo estandar; R4: radio 4 de la aleta anal; R6: radio 6 de la aleta anal; W: peso corporal; IG: indice gonopodial; IE: indice de elongacion; K: indice de

condicion; IDG: indice de desarrollo del gonopodio.
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Tabla 7. Coeficientes de correlacion de Spearman entre parametros morfologicos en

machos (n =203).

LE R4 R6 w IG IE IDG

Edad 0,70%** 0,71%**

LE 0,86** 0,87** 0,97#* 0,75%*
R4 0,91%** 0,83#* 0,85%%* 0,81** 0,85%**
R6 0,927%#%* 0,74%%*

4 0,72%* 0,71%**
IG 0,84** 0,84%*
IE 0,95%*

Asteriscos indican correlaciones estadisticamente significativas: * p<0,01;

*% p<0,001.

Tabla 8. Coeficientes de correlacion de Spearman entre parametros morfoldgicos

en hembras (n = 82)

LE R6 i IG
Edad 0,75%* 0,827%#%*
LE 0,96%*
R4 0,95%* 0,84#*
R6 0,77%* 0,71%**

Asteriscos indican correlaciones estadisticamente significativas: * p<0,01;
p b b

*% p<0,001.

Discusion

Parametros de condicion general

En el presente capitulo, se ha descripto la evolucion de pardmetros bioldgicos generales
como el crecimiento (talla y peso) e indice de condicion para Cresterodon
decemmaculatus, en condiciones controladas. Si bien esta especie ha sido propuesta para
la realizacion de ensayos normalizados de laboratorio (IRAM, 2008) y ha sido
ampliamente utilizada en estudios ecotoxicologicos de campo y laboratorio (de la Torre
etal., 1997; Garcia et al., 1998), los valores normales de crecimiento en términos de talla,
peso y edad, pardmetros de condicion general y morfogénesis de los caracteres sexuales

secundarios en condiciones de laboratorio, ain no han sido descriptos, pese a existir un
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manual de procedimientos destinado a recomendaciones sobre la produccion de esta
especie en acuario (Somma et al., 2011).

Se ha podido estimar la talla maxima esperada (36,11 mm) y la tasa de crecimiento en las
condiciones de cria establecidas, utilizando el modelo de crecimiento de Von Bertalanfty.
Este modelo ha sido ampliamente utilizado en diversas poblaciones de peces y otros
grupos zoologicos (Sparre y Venema, 1997). A su vez, la relacion largo-peso indicod que
el crecimiento ha sido alométrico, ya que el valor del coeficiente b fue mayor a 3 (Mancini
y Grosman, 2008; Sokal y Rohlf, 2009).

El seguimiento temporal de la cria de C. decemmaculatus permitié demostrar que, bajo
las condiciones de laboratorio utilizadas, el tiempo de diferenciacion de los caracteres
sexuales secundarios es extremadamente variable entre individuos, estableciéndose que
el desarrollo estda mas vinculado a la talla que a la edad. Esto es similar a lo observado en
otras especies como el pejerrey, Odontesthes bonariensis, donde el proceso de
diferenciacion sexual también estd intimamente ligado al crecimiento de los organismos
(Karube et al., 2007; Chalde ef al., 2011). Este seguimiento temporal de las cohortes
también permitid evidenciar un marcado dimorfismo sexual en el crecimiento (talla y
peso) y el indice de condicion, exigiendo un andlisis independiente para machos y
hembras. Como se observa en las Figuras 11 y 12, el crecimiento en talla y peso permitio
establecer que las hembras presentaban valores significativamente mayores que los
machos, y éstos que los individuos sexualmente indiferenciados (hembras > machos >
indiferenciados). A su vez, las observaciones han sido consistentes con estudios previos
que han mostrado que las hembras llegan a duplicar el tamafio de los machos (Siccardi,
1954). Las hembras presentaron un indice de condicion (Factor K o indice de Fulton),
significativamente mayor que los machos y los individuos sexualmente indiferenciados.

La correlacion entre el largo total y el largo estandar reportada por Young (2011) permitio
seleccionar uno de ellos para ser utilizado como parametro representativo de la talla. El
largo estandar fue el pardmetro seleccionado, ya que en estudios realizados en ambientes
naturales se utiliza generalmente como descriptor de la misma (Mancini y Grosman,
2008). Esto se debe a que varias especies de peces tienen pérdidas parciales o totales de
las aletas caudales por distintos motivos: peleas con otros peces para reproducirse o por
territorialidad, mordeduras de depredadores, lastimaduras con redes durante las capturas,
erosion, entre otros (Smith et al., 2002). En este estudio se descartd la medicion de la
longitud de la cabeza, debido a que Young (2011) reportdé que el indice cefalico no

evidencié dimorfismo sexual entre los fenotipos macho y hembra.
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En su conjunto, estos parametros permiten establecer que los peces mantenidos en las
presentes condiciones se encuentran en buen estado general y, por tanto, son aptos para

su utilizacion experimental.

Morfologia de la aleta anal y modelo para definir sus estadios

Como el gonopodio es una estructura que se genera a partir de una modificacion de la
aleta anal, se estudi6 la morfogénesis de esta para evaluar si puede ser utilizado como
indicador de exposicion a perturbadores endocrinos. Para el estudio de la morfogénesis
de la aleta anal en machos y hembras de C. decemmaculatus, se tom6 como base el
desarrollo del gonopodio de Gambusia affinis documentado por Turner (1941a) debido a
la estrecha relacion filogenética entre estas especies. La informacion aportada por los
caracteres sexuales externos como la longitud del 4 radio, longitud del 6" radio,
engrosamiento del tercer radio y aparicion de sierras, gancho y cirros en el extremo del
gonopodio, han determinado los principales pardmetros para llevar a cabo el objetivo del
presente capitulo.

Los cambios morfolégicos que sufre la aleta anal determinan el principal caracter sexual
secundario que permite la diferenciacion entre ambos sexos en esta especie. El registro
sistematico de las variables morfologicas cuantitativas y cualitativas permitiod describir la
morfogénesis normal de la aleta anal. A su vez, se pudo diferenciar entre sexos utilizando
parametros como longitud del 4" y del 6° radio de la aleta anal, indice gonopodial e indice
de elongacion en funcion de la talla y la edad. Distintos autores han publicado que a pesar
que el desarrollo tiene mayor correlacion con el tamafio que con la edad (Fuiman et al.,
1998; Adriaens y Verraes, 2002; Szle y Pittman, 2010), esta ultima se sigue utilizando
como indicador de desarrollo (Chalde ef al., 2011). Es importante sefialar que en C.
decemmaculatus, la edad presentd mayor dispersion de los datos lo cual no permitio
diferenciar claramente el momento de diferenciacion entre machos y hembras.

La importancia del indice de elongacion fue propuesta originalmente por Angus et al.
(2001) en experimentos con Gambusia affinis y luego fue usado por Doyle y Lim (2002)
en G. holbrooki. La correlacion entre esta variable y el indice gonopodial, sumado a otros
parametros morfologicos cualitativos, permitieron diferenciar cuatro estadios en el
desarrollo del gonopodio de C. decemmaculatus. El fenotipo macho puede ser

identificado cuando un ejemplar presenta valores de IG >21% y de IE > 1,25.
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Sin embargo, en el estadio 1 no se puede diferenciar visualmente entre ambos sexos y la
aleta anal se encuentra formada por 10 radios, como fuera publicado por Lucinda y Reis
(2005). En el estadio 2, se generan las primeras manifestaciones morfoldgicas con el
engrosamiento del tercer radio y la elongacion de los radios tercero, cuarto y quinto. Esto
se corresponderia al engrosamiento del tercer radio en el desarrollo del gonopodio de
Gambusia affinis (Turner, 1941a).

Durante el estadio 3, la longitud de los radios tercero, cuarto y quinto es similar al estadio
4, aunque falta que se produzcan una serie de cambios morfoldgicos del gonopodio: la
anquilosis en la base de los radios, la osificacion completa y la aparicion de sierras,
gancho y cirros en el extremo distal. Segun Turner (1941a), cuando aparecen estos
caracteres morfologicos finaliza la maduracion sexual de los machos y se encuentran
capacitados para copular. De esta forma, el estadio 4 de desarrollo gonopodial de
C. decemmaculatus se definio por la presencia de esos caracteres morfologicos.

Los peces adultos son aquellos que tienen la capacidad de reproducirse y presentan los
caracteres sexuales secundarios propios de la especie (Nikolsky, 1963). Basandose en el
uso de la longitud del cuarto radio de la aleta anal, el indice gonopodial y el indice de
elongacion como principales parametros cuantitativos, los primeros indicios de
diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios permitieron evidenciar este
dimorfismo a partir de los 12,6 y 18,0 mm de largo estandar para machos y hembras
respectivamente, asi como también a partir de los 32 y 85 mg de peso corporal para
machos y hembras respectivamente. En este sentido, el fenotipo macho puede ser
identificado inequivocamente antes que el fenotipo hembra porque se cuenta con una
caracteristica externa que es la aparicion del primordio gonopodial. También se ha
descripto el modelo de crecimiento del cuarto radio de la aleta anal en funcién del peso
corporal para machos y hembras, como se puede observar en la Figura 15.

Finalmente, con los datos registrados se valido el indice de desarrollo del gonopodio
(IDG) propuesto por Young (2011), como un modelo numérico que potencialmente
permitiria independizarse de la edad de los machos. Los valores limites entre los estadios
propuestos para los machos presentaron un 100% de efectividad. Este indice se calcula
con los valores de tres parametros cuantitativos (longitud del cuarto radio del gonopodio,
longitud del sexto radio del gonopodio y largo estandar) y dos cualitativos (presencia o
ausencia del primordio gonopodial y de sierras, gancho y cirros en el extremo distal de la
aleta anal). Ademds, en este estudio se comprobd que los individuos sexualmente

indiferenciados presentaron valores de IDG estadisticamente similares a las hembras

75



fenotipicas. Se considera que el mayor aporte de IDG puede quedar reflejado en estudios
realizados en ambientes naturales debido a que se independiza de la edad.

En conclusion, se comprobd la hipdtesis de que es posible identificar distintas etapas
durante la morfogénesis del gonopodio de C. decemmaculatus y que el grado de

desarrollo de este, estd mas relacionado con la talla que con la edad de los individuos.
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CAPITULO 2. DESARROLLO GONADAL
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Introduccion

Control neuroenddcrino de la reproduccion

El sistema endocrino de los vertebrados es un conjunto de glandulas cuyos productos de
secrecion afectan el crecimiento, el metabolismo y la reproduccion. Este sistema controla
diversos procesos fisioldgicos, asi como también influye en el desarrollo del sistema
nervioso y los organos reproductores. El funcionamiento del sistema reproductor se
encuentra bajo control endoécrino del hipotdlamo y la hipofisis. El hipotalamo secreta
hormonas liberadoras o inhibidoras, que son transportados hacia la hipofisis. En
tetrapodos, las hormonas hipotalamicas llegan a la hip6fisis anterior a través del sistema
porta-hipofisario (Neill, 2006) mientras que los peces teledsteos tienen una conexion
directa y no poseen un sistema portal hipotdlamo-hipofisario. Las neurohormonas que
controlan la actividad de los diferentes tipos de células son liberadas directamente por
terminales nerviosas localizadas en proximidades de sus células blanco. La inervaciéon de
la hipofisis en teledsteos debe ser considerada como el equivalente funcional de la
inervacion de la eminencia media en vertebrados terrestres (Zohar et al., 2010).

De cualquier manera, el sistema hipotdlamo-hipofiso-gonadal de peces funciona en forma
analoga al de vertebrados tetrapodos. La hormona liberadora de gonadotrofinas GnRH
(del inglés, Gonadotropin-Releasing Hormone), es un decapéptido secretado por las
neuronas del area predpica y el hipotdlamo y cuya funcion es regular la sintesis y
secrecion de las gonadotrofinas en la adenohip6fisis: FSH (del inglés, Follicle Stimulating
Hormone: hormona foliculo estimulante) y LH (del inglés, Luteinizing Hormone:
hormona luteinizante). Diversos estudios se han centrado en la identificacion y la
localizacion de neuronas que expresan GnRH en el cerebro de los peces usando distintas
técnicas, tales como inmunohistoquimica, hibridacion in situ y secuenciacion (Guilgur et
al.,2006; Kah et al., 2007; Abraham et al., 2008; Okubo y Nagahama, 2008). Aunque la
organizacion neuroanatomica del sistema GnRHérgico en peces se produce
tempranamente en el desarrollo (Gonzalez-Martinez et al., 2002; Gonzalez-Martinez et
al., 2004), sus patrones de sintesis y secrecion varian a lo largo del ciclo de vida. Por otro
lado, en algunos teledsteos, se demostro que la dopamina, un neurotransmisor sintetizado
a partir de tirosina, es un inhibidor tonico de la liberacion de las gonadotrofinas (Cerda-
Reverter y Canosa, 2009; Zohar et al., 2010). En 2003, se descubri6 que el sistema
kisspeptidérgico actia sobre la regulacion de la reproduccion y la pubertad en mamiferos,

via GnRH (de Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003). También estd implicado en
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diversas funciones bioldgicas, tales como nutricion, metabolismo y respuesta al
fotoperiodo (Revel et al., 2006; Roa y Tena-Sempere, 2007). Hoy se cree que este sistema
es el regulador de las sefiales ambientales y metabdlicas hacia el eje HHG en mamiferos
(Tena-Sempere, 2006). Al igual que en mamiferos, en peces se han identificado dos
poblaciones de células que expresan kiss/ y responden de manera diferencial a esteroides
sexuales (Kanda et al., 2008; Kitahashi et al., 2009). Sin embargo, a diferencia de lo
documentado para mamiferos, los peces tienen dos genes Kiss (kiss/ y kiss2) debido a
duplicaciones del genoma (Mechaly et al., 2013; Ohga et al., 2018). Sin embargo, a pesar
de que los niveles de kisspeptinal y 2 varian durante el ciclo sexual (Tovar Bohdorquez et
al., 2017), la relacion entre kisspeptina y reproduccion en peces no parece ser tan directa
como en tetrapodos (Tang et al., 2015; Nakajo et al., 2018).

El control del eje hipofiso-gonadal estd mediado por la produccion y liberacion de las
gonadotrofinas, hormonas proteicas, que circulan por el torrente sanguineo e interactian
con los receptores en los tejidos blanco, principalmente en las gonadas (ovario y testiculo)
(Suzuki et al., 1988; Swanson et al., 1991; Van Der Kraak et al., 1992; Devlin y
Nagahama, 2002). Su principal funcidn es estimular a las gonadas a producir el desarrollo
y la maduracion de las células germinales y la secrecion de hormonas sexuales. Como se
menciond anteriormente, los principales estrogenos en los vertebrados son Ei, E> y E3,
mientras que los principales androgenos activos en la mayoria de los vertebrados son
testosterona y DHT. Los peces se diferencian de la mayoria de los vertebrados debido a
que el principal andrégeno activo en los machos es la 11-cetotestosterona (11-KT).

En mamiferos, LH se une a su receptor hormonal en las células de Leydig, donde regulan
la produccion de esteroides sexuales. Mientras que FSH se une a su receptor en las células
de Sertoli, donde regula el funcionamiento del soporte estructural, nutricional y
regulatorio que las células de Sertoli les proveen a las células germinales (Huhtaniemi y
Themmen, 2005). En cambio, en peces, los receptores de FSH son menos selectivos y se
unen tanto a FSH como a LH (Schulz y Nobrega, 2011). Estas caracteristicas sugieren
que la actividad bioldgica de las gonadotrofinas en peces esta menos claramente separada,
en comparacion con las de los vertebrados tetrapodos (Schulz et al., 2010). Durante el
proceso de maduracion sexual, se produce FSH que promueve la sintesis de esteroides, el
crecimiento y la diferenciacion gonadal durante gran parte del ciclo de vida de los peces
(Miura et al., 1991; Van Winkoop et al., 1994; Ohta et al., 2007). Este proceso se ha
descripto en distintas especies, sin embargo, uno de los ejemplos mas conocidos es el

desarrollo de los testiculos de la anguila (Miura et al., 1996). En este caso, la interaccion
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de FSH con los receptores en las células de Leydig suprime la produccion de proteinas
(ZP2 y ZP3), que pueden inhibir la espermatogénesis (Miura et al., 1998) e inducir la
actividad de las enzimas 11B-hidroxilasa y 11p-hidroxi-esteroide deshidrogenasa. Como
consecuentemente se produce 11KT, ésta induce la proliferacion espermatica premeiotica
por accidn de activina en las células de Sertoli (Nagahama et al., 1997). Como se muestra
en la Figura 39, el eje HHG se caracteriza por presentar una comunicacion entre el cerebro
y la gonada, lo cual garantiza los niveles adecuados de gonadotrofinas y esteroides
sexuales circulantes. Este proceso de control neuroendécrino se regula por
retroalimentacion negativa. Durante el desarrollo, las hormonas afectan el proceso de
diferenciacion sexual, induciendo la manifestacion de los caracteres sexuales
secundarios. Estos expresan las diferencias anatomicas, fisiologicas y comportamentales

entre sexos.

' Gonadotrofinas (FSH/LH)

Gonada

Retroalimentacion negativa

Esteroides sexuales
(androgenos y estrogenos)

Organo

Blanco

Figura 39. Esquema del eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (HHG).

Determinacion y diferenciacion sexual
La distincion entre la determinacion del sexo y la diferenciacion sexual es a menudo
dificil, ya que regularmente utilizamos los criterios de diferenciacion sexual

(morfologica, celular y molecular) para inferir si el sexo ha sido determinado en una
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direccion particular: macho o hembra. La determinacion del sexo es un evento vinculado
a los procesos genéticos y ambientales y a las variables que influyen en la diferenciacion
sexual, mientras que la diferenciacion sexual es la manifestacion fisica de estos eventos
en términos de desarrollo testicular u ovarico (Devlin y Nagahama, 2002).

Los mecanismos que controlan la determinacion del sexo difieren entre los grupos de
vertebrados y han aparecido en distintos momentos durante el proceso evolutivo de los
mismos. En los mamiferos y las aves, se encuentran bajo control genético, mientras que
en algunos reptiles y peces estan también controlado por factores ambientales. Se han
identificado varios genes que determinan el sexo en vertebrados, SRY en mamiferos
(Sinclair et al., 1990) excepto monotremas (Wallis et al., 2007; Deakin, 2017), dmy en el
pez medaka Oryzias latipes (Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002), sdY en trucha arco
iris (Yano et al., 2012), amhY en pejerrey patagonico y bonaerense (Hattori et al., 2012;
Yamamoto ef al., 2014), DM-W en Xenopus laevis (Yoshimoto et al., 2008) y DMRTI en
gallinas (Smith ez al., 2009). En general, se acepta que el gen que determina el sexo esta
localizado en sélo uno de los cromosomas sexuales y el sexo heterogamético puede ser el
masculino o el femenino, dependiendo de la especie (Pennell ef al., 2018). En mamiferos,
el macho es heterogamético y el gen SRY, que determina el desarrollo del testiculo, se
encuentra en una region del cromosoma Y.

Mientras que en mamiferos la determinacion genética del sexo no puede ser luego alterada
por influencias ambientales, en peces, anfibios y reptiles se ha demostrado que el
ambiente puede afectar el destino ulterior de la gobnada (Yamamoto ef al., 2014). En estos
organismos, el sexo fenotipico puede depender del control genético, pero en algunos
casos, también depende de factores ambientales como la temperatura. Més atn, en peces
teledsteos y reptiles, por ejemplo, la exposicion de huevos y/o embriones a estrogenos o
andrégenos exogenos durante un periodo critico del desarrollo puede también alterar la
manifestacion gonadal fenotipica y de esa forma, afectar la proporcion de sexos de la
descendencia (Striissmann ef al., 1996; Roush y Rhen, 2018).

En algunas especies de peces, la proporcion de sexos estd marcadamente influenciada por
la temperatura. Este es el caso del pejerrey, Odontesthes bonariensis, una especie que
presenta una fuerte determinacion del sexo por temperatura, donde se pueden obtener
poblaciones de 100% hembras o machos simplemente controlando la temperatura del
agua (Striissmann et al., 1996; Striissmann y Nakamura, 2002; Ito ef al., 2005; Ospina-
Alvarez y Piferrer, 2008) aunque hoy se sabe que existe una interacciéon importante entre

el control genético y la temperatura (Yamamoto et al., 2014).
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Los poecilidos son una de las familias de peces mas estudiadas con respecto a la
determinacion genética del sexo y la seleccion sexual, ilustrando perfectamente la
diversidad de mecanismos observados en los teledsteos (Bohne et al., 2009). En esta
familia se han descripto distintos tipos de sistemas genéticos de determinacion del sexo,
incluyendo tanto heterogamia masculina como femenina (Kallman, 1984; Volff'y Schartl,
2001, 2002; Schultheis et al., 2009). La heterogamia masculina (machos XY y hembras
XX) se ha documentado en muchas especies de poecilidos, como por ejemplo en Poecilia
reticulata, P. velifera, P. latipinna, Limia perugiae, Gambusia holbrooki y en distintas
especies del género Xiphophorus, tales como X. nezahualcoyotl, X. milleri, X. variatus,
X. xiphidium, X. nigrensis y X. cortezi (Schultheis et al., 2009). Por otro lado, la
heterogamia femenina (hembras ZW y machos ZZ), ha sido publicada en G. affinis, X.
alvarezi y X. hellerii (Schultheis et al., 2009). Ambos sistemas pueden estar influenciados
por modificadores autosémicos, los cuales conducen a una determinacion atipica del sexo
como, por ejemplo, machos XX o hembras XY. Tales influencias autosdmicas se han
observado en P. reticulata y varias especies de Xiphophorus, incluyendo X. hellerii, X.
nigrensis, X. cortezi, X. nezahualcoyotl y X. milleri (Bohne et al., 2009). Es importante
destacar que especies filogenéticamente relacionadas, o incluso en diferentes poblaciones
dentro de una misma especie, pueden observarse diferentes sistemas de determinacion
sexual. Por lo tanto, la dindmica evolutiva de la determinacidon del sexo en poecilidos,
refleja la diversidad del control genético sobre el desarrollo sexual observada en los peces
teleosteos (Schultheis et al., 2009). Finalmente, la unisexualidad es el modo de
reproduccion en hibridos interespecificos naturales de varias especies de Poeciliopsis y
del molly P. formosa de 1a Amazonia. Los hibridos de Poeciliopsis se reproducen a través
de la hibridogénesis, donde todo el genoma paterno queda excluido de los gametos
durante la meiosis de la hembra, generando asi lineas femeninas hemiclonales
(Vrijenhoek et al., 1977). P. formosa es una especie ginogeénica con reproduccion clonal
proveniente de un evento de hibridacion entre dos especies de Poecilia (Lampert y
Schartl, 2008). Aunque se sabe que esta especie requiere del esperma de machos mollys
(por ejemplo, Poecilia mexicana) para estimular la embriogénesis, éstos no contribuyen
con genes (Schlupp y Plath, 2005).

En contraste con los factores que intervienen en la determinacion del sexo, los
mecanismos que operan durante la diferenciacion sexual gonadal parecen estar
relativamente conservados en los vertebrados (Ijiri et al., 2008). El desarrollo gonadal

depende de la comunicacion endocrina entre el hipotalamo, la hipofisis y la génada (eje
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HHG), permitiendo que las senales fisicas, quimicas, sociales y estacionales se integren
con la maduracion de las gonadas (Bieniarz y Epler, 1992; Yaron, 1995; Trudeau, 1997;
Zohar et al., 2010). Por ejemplo, la expresion de Sox9 estd relacionada con la
diferenciacion testicular en mamiferos (Kanai et al., 2005), peces (Rodriguez-Mari et al.,
2005) y aves (Vaillant et al., 2001; Takada et al., 2006). Dmrtl y amh estan implicados
en la diferenciacion testicular en varios grupos de vertebrados, incluyendo a los peces
(Behringer et al., 1994; Smith y Sinclair, 2004; Rodriguez-Mari et al., 2005; Bratus y
Slota, 2006; Shoemaker et al., 2007; Fernandino et al., 2008a; Fernandino et al., 2008b).
En el caso de la diferenciacion sexual ovarica, se expresa cypl9al (aromatasa) en reptiles
(Matsumoto et al., 2013), peces (Vizziano et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007,
Fernandino et al., 2008b; Guiguen ef al., 2010) y aves (Smith ez al., 1997). La funciéon de
los estrogenos también se encuentra conservada en vertebrados no mamiferos, incluyendo
peces (Devlin y Nagahama, 2002), anfibios (Hayes, 1998; Miyata y Kubo, 2000), reptiles
(Pieau y Dorizzi, 2004) y aves (Smith y Sinclair, 2004).

En muchos animales, los factores hormonales y/o ambientales pueden desempefiar un rol
fundamental durante la diferenciacion sexual gonadal. Los peces, anfibios y aves difieren
de los mamiferos en que el fenotipo femenino se desarrolla bajo el control de estrogenos,
mientras que el fenotipo masculino aparece en ausencia de estos. En estos organismos, la
diferenciacion sexual es labil y puede estar influenciada por esteroides y enzimas que

controlan su sintesis (Tyler ef al., 1998).

El rol de los estrégenos y los androgenos durante la gonadogénesis

La evidencia que respalda el papel crucial de los estrogenos y los androgenos en el
desarrollo sexual de los vertebrados se basa en datos farmacoldgicos, fisiologicos y
genéticos. Como se menciond anteriormente, estas hormonas esteroideas desempefian
funciones en la regulacion de una amplia variedad de procesos fisiologicos que incluyen
el crecimiento celular, la diferenciacion sexual, el desarrollo gonadal, la reproduccién y
el comportamiento. Los estrogenos son secretados principalmente por las células
foliculares que rodean a los oocitos en el ovario, mientras que los andrdégenos son
secretados principalmente por las células de Leydig en los testiculos. Las hormonas
esteroideas, de naturaleza lipofilica, ejercen sus acciones tanto a través de receptores
nucleares (Yasar ef al., 2017) o a través de receptores de membrana (Levin, 2018). En

general, los estrogenos estan vinculados al control de los ciclos ovaricos, mientras que
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los andrégenos a la produccion de esperma. Se sabe que los antagonistas de androgenos
(Silversides et al., 1995; Suzuki et al., 2002; Kunath et al., 2014) y de estrogenos
(Croxtall y McKeage, 2011; Vardanyan y Hruby, 2016), las mutaciones o los inhibidores
de las enzimas esteroidogénicas (Clark et al., 1990; Wilson, 1999; Vaughan, 2003;
Balunas et al., 2008), o las mutaciones en los receptores de androgenos (Ra) o de
estrogenos (Re) (Mueller y Korach, 2001; Yeh et al., 2002; Hill y Boon, 2009; Verhoeven
et al.,2010; Chang et al., 2013), dan como resultado anomalias en la funcion gonadal, la

diferenciacion y el desarrollo sexual de los vertebrados.

Desarrollo gonadal

El desarrollo de las gonadas ha sido ampliamente estudiado en los vertebrados y, en
particular, en los peces. El origen, migracion o desarrollo de las distintas estructuras
gonadales, han sido descriptas en diversas especies de teledsteos: Poecilia sphenops
(Defelice y Rasch, 1969), Cyprinus carpio (Parmentier y Timmermans, 1985; Shelton et
al., 1995), Oryzias dancena (Park et al., 2016), Oryzias latipes (Satoh y Egami, 1972;
Kurokawa et al., 2007), Perca fluviatilis (Treasurer y Holliday, 1981; Kopiejewska y
Szczerbowski, 2005; Krol et al., 2006), Salvelinus leucomaenis (Nakamura, 1982),
Platypoecilius maculatus (Wolf, 1931), Oncorhynchus mykiss (van den Hurk y Slof,
1981), Oncorhynchus kisutch (Foyle, 1993), Cichlasoma dimerus (Meijide et al., 2005),
Micropterus salmoides (Johnston, 1951), Danio rerio (Maack y Segner, 2003),
Neogobius melanostomus (Tomczak y Sapota, 2006), Barbus conchonius (Timmermans
y Taverne, 1989), Acipenser sturio (Williot, 2011), Corregonus laveratus (Bittner et al.,
2009), Esox masquinongy (Lin et al., 1997), Salaria pavo (Patzner y Kaurin, 1997),
Odontesthes bonariensis (Ito et al., 2005; Strussmann y Ito, 2005), Jenynsia maculata, J.
multidentata y J. alternimaculata (Martinez et al., 2015), Zoarces viviparus (Rasmussen
et al., 20006), Liza abu (Chelemal et al., 2009), Chapalichthys encaustus (Guerrero-
Estevez y Moreno-Mendoza, 2012), Scophthalmus maximus (Zhao et al., 2016) y
Rhodeus uyekii (Goo et al., 2016), entre otras. También se han utilizado marcadores
moleculares del primordio gonadal mediante técnicas inmunohistoquimicas. Un ejemplo
de ello, es el uso de la marcacion de Vasa, proteina necesaria para la diferenciacion de las
células germinales primordiales en varias especies de peces teledsteos (Kobayashi et al.,
2002), asi como también las proteinas Nanos y Tudor (Aoki et al., 2008; Nishimura y

Tanaka, 2014). Las células somaticas de la gonada tienen un origen embrionario distinto
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de las cé€lulas del primordio germinal. La capa somatica externa de la gonada en desarrollo
se deriva del epitelio de la cresta genital, pero se cree que algunas células somaticas
probablemente también derivan de la invasion del mesénquima (Guraya, 1994; Nakamura
et al., 2006; Nishimura y Tanaka, 2014). Antes de la diferenciacion sexual, todas las
células somaticas parecen derivar de una capa epitelial de la corteza, y son similares en
machos y hembras. Después de la migracion de las células del primordio germinal a la
cresta germinal, se produce la division celular para formar oogonias o espermatogonias,
y la diferenciacion y migracion de las células somaticas se inicia de forma concomitante
con este proceso (Devlin y Nagahama, 2002). Por ejemplo, la evidencia presentada en la
anguila japonesa, indica que la proximidad fisica entre las células germinales y somaticas
es necesaria para el desarrollo funcional de las gonadas (Miura et al., 1996; Nishimura y
Tanaka, 2014, 2016). Por otro lado, en algunos peces, el desarrollo del ovario ocurre antes
que el del testiculo. Se detecta primero por la proliferacion de células somaticas y
oogonias, y luego, por la diferenciacién temprana de los oocitos, que es seguida por la
formacion de la cavidad ovarica. En algunas especies, el desarrollo del testiculo ocurre
algunas semanas o meses después del inicio del desarrollo del ovario (Nakamura ef al.,
1998).

La asignacion de estadios gonadales mediante categorias ha sido ampliamente utilizada
en peces, tanto para describir el desarrollo como la maduracion de la gonada. Mackie y
Lewis (2001) afirmaron que el examen microscopico de las secciones histoldgicas es el
medio mas exacto y detallado para la asignacion de estadios gonadales. Para llevar a cabo
estos estudios de biologia reproductiva, se necesita conocer el proceso de oogénesis
(Tyler y Sumpter, 1996; Lubzens et al., 2010) y espermatogénesis (Vilela et al., 2003;
Schulz et al., 2010; Uribe et al., 2014). Por lo tanto, del mismo modo que en adultos,
resulta util contar con un sistema de estadios histologicos que permita la identificacion de
categorias que describan el desarrollo del ovario y el testiculo durante el desarrollo
(Striissmann y Nakamura, 2002). El conocimiento de la formaciéon de las distintas
estructuras histologicas permite obtener informacioén detallada del modo en que se
desarrollan las génadas, asi como del momento del ciclo de vida en el cual la especie
alcanza la madurez sexual. También, conocer la relacion entre el desarrollo gonadal con
el momento en que se manifiestan los caracteres sexuales secundarios, nos permite
entender como ocurre el desarrollo sexual de la especie. En poecilidos, se han publicado

descripciones de los estadios del desarrollo gonadal (Van den Hurk, 1974; Van den Hurk
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etal., 1974), de los estadios de la morfogénesis de la aleta anal (Kramer y Kallman, 1985)
y de la relacion entre estos parametros (Schreibman ef al., 1982).

En el caso particular de C. decemmaculatus, asi como el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios en ambos sexos aun no ha sido descripta, tampoco el desarrollo de
las génadas. Hasta el momento, s6lo se cuenta con aspectos generales de la biologia
reproductiva documentadas por Siccardi (1954) y una descripcion de la morfologia

gonadal de machos adultos (Sotelo y Trujillo-Cendz, 1958; Parenti et al., 2010).

Hipoétesis
Es posible identificar distintas etapas durante el desarrollo de los ovarios y los testiculos,

las cuales ocurren antes que se manifiesten los caracteres sexuales secundarios.

Objetivos
e Caracterizar y describir el desarrollo normal de la histologia gonadal de C.
decemmaculatus dese el nacimiento hasta la adultez.
e Identificar una serie de estadios que permitan caracterizar eventos claves el
desarrollo del ovario y del testiculo.

e Establecer una relacion entre los estadios de desarrollo gonadal y de la aleta anal.

Materiales y métodos

Organismos
Los ejemplares de Cnesterodon decemmaculatus se obtuvieron del acuario establecido en
el Sector de Ecotoxicologia del Laboratorio de Transformacion de Residuos (IMYZA-

INTA), de acuerdo a lo descripto en el capitulo previo.

Reactivos
Se utiliz6 benzocaina (Sigma-Aldrich), Paraplast® (Leica), xileno, eosina, hematoxilina,

acido picrico, etanol absoluto, balsamo de Canada y parafina (Biopack).
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Disefo experimental

La estrategia consistio en analizar la histologia gonadal semanalmente en cohortes de
individuos desde el nacimiento y hasta la adultez. Para ello, se aislaron grupos de machos
y hembras adultas en peceras de 40 L, con el fin de utilizarlos como reproductores. Las
condiciones experimentales se mantuvieron a 23 £ 2°C y fotoperiodo 16L:80. Antes de
la alimentacién diaria, se revisaron las peceras de reproductores y en los casos de
registrarse una cohorte recién nacida, ésta fue colectada con red y aislada en peceras de
vidrio de 5 L. Se tuvo en cuenta que la densidad de peces no supere los 4 individuos por
cada litro de agua, menos de lo sugerido por organismos internacionales (USEPA, 1996).
Cada pecera fue rotulada con la cantidad de ejemplares que componian la cohorte y la
fecha de nacimiento. Periddicamente, se registro el numero de individuos vivos y la edad.
En la dieta diaria, se incorporé una mezcla de alimento balanceado Shulet® formulado
en escamas y flotante con alimento vivo, compuesto por neonatos del cladocero Daphnia
magna, cultivada también en las mismas condiciones controladas de laboratorio. Se
utilizé agua de perforacion clorada, la cual debid ser declorada y aireada durante mas de
48 horas, antes de ser utilizada en el acuario. Periddicamente se midio el pH, la
conductividad eléctrica y el cloro libre en el agua.

Se contemplo un disefio experimental aleatorizado sin reposicion. Para ello, se tomaron
10 ejemplares por cada edad y se tuvieron en cuenta intervalos de frecuencia de muestreo
cada 7 dias de edad, en el rango de 0 a 140 dias post-nacimiento. En el momento de la
toma de la muestra, cada individuo fue anestesiado con benzocaina durante 3 minutos.
Una vez anestesiados, se registraron los distintos pardmetros morfoldgicos externos. Se
midio la talla (LE) y las longitudes del cuarto y sexto radio de la aleta anal (R4 y R6,
respectivamente) y se registré el peso corporal (W). Posteriormente, se realizd la
eutanasia por decapitacion y luego se procedio a la toma de muestras de tejidos para
analisis histoldgicos. Para ello, se disec6 de la cavidad general del cuerpo, descartando la
cabeza y la cola.

Todos los procedimientos se realizaron bajo el aval del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del Centro de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agronomicas (CICVyA) del INTA. Los
residuos quimicos y biologicos se descartaron como residuos especiales y patogénicos
respectivamente, los cuales fueron colectados por una empresa encargada de su

tratamiento.
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Parametros de condicion general y de la morfologia de la aleta anal

Se midieron el largo estandar y las longitudes de los radios 4 y 6 de la aleta anal (R4 y
R6 respectivamente) y se registraron la edad, el peso y la presencia o ausencia del
primordio gonopodial y de sierras, ganchos y cirros en el extremo distal del gonopodio
(Turner, 1941a; Ghedotti, 2000; Doyle y Lim, 2002). A su vez, se determin6 visualmente
el sexo fenotipico y se asigné el estadio de morfogénesis de la aleta anal en cada pez,
segun los criterios establecidos en el Capitulo N°1. A partir de los diferentes parametros
medidos y registrados, se calcularon los indices gonopodial (IG), de elongacion (IE), de
condicion corporal (factor K) y el indice de desarrollo del gonopodio (IDG) (Young,
2011). Con estos datos, se determiné la relacion entre el estadio gonadal y los distintos

parametros morfologicos.

Histologia gonadal

Las muestras de tejidos fueron fijadas en liquido de Bouin (75 ml solucion saturada de
acido picrico, 25 ml formol 40% estabilizado con metanol y 5 ml 4cido acético glacial)
en una relacion de 1:10 muestra/fijador durante 24 hs a 4°C. Luego, fueron deshidratadas
en una serie gradual de soluciones de etanol (70-100%), inmersas en xileno e incluidas
en una mezcla de parafina con Paraplast® (relacion 1:1). Se realizaron cortes
transversales de 6 pm, empleando un microtomo de rotacion (Leica RM2125).
Finalmente, los cortes fueron montados y coloreados con hematoxilina y eosina.

Los preparados fueron observados con microscopio (Nikon Eclipse E600) y se
fotografiaron con cdmara digital (Nikon DS-Fil) adosada al mismo, para luego procesar

las iméagenes utilizando el programa NIS-Elements F 3.00.

Desarrollo gonadal y su relacion con parametros morfométricos

A partir del analisis de los preparados histoldgicos, se determinaron diferentes etapas en
el desarrollo de las gonadas y se identificaron las relaciones con la talla y la edad. Los
parametros que se consideraron fueron: momento de diferenciacion entre oogonias o
espermatogonias en ovario y testiculo respectivamente, presencia de tejido somatico
especifico de cada sexo (tabiques), etapas de la espermatogénesis y de la oogénesis, y
formas de unioén al peritoneo (mesenterio) en la region gonadal (Kramer y Kallman, 1985;

Devlin y Nagahama, 2002; Dietrich y Krieger, 2008).
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Analisis de datos

Los datos fueron analizados con un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via, seguido
de una prueba de comparacion de medias, a través de la prueba de Tukey. Las variables
fueron transformadas a una escala logaritmica, cuando no cumplieron con los supuestos
de normalidad y/o homocedasticidad. Estos analisis se realizaron utilizando el software

Prism Graphpad 5.0.
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Resultados

Desarrollo gonadal en machos

Luego el analisis de las gonadas se pudieron determinar 5 estadios de desarrollo gonadal
en machos de C. decemmaculatus bajo condiciones controladas. En todos los estadios se
pudo observar un testiculo tinico ubicado en el centro de la cavidad general del cuerpo,

excepto en el estadio que denominamos 1, el cual presenta dos 16bulos.

Estadio 1
Se defini6 como Estadio 1 a aquel primordio testicular que presenta las siguientes
caracteristicas histologicas (Figura 40):
e Dos estructuras lobulares que se encuentran unidas al mesenterio por un tabique
central en la parte dorsal de la cavidad, por debajo de la vejiga natatoria.

e (¢lulas somaticas y vasos sanguineos en el centro de la gonada.

e Cistos en la periferia de cada lobulo.

Figura 40. Estadio 1 del desarrollo testicular de C. decemmaculatus. M: mesenterio; V: vasos
sanguineos; T: tabique; Sg: cisto de espermatogonias; S: células somaticas testiculares

(Aumento = 400x; barra = 50 um).
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Estadio 2
El Estadio 2, representado en la Figura 41, se definié a partir de las siguientes
caracteristicas histologicas:

e Apariciéon de ductos espermaticos en cada lobulo del testiculo.

e Un aumento del tamafio de los 16bulos (elongacion).

De

% v v

Figura 41. Estadio 2 del desarrollo del testiculo en C. decemmaculatus. M: mesenterio; V: vasos
sanguineos; T: tabique; Sg: cisto de espermatogonias; S: células somaticas testiculares;

De: ductos espermaticos (Aumento = 400x; barra = 50 um).

Estadio 3
El Estadio 3 se defini6 a partir de las siguientes caracteristicas histologicas y puede
observarse en la Figura 42:

e Los dos lobulos se funcionan y se forma un ducto central.

e Desaparece el tabique central.

e Se observan diferentes estadios de la linea espermatogenética, excepto

espermatozeugmatas.
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e Los cistos con espermatogonias se ubican en la periferia del testiculo.

Figura 42. Estadio 3 del desarrollo testicular en C. decemmaculatus. M: mesenterio; V: vasos

sanguineos; Sg: cisto de espermatogonias; Sc: cisto de espermatocitos; St: cisto de espermatidas;

De: ductos espermaticos (Aumento = 200x; barra = 50 um).

Estadio 4
El Estadio 4 se defini6 a partir de las siguientes caracteristicas histologicas como se
observa en la Figura 43:
e Aparicion de una sustancia eosinofila (comunmente llamada pink-protein) en el
ducto eferente.
e Se observan espermatozoides que se agrupan en estructuras denominadas

espermatozeugmatas que todavia no han llenado el lumen del ducto.
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Figura 43. Estadio 4 del desarrollo testicular en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Sc: cisto de

espermatocitos; St: cisto de espermatidas; Sz: espermatozeugmata; DE: ductos eferentes

(Aumento = 40x; barra = 50 um).

Estadio 5
El Estadio 5 se definio a partir de las siguientes caracteristicas histologicas y se observa
en la Figura 44:
e El testiculo ocupa aproximadamente 2/3 de la cavidad general del cuerpo.
e El ducto espermatico contiene gran cantidad de espermatozeugmatas rodeadas de
la pink protein.
e Los cistos de espermatidas quedan reducidos a pequefias areas en los margenes

del testiculo
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Figura 44. Estadio 5 del desarrollo testicular en C. decemmaculatus. St: cisto de espermatidas;
Sz: espermatozeugmata; DE: ductos eferentes; S: células somaticas (parénquima) testiculares;

I: intestino (Aumento = 40x; barra = 50 pum).

Desarrollo gonadal en hembras
A partir del estudio histologico se identificaron 5 estadios gonadales durante el desarrollo
del ovario en hembras de C. decemmaculatus bajo condiciones controladas de

temperatura (23 + 2°C) y fotoperiodo (16L:80).

Estadio 1
El Estadio 1 fue definido de acuerdo con las siguientes caracteristicas histologicas (Figura
45):

e Dos estructuras lobulares independientes y simétricamente dispuestas respecto del
eje anteroposterior del cuerpo que se encuentran adheridas al mesenterio por su
parte parte dorsal, por debajo de la vejiga natatoria.

e En todos los casos se observd, al menos, un oocito primario y algunas oogonias,

caracterizadas por su forma esférica/ovoidal y por un nucleo central grande que

94



contiene un nucléolo y material fibrilar y granular disperso, rodeado de un

citoplasma claro.

Figura 45. Estadio 1 del desarrollo del ovario en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Oo: oogonia;

Op: oocito primario; S: células somaticas ovaricas (Aumento = 400x; barra = 50 pm).

Estadio 2
El Estadio 2 se definié de acuerdo con las siguientes caracteristicas histoldgicas (Figura
46):
e Crecimiento centripeto de un grupo de células somaticas en la region dorso lateral
de cada l6bulo gonadal. La unién de estas células dara origen a la cavidad ovarica.
e Aumento de la cantidad de oocitos primarios caracterizados por sus vacuolas

perinucleares y oogonias.
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Figura 46. Estadio 2 del desarrollo ovarico en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Oo: oogonia;
Op: oocito primario; S: células somaticas ovaricas. Las flechas indican la ubicacion de un grupo
de células somaticas con crecimiento centripeto en la region dorso lateral del ovario

(Aumento = 400x; barra = 50 um).

Estadio 3
El Estadio 3 del desarrollo ovérico se definio de acuerdo con las siguientes caracteristicas

histologicas (Figura 47):

e C(Cierre de la cavidad ovérica en la region dorsal del 6rgano y fusion de ambos
l6bulos ovaricos en la region ventral con el mantenimiento de un tabique comun.
e Aumento de la cantidad de oogonias, oocitos primarios y oocitos con alvéolos

corticales.
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Figura 47. Estadio 3 del desarrollo del ovario en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Oo: oogonia;

Op: oocito primario; Co: cavidad ovarica (Aumento = 200x; barra = 50 um).

Estadio 4
El Estadio 4 del desarrollo del ovario se defini6 de acuerdo con las siguientes

caracteristicas histologicas (Figura 48):

e Agrandamiento del ovario como una estructura Unica sin tabique central
apreciable y cavidad ovarica ocupando la mayor parte de la region medio-dorsal
del organo.

Este Estadio representa el ovario tipico de una hembra juvenil de 11,6 £ 1,8 mm.
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Figura 48. Estadio 4 del desarrollo del ovario en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Oo: oogonia;

Op: oocito primario; Co: cavidad ovarica; Eo: estroma ovarico (Aumento = 200x; barra = 50 um).

Estadio 5
El Estadio 5 del desarrollo del ovario fue definido de acuerdo con las siguientes

caracteristicas histologicas (Figura 49):

e (¢lulas germinales en distintos estadios de la oogénesis, desde oogonias hasta

oocitos en vitelogénesis indicando un ovario en maduracion.

Este Estadio es representativo del ovario en hembras adultas, el cual ocupa

aproximadamente 2/3 de la cavidad general del cuerpo.
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Figura 49. Estadio 5 del desarrollo del ovario en C. decemmaculatus. M: mesenterio; Oo: oogonia;

Op: oocito primario; Ov: oocito vitelogénico; Co: cavidad ovarica; Eo: estroma ovarico; V: vaso

sanguineo (Aumento = 100x; barra = 50 pum).

Relacion entre el sexo gonadal y el fenotipo

En esta seccion, se muestra la relacion entre distintos parametros morfologicos, con el fin
de lograr diferenciar tempranamente entre machos y hembras. Ademas, se encontr6é que
el desarrollo del testiculo y del ovario se encuentran mas relacionados con el tamafno del

animal que con la edad.

Largo estdndar, peso corporal y edad

La relacion entre la talla, el peso corporal y la edad esta mostrada en la Figura 50 en
individuos sexados por histologia gonadal (A-C-E; n = 113) y por los caracteres
fenotipicos propios de la especie definidos anteriormente (B-D-F; n =179). De esta forma
el fenotipo correspondiente a cada sexo se realizd de acuerdo con los criterios establecidos

anteriormente.
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Figura 50. Relacion entre la talla, el peso y la edad en individuos sexados por histologia gonadal

(A-C-E) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de la especie (B-D-F). A-

B: largo estandar (LE) en funcién del peso corporal (W). C-D: largo estandar en funcion de la

edad. E-F: peso corporal en funcion de la edad. m ejemplares sexualmente indiferenciados, m

machos y m hembras.

Longitud del radio 4 de la aleta anal

La relacion de la longitud del radio 4 de la aleta anal con el largo estandar (Figura 51A-

B) y con la edad (Figura 51C-D) puede ser observada en individuos sexados por histologia
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gonadal (A-C; n=113) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de

la especie (B-D; n=179).
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Figura 51. Longitud del radio 4 de la aleta anal (R4) en funcion del largo estandar (A-B) y de la

edad (C-D) en individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los

caracteres fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados,

m machos y m hembras.

Longitud del radio 6 de la aleta anal

La relacion de la longitud del radio 6 de la aleta anal con el largo estandar (A-B) y con la

edad (C-D) puede ser observada en la Figura 52 en individuos sexados por histologia

gonadal (A-C; n =113) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de

la especie (B-D; n =179).
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Figura 52. Longitud del radio 6 de la aleta anal (R6) en funcidn del largo estandar (A-B) y de la
edad (C-D) en individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los
caracteres fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados,

m machos y m hembras.

Indice gonopodial

La relacion del indice gonopodial con el largo estandar (A-B) y con la edad (C-D) puede
ser observada en la Figura 53 en individuos sexados por histologia gonadal (A-C;
n =113) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de la especie (B-

D; n=179).
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Figura 53. Indice gonopodial (IG) en funcién del largo estandar (A-B) y de la edad (C-D) en

individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los caracteres

fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y

m hembras.

Indice de elongacién

La relacion del indice de elongacion con el largo estandar (A-B) y con la edad (C-D)

puede ser observada en la Figura 54 en individuos sexados por histologia gonadal (A-C;

n =113) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de la especie (B-

D; n=179).

103



Sexo gonadal Sexo fenotipico

A) 31 B) 3
24 e 2 e
H . .. L] .‘
. [ e
1 ‘ﬁ& 5%, ® cee o 14 AL I
0 L] T L] 1 0 L] T L] 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
LE (mm) LE (mm)
C) 3 D) 37
IR i,
2- -, : 2- -, :
LLJ . .0 . .'

0 2(I)0 460 660 0 260 460 660
Edad (dias) Edad (dias)

Figura 54. Indice de elongacion (IE) en funcién del largo estandar (A-B) y de la edad (C-D) en
individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los caracteres
fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y

m hembras.

Indice de condicidn
La relacion del indice de condicion con el largo estandar (A-B) y con la edad (C-D) puede
ser observada en la Figura 55 en individuos sexados por histologia gonadal (A-C;

n=113) y en individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de la especie (B-
D; n=179).
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Figura 55. Indice de condicion (Factor K) en funcién del largo estandar (A-B) y de la edad (C-D)

en individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los caracteres

fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y

m hembras.

Indice de desarrollo del gonopodio

La relacion de IDG con el largo estdndar (A-B) y con la edad (C-D) puede ser observada

en la Figura 56 en individuos sexados por histologia gonadal (A-C; n=113) y en

individuos sexados por los caracteres fenotipicos propios de la especie (B-D; n = 179).
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Figura 56. Indice de desarrollo del gonopodio (IDG) en funcion del largo estandar (A-B) y de la
edad (C-D) en individuos sexados por histologia gonadal (A-C) y en individuos sexados por los
caracteres fenotipicos propios de la especie (B-D). m ejemplares sexualmente indiferenciados, m
machos y m hembras. Las lineas de corte horizontales marcan la separacion entre los distintos

estadios en valores de IDG iguales a 0,19; 0,37 y 0,57.

Discusion

En el presente capitulo, se describieron y caracterizaron 5 estadios de desarrollo del
ovario y del testiculo en hembras y machos de Cresterodon decemmaculatus,
respectivamente. Este estudio contempld la ventana de desarrollo que transcurre desde el
nacimiento hasta la madurez sexual.

El ovario y el testiculo presentan caracteristicas muy diferentes, sin embargo, ambos estdn
compuestos por lineas celulares de desarrollo comun, incluyendo células de soporte,
intersticiales y germinales (Nishimura y Tanaka, 2014). En este estudio, no se observo
ningln indicio de elementos de la linea femenina y masculina dentro de una misma
gonada. Koya et al. (2003) describieron que Gambusia affinis, una especie

filogenéticamente cercana a C. decemmaculatus, presenta un mecanismo de
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diferenciacion gonadal del tipo no-diferenciada, de acuerdo con la definicion de Devlin y
Nagahama (2002). Es decir, que previo al nacimiento todos los individuos presentaban
un primordio gonadal con presencia de oocitos hasta dos dias antes del nacimiento y luego
se re-diferencian a ovario o testiculo. Este mismo tipo de diferenciacién sexual se ha
documentado en zebrafish (Danio rerio) (Uchida et al., 2002). Aunque no es posible
asegurar qué tipo de diferenciacion sexual tiene C. decemmaculatus con los datos que se
cuentan hasta el momento, se puede afirmar que la diferenciacion sexual ocurre durante
el periodo de gestacion debido a la observacion de ovarios y testiculos diferenciables
desde el nacimiento, evidencia mostrada en el presente capitulo de tesis.

Como se menciond anteriormente, los poecilidos presentan una gran diversidad de
mecanismos de determinacion genética del sexo, y se han documentado especies con
heterogamia femenina y otras con heterogamia masculina (Bohne ez al., 2009; Schultheis
et al., 2009). Por ello, seria interesante trabajar sobre aquellos genes que determinan y/o
diferencian el sexo en C. decemmaculatus y relacionarlos con el sexo gonadal, aunque
puede no ser trivial. Esto permitiria completar el conocimiento sobre los mecanismos de

determinacion y diferenciacion sexual de esta especie.

Desarrollo del testiculo

Parenti ef al. (2010) han publicado que los ejemplares adultos de C. decemmaculatus
presentan un testiculo Uinico. Sin embargo, éste es el primer estudio que ademas de
confirmar los resultados de Parenti y colaboradores, para las etapas adultas, determina
que estos peces estan gonadalmente diferenciados en el momento del nacimiento.
Ademas, muestra que los machos recién nacidos presentan dos lobulos testiculares
(Estadios 1 y 2) que se fusionaran luego en el trascurso del desarrollo formando un tinico
testiculo (Estadio 3). En otras especies de poecilidos, también se ha documentado que los
individuos nacen con dos lobulos gonadales, tal es el caso de Gambusia affinis,
Xiphophorus maculatus, X. pygmaeus-nigrensis y X. nigrensis (Kramer y Kallman, 1985;
Koya et al., 2003).

En C. decemmaculatus, los cistos espermaticos se desarrollan desde la periferia testicular
hasta el ducto central. La espermatogénesis es un proceso de desarrollo durante el cual un
pequeno numero de células madre espermatogoniales diploides producen una gran
cantidad de espermatozoides altamente diferenciados que portan un genoma haploide y

recombinado (Schulz et al., 2010). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por
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Koya et al. (2003) en G. affinis. A medida que progresa la espermatogénesis, el orden
creciente de maduracion ocurre desde las espermatogonias hasta las espermatozeugmatas,
estructura caracteristica de los testiculos de los poecilidos, las cuales migran hacia el
sistema de conductos eferentes.

En el presente estudio, se observaron también ejemplares con la presencia de una
sustancia de coloracion rosada localizada dentro de los ductos eferentes (Estadio 4). Esto
se puede relacionar con la secrecion PAS-positiva de una glicoproteina denominada pink-
protein, secretada por el epitelio de los ductos eferentes, segun Parenti et al. (2010). Estos
autores sostienen que esta proteina esté probablemente involucrada en la inactivacion de
los espermatozoides dentro del testiculo, impidiendo su maduracion final. Los
espermatozeugmatas finalmente son transferidos del macho a la hembra durante la
copulacion.

La estructura del epitelio germinal testicular varia entre los peces 6seos. Los teledsteos
tienen un testiculo lobular que se divide en dos tipos, basados en la distribucion de las
espermatogonias: restrictos y no restrictos (Grier ef al., 1980; Parenti y Grier, 2004). En
el caso de los Atherinomorfos, como C. decemmaculatus, presentan un tipo de testiculo
lobular restricto, en el que los 16bulos muestran una progresion ordenada de las células
germinales en desarrollo, con las espermatogonias confinadas a la periferia testicular

(Uribe et al., 2015).

Desarrollo del ovario

En este estudio se observd que las hembras recién nacidas, presentaban un ovario ya
diferenciado, como una estructura bilobular conteniendo al menos un oocito primario
(Estadio 1). Posteriormente, se aprecié un aumento progresivo de las células somaticas
que se encuentran en posicion dorsolateral en ambos l6bulos, creciendo centripetamente
hacia el tabique central (Estadio 2). Este grupo de células finalmente convergen
encerrando la cavidad ovarica mientras que las células del tabique se reabsorben dando
un ovario Unico (Estadio 3). Un proceso similar se describio6 para el desarrollo del ovario
en hembras de otras especies de peces, como Odontesthes bonariensis (Ito et al., 2005) y
Tilapia mossambica (Nakamura, 2013). Dentro del ovario, los distintos estadios de
desarrollo de los oocitos se encuentran ubicados alrededor de la cavidad ovérica y en

general, las oogonias se encuentran en una posiciéon cercana a dicha cavidad. Sin
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embargo, no se observo un ordenamiento particular de los distintos estadios de desarrollo
de los oocitos, como se viera en la organizacion del testiculo.

Se observa que el ovario Unico de C. decemmaculatus ocupa, en el Estadio 5,
aproximadamente 2/3 partes de la cavidad general del cuerpo. En el ovario maduro se
diferencia, una cavidad ovarica, el epitelio germinativo (los distintos estadios
oogenéticos) y el estroma ovarico (células somaticas). Las oogonias, mitéticamente
activas, se localizan en el epitelio germinal. Los foliculos ovaricos estan distribuidos en
el estroma, y son la fuente de las hormonas esteroideas gonadales (Nishimura y Tanaka,
2014). En poecilidos, las hembras pueden almacenar en el ovario, los
espermatozeugmatas liberados en su interior por los machos durante la copulacion (Potter
y Kramer, 2000). En C. decemmaculatus, el embrion se desarrolla dentro de la hembra
que luego nace como organismo morfoldégicamente similar a sus progenitores y apto para
la vida en el medio acuatico, caracteristica de la reproduccion ovovivipara (Siccardi,

1954).

Relacion entre el desarrollo de las gonadas y de los caracteres sexuales
secundarios

La relacion entre el desarrollo de las génadas con el momento en que se manifiestan los
caracteres sexuales secundarios nos permite comprender como ocurre el desarrollo sexual
y considerar qué posibles mecanismos fisioldégicos y moleculares se encuentran
involucrados. En poecilidos, se han publicado descripciones de los estadios del desarrollo
gonadal (Van den Hurk, 1974), de los estadios de la morfogénesis de la aleta anal (Kramer
y Kallman, 1985) y de la relacion entre estos parametros (Schreibman et al., 1982). En la
presente tesis, se pudo observar que de los ejemplares categorizados como “sexualmente
indiferenciados” mediante pardmetros morfologicos, lo que podriamos definir como sexo
fenotipico, el 100 % de los mismos ya tenia su génada diferenciada. Esto evidencia que
la gonada ya se encontraba diferenciada a ovario o a testiculo en individuos recién
nacidos, lo cual indica que la morfogénesis gonadal ocurre durante la gestacion. En el
rango comprendido entre 12,5 y 15,5 mm de largo estdndar, se produce un marcado
dimorfismo en el indice de elongacion. En este rango, el 100% de las hembras
presentaban un ovario en el cuarto estadio de desarrollo gonadal, mientras que un 50% de
los machos presentaban un testiculo en el tercer estadio, un 25% en el cuarto y el otro

25% en el quinto estadio de desarrollo gonadal. A su vez, se puede mencionar que, en una
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poblacion muestreada de 180 ejemplares, la relacion de sexos fue 59,3:40,7 expresada
como porcentaje de machos y de hembras, respectivamente, sugiriendo que en
condiciones naturales la proporcion de sexos en C. decemmaculatus se encuentra
balanceada. Este dato es importante ya que puede tomarse como un parametro a evaluar

cuando los peces son expuestos a EDCs.
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CAPITULO 3. EXPOSICION DE JUVENILES A UN COMPUESTO
ESTROGENICO
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Introduccion

Perturbacion del eje Hipotalamo-Hipofiso-Gonadal

Como se detalld en los capitulos anteriores, la reproduccion de los vertebrados estad
controlada por el eje hipotalamico-hipéfiso-gonadal (HHG) a través de una cascada de
hormonas cuyas concentraciones estdn finamente reguladas por sistemas de
retroalimentacién y distintos mecanismos de control. Cualquier sustancia quimica que
altere la concentracion de hormonas endogenas, mimetice o antagonice su accion,
uniéndose o interfiriendo con los sitios de unién de las hormonas a sus receptores, puede
perturbar este proceso. Por ello, las sustancias capaces de alterar el sistema endocrino, y
particularmente, las que afectan el eje HHG, se han convertido en un foco de
preocupacion y de estudio en todo el mundo. Actualmente, se cuenta con abundante
evidencia sobre alteraciones inducidas a nivel de la reproduccidon en animales silvestres
como resultado de la exposicion a EDCs (Jobling et al., 1998; Tyler et al., 1998; Gross-
Sorokin et al., 2006; Kidd et al., 2007). Dichos efectos no sélo han sido evidenciados en
estudios a campo, sino que también han sido estudiados en distintos modelos de animales
bajo condiciones controladas de laboratorio con el fin de comprender los procesos y
mecanismos involucrados (Denslow y Sepulveda, 2007; Ankley et al., 2009; Ankley et
al., 2010).

Entre los mecanismos de accion conocidos de los EDCs sobre el eje HHG de vertebrados,
se pueden mencionar los siguientes a modo de ejemplo:

e Inhibicién de la liberacion de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH)
en el hipotalamo (Kordon y Gaillard, 2006; Waye y Trudeau, 2011).

e Inhibicién de la liberaciéon de gonadotrofinas desde la hipofisis (Kordon y
Gaillard, 2006; Waye y Trudeau, 2011).

e Interferencia con la produccion de hormonas esteroideas gonadales (Kester et al.,
2000; Yue et al., 2018).

e Interferencia sobre la circulacion de hormonas endogenas, ya que los EDCs
tienen la capacidad de unirse a los mismos portadores plasmaticos (Kordon y
Gaillard, 2006).

e Agonismo/Antagonismo de receptores hormonales (Tabb y Blumberg, 2006;

Fucic et al., 2012; Ogino et al., 2018).
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Efectos de perturbadores endocrinos en etapas tempranas del desarrollo

Se sabe que ciertas etapas del ciclo de vida son mas sensibles que otras a la exposicion a
EDCs (Brion et al., 2004). Si la exposicion ocurre durante las primeras etapas del ciclo
de vida, los animales se encuentran en un periodo altamente critico debido a que los EDCs
pueden afectar la determinacion del sexo y/o la diferenciacion sexual (Piferrer y
Donaldson, 1989; Brion et al., 2004). Algunas de las especies de peces expuestas a
compuestos estrogénicos durante este periodo critico son Pimephales promelas (van
Aerle et al., 2002), Danio rerio (Brion et al., 2004), Cyprinus carpio (Gimeno et al.,
1996), Oncorhynchus kisutch (Goetz et al., 1979; Piferrer y Donaldson, 1989), Rutilus
rutilus (Rodgers-Gray et al., 2001), Oncorhynchus tshawytscha (Piferrer y Donaldson,
1992), Odontesthes bonariensis (Pérez et al., 2012), Oncorhynchus mykiss (Govoroun et
al., 2001) y Oryzias latipes (Iwamatsu et al., 2005; Kobayashi y Iwamatsu, 2005; Hirai
et al., 2006) viendo en general alteraciones en la relacion de sexos de la progenie y la
histologia gonadal. También se documentaron efectos de compuestos androgénicos en
Pimephales promelas (Bogers et al., 2006), Oreochromis niloticus (El-Greisy y El-
Gamal, 2012), Oncorhynchus hisutch (Goetz et al., 1979) y Odontesthes bonariensis
(Gonzélez et al., 2015) con efectos similares en sentido opuesto.

A modo de ejemplo de efectos sobre peces expuestos a compuestos estrogénicos durante
la diferenciacion sexual, se puede mencionar la inversion sexual de machos de Oryzias
latipes, con la formacion de un ovario funcional (Yamamoto, 1962; Iwamatsu et al., 2005;
Kobayashi y Iwamatsu, 2005). También, la exposicion de alevinos de salmon a estos
compuestos durante una ventana estrecha de s6lo pocos dias puede causar la feminizacion
de estos (Piferrer y Donaldson, 1989, 1992). Estos autores también demostraron que la
exposicion durante el mismo periodo de tiempo, pero fuera de esta ventana critica de
sensibilidad, no tuvo ningun efecto sobre la diferenciacion sexual. En pejerrey, la
exposicion de larvas a compuestos estrogénicos, en el periodo de
determinacion/diferenciacion sexual también tiene la capacidad de feminizar la gonada
(Pérez et al., 2012). Este tipo de efectos no s6lo ha sido documentado en peces, sino que
también en anfibios y mamiferos. Por ejemplo, en los anfibios expuestos a compuestos
estrogénicos se induce la formacion de ovarios en machos durante el periodo larval
(Villalpando y Merchant-Larios, 1990; Guillette et al., 1994; Miyata et al., 1999). En el
caso de mamiferos, la exposicion de embriones de ratas en el utero a compuestos
estrogénicos causd una disminucion del tamafio de los testiculos y de la produccion de

esperma en la descendencia masculina (Gray et al., 1989; Sharpe ef al., 1995).
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En el caso de los poecilidos también se han documentado efectos de perturbadores
endocrinos durante etapas tempranas del ciclo de vida. Los principales efectos vistos en
este grupo de peces se encuentran vinculados con la reduccion del gonopodio en machos
expuestos a compuestos estrogénicos (Dréze et al., 2000; Doyle y Lim, 2002; Angus et
al., 2005) o la induccion de esta estructura en hembras expuestas a androgenos
(Brockmeier et al., 2013) y progestagenos (Frankel et al., 2016b). Por otro lado, se
pueden mencionar los trabajos de Bayley et al. (2002) sobre machos de Poecilia
reticulata expuestos a antiandrogenos (vinclozolin, p,p’-DDE y flutamida) quienes
observaron inhibicion del desarrollo del gonopodio y Sone et al. (2005) quienes
observaron induccion del desarrollo del gonopodio en hembras de G. affinis expuestas a
andrégenos (17p-trembolona y metiltestosterona). Sin embargo, el efecto mas llamativo
que se documento entre todas las especies de esta familia de peces, fue la induccion de
testis-ova en hembras juveniles de G. affinis expuestas a 1-10 ug/L de 17p-trembolona
durante 28 dias (Sone et al., 2005). Esta masculinizacion de hembras se caracterizo por
presentar espermatozoides en el ovario. Cabe resaltar que al momento de iniciar esta tesis

no se habian reportado testis-ova en poecilidos por exposicion a compuestos estrogénicos.

El 17 a-etinilestradiol como compuesto estrogénico de referencia

Una sustancia con accion estrogénica ampliamente detectada en aguas superficiales es el
EE>, una hormona sintética derivada del E> que actiia como agonista de los receptores de
estrogenos (REs) (Cajthaml et al., 2009). El EE» se sintetiza a partir de la reaccion de
Nef, o una modificacion de esta, mediante la cual se hace que la estrona reaccione con
acetiluro de sodio en amoniaco liquido. La hidrélisis del complejo de adicion de sodoxi
produce el carbinol deseado. También puede prepararse mediante la reaccion de Grignard
a partir de estrona y bromuro de etinilmagnesio (Troy, 2005; Lewis, 2007). EI uso mas
comun del EE> en medicina humana estd vinculado a la terapia de sustitucion de
estrogenos, el tratamiento del hipogonadismo femenino, de los sintomas vasomotores
relacionados a la menopausia, de cancer de prostata y mamas, y como componente de los
anticonceptivos orales juntamente con progestdgenos (IARC, 2007; Abouelenien ef al.,
2009). En ganaderia, EE> es usado para controlar la ovulacion y tratar desordenes
reproductivos (Bartikova et al., 2016). En humanos, la afinidad entre el EE> y los REs es
similar o s6lo 2 veces mayor que la del E», mientras que en peces se ha demostrado que

esta afinidad es 5 veces mayor (Tilton et al., 2005). Esta mayor afinidad por los
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receptores, indica que el EE> es un compuesto estrogénico mas potente que el mismo Es.
Este ultimo, es una molécula que tiene buena absorcion por via oral, pero es rapidamente
metabolizada en el higado. En cambio, la sustituciéon del carbono-17 con un grupo
acetileno (—C=CH) en la molécula de EE>, le confiere gran resistencia a la
biotransformacion hepatica. Principalmente es excretado como metabolitos por via renal
y en menor medida por via fecal, luego de someterse a una extensa recirculacion
enterohepatica (USNIH, 2008).

Los efluentes cloacales representan uno de los principales aportes de estrogenos al medio
ambiente (Sumpter y Johnson, 2005a; Tyler et al., 2005) y, el EE2, no es completamente
eliminado por los tratamientos convencionales que reciben estos efluentes (Andersen et
al., 2003). Para remover este tipo de compuestos, se necesitan complejos y costosos
sistemas de tratamiento de aguas residuales, tanto desde el punto de vista tecnoldgico
como operacional (Shammas, 2007). A pesar de que cominmente no se empleen tanto en
Argentina como en muchos otros paises del mundo, las tecnologias que permiten tratar
este tipo de compuestos incluyen la ozonizacion, la biodegradacion (bacterias, microalgas
y enzimas) y la retencion a través de carbon activado o membranas (Lai et al., 2000;
Johnson y Sumpter, 2001; Shammas, 2007; Silva et al., 2012). En los tltimos afios,
también se han estudiado tratamientos de aguas utilizando los denominados Procesos de
Oxidacion Avanzados (del inglés, Advanced Oxidation Processes), tales como fotolisis
con UV, fotocatélisis, combinacion de UV con oxidantes fuertes, fotodegradacion y
sonolisis (ultrasonido) (Zhang et al., 2010; Silva et al., 2012; Cédat et al., 2016;
Sornalingam et al., 2016). Sin embargo, algunos de estos tratamientos oxidativos tienen
el potencial de generar sub-productos con actividad estrogénica (Pereira et al., 2011).

La presencia del EE> en el ambiente acudtico ha sido detectada en concentraciones
bioldgicamente activas (Nash ef al., 2004; Hannah et al., 2009; Aris et al., 2014). En estas
concentraciones se ha visto que afecta el desarrollo de los peces (Larsson et al., 1999),
que son considerados como uno de los organismos de mayor riesgo ante los EDCs (Scholz
y Mayer, 2008). En este sentido, se han documentado los efectos del EE> sobre los
caracteres sexuales secundarios, el desarrollo gonadal y/o la induccién de vitelogenina e
intersexos en distintas especies de peces, tales como Gambusia affinis (Angus et al.,
2005), Pimephales promelas (van Aerle et al., 2002; Pawlowski et al., 2004; Filby et al.,
2007), Oncorhynchus mykiss (Brown et al., 2008), Sparus aurata (Cabas et al., 2011),
Danio rerio (Fenske et al., 2001; Colman et al., 2009), Cyprinodon variegatus (Denslow

etal.,2001). Estos efectos son tan severos que puede llevar inclusive a producir el colapso
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de poblaciones de peces (Kidd et al., 2007). Tanto es asi que Bogers et al. (2006)
incorpord el uso del EE> como control positivo para desarrollar una ampliacion del
bioensayo de toxicidad cronica sobre las etapas tempranas del ciclo de vida de los peces,
propuesto por la OECD (1992, 2004). Por todo lo mencionado anteriormente, se
considero la utilizacién de este compuesto como toxico de referencia para evaluar el
efecto de compuestos con accion estrogénica sobre el desarrollo gonadal y los caracteres

sexuales secundarios de C. decemmaculatus evaluados en este estudio.

Hipoétesis
El EE>, perturbador endocrino con actividad estrogénica, altera la morfologia de la aleta
anal, la diferenciacion gonadal y la proporcion de sexos en juveniles de Cnesterodon

decemmaculatus expuestos desde las primeras etapas de su desarrollo.

Objetivo
e Evaluar el efecto cronico del EE, sobre la morfologia de la aleta anal, las gonadas y
la proporcion de sexos en ejemplares de Cnesterodon decemmaculatus expuestos

desde etapas tempranas del desarrollo.

Materiales y métodos

Organismos

Se utilizaron individuos de C. decemmaculatus fenotipicamente indiferenciados de 0 a 4
dias de edad, siguiendo los criterios establecidos en el Capitulo N°1. Estos peces fueron
obtenidos del acuario establecido en el Sector de Ecotoxicologia del Laboratorio de

Transformacion de Residuos (IMYZA-INTA).

Reactivos

En este capitulo, se utilizaron los siguientes reactivos: 17a-etinilestradiol (CAS N°® 57-
63-6; Parafarm® 99% de pureza; Drogueria Saporiti), ['*C]-170-etinilestradiol (99%
pureza; Cambridge Isotope Laboratories), Benzocaina (Sigma-Aldrich), Paraplast®
(Leica), Dimetilsulfoxido (DMSO), balsamo de Canada, parafina con punto de fusién 56-

58 °C, eosina, hematoxilina y 4cido picrico (Biopack).
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Exposicion a EE:

En este experimento se intento recrear una condicion similar a la de ambientes naturales,
en donde la descarga de los efluentes que contienen compuestos estrogénicos se realiza
de manera continua. Para ello, se realizaron cuatro tratamientos: tres concentraciones
nominales de EE> (30, 100 y 300 ng/L) disueltas en DMSO y un grupo control con este
solvente. La concentracion final de DMSO en todos los tratamientos fue de 0,0025%. Las
concentraciones de EE» se seleccionaron de acuerdo a los valores detectados por Valdés
et al. (2015) para aguas superficiales y efluentes en la Provincia de Buenos Aires. El
experimento se realizd en peceras de 40 L con 50 peces en cada una. Los animales
estuvieron expuestos durante 94 dias bajo condiciones controladas de laboratorio en una
sala utilizada para bioensayos de toxicidad, la cual se mantuvo a una temperatura (23 +
2°C) y fotoperiodo (16L:80). Conociendo la vida media del EE> en las condiciones
experimentales, cada 48 h se agregd el volumen de solucion madre de EE:
correspondiente para llevar nuevamente los valores a las concentracoines nominales.
Los tiempos de exposicion se establecieron teniendo en cuenta distintos factores: 1) los
tiempos que tarda el desarrollo gonadal en esta especie, y 2) que las descargas de efluentes
cloacales sobre aguas superficiales son continuas y que los peces no migratorios se
encuentran expuestos por largos periodos.

Todos los procedimientos se realizaron bajo avales del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CICUAE) del Centro de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias y Agronomicas (CICVyA) del INTA. Los
residuos quimicos y biologicos se descartaron como residuos especiales y patogénicos
respectivamente, los cuales fueron colectados por una empresa encargada de su

tratamiento.

Parametros de condicion general y caracteres sexuales secundarios

Se midieron parametros de condicion general y la morfologia de la aleta anal, asi como
también se registraron las observaciones morfologicas externas. La proporcion de
fenotipos sexuales se determind segun los criterios establecidos en la Tabla 5, Capitulo
N°1 de la presente tesis.

Con los datos obtenidos, se calcularon los indices gonopodial (IG), de elongacion (IE),

de condicion (Factor K) y de desarrollo del gonopodio (IDG), la proporcion de sexos
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fenotipicos y la proporcion de cada estadio de la morfogénesis del gonopodio en los

machos.

Histologia gonadal

Los juveniles fueron fijados en liquido de Bouin durante 24 hs a 4°C. Para facilitar la
penetracion del fijador se hizo una pequeia incision ventral en el abdomen del pez. Luego
fueron deshidratados en una serie de alcoholes crecientes (70-100%), pasados por xileno
e incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados de 6 um de cada una de las muestras
cada 60 pm en un micrétomo de rotacion Leica (RM2125RT) y luego, los preparados se
colorearon con hematoxilina y eosina.

Los preparados fueron examinados y fotografiados en un microscopio 6ptico (Nikon
Eclipse E600) equipado con una camara digital (Nikon DS-Fil). Las fotos se analizaron

y procesaron usando el software NIS-Elements F 3.00.

Cuantificacion de EEz en agua

Las concentraciones reales de EE; en agua se cuantificaron por cromatografia liquida de
alta precision acoplado a espectrometria de masas en tindem (HPLC-MS/MS). Para ello,
se tomaron muestras de agua cada 30 dias, 24 hs después del agregado de EE», siendo un
total de tres muestras de agua por tratamiento durante el periodo de exposicion. Luego de
extraccion en fase solida o SPE (del inglés, Solid Phase Extraction), de acuerdo al método
publicado por Valdés ef al. (2015). Brevemente, se filtraron 250 mL del agua usada como
medio de prueba a través de una membrana de nylon con 0,45 mm de poro. A
continuacion, las sustancias liposolubles se extrajon usando un cartucho de 200 mg de C-
18 para SPE (Oasis HLB; Waters), eluyendo con 100% metanol. Los extractos se secaron
bajo una corriente saturada con nitrogeno gaseoso (N2) y se re-suspendieron en 250 uL
de metanol. Luego el EE> se cuantificd utilizando un sistema Thermo Scientific
Surveyor™ LC junto con un Thermo Scientific LTQ XL Linear Ion Trap, equipado con
una fuente de ionizacion electrospray operada en modo negativo.

La separacion cromatografica se realizd en una columna C-18 (Thermo BDS Hypersil, 3
mm, 150 mm-4,6 mm; Thermo Fisher Scientific) usando un gradiente metanol/acido
foérmico acuoso al 0,1% (85—-100% en una relacion de flujo 0,3 mL/min durante 15 min)
como fase movil. Se identifico al 16n precursor para EE; como la molécula desprotonada

m/z 295,25 y los iones producto fueron m/z 267,17 y m/z 262,25. El i6n m/z 267,17 fue
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usado para cuantificacion de acuerdo con el del método estdndar externo de una curva de
calibracion de 5 puntos. La recuperacion del método se estimo por un sobreagregado de
10 pg/L del isotopo estable ['*C]-EE: sobre las muestras de agua del medio de prueba. El
porcentaje de recuperacion fue 65% y los limites de deteccion y cuantificacion fueron 5

ng/L y 17 ng/L, respectivamente.

Analisis de datos

Se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) para testear los efectos inducidos por la
exposicion a EE> sobre el largo estandar, peso corporal, factor de condicién, R4, R6,
indice de elongacion, indice gonopodial, largo de la cabeza, indice cefalico e indice de
desarrollo del gonopodio, luego de la prueba de los supuestos de normalidad y
homocedasticidad usando el test de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Cuando
los efectos fueron significativos, se realiz6 la prueba de Dunnet para estimar diferencias
estadisticamente significativas entre cada uno de los tratamientos con EE; respecto del

control. Todos los andlisis fueron realizados utilizando el software Prism 5.1 para

Windows (GraphPad Software®).

Resultados

Concentraciones de EE:2 en el agua
Los valores promedio de las concentraciones de EE> medidas en el agua, se muestran en

la Tabla 9. Las concentraciones reales se mantuvieron cercanas a las nominales
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Tabla 9. Media (+ desviacion estandar) de las concentraciones de EE>; medidas

en el agua de cada tratamiento (n = 3).

Concentracion nominal Concentracion medida (ng/L)
Control DMSO ND
30 ng/L 32,3+0,2
100 ng/L 99,1 +3,2
300 ng/L. 296,2 +£ 10,7

ND: concentracién no detectable

Mortalidad

Durante el ensayo se observaron efectos dependientes de la dosis en la mortalidad. El
porcentaje de mortalidad en funcion del logaritmo de la concentracion de EE; al finalizar
los 94 dias de exposicion, se muestra en la Figura 57. Se estim¢ la CLso del EE> en 109,9
ng/L, con un intervalo de confianza del 95% de 61,63 y 196,00 para los limites inferior y

superior, respectivamente. La mortalidad registrada en los controles con DMSO fue de

30 % al finalizar el experimento.

100+

Mortalidad (%)
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Figura 57. Porcentaje de mortalidad observada en funcion del logaritmo de la concentracion de

EE; luego de 94 dias de exposicion.
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Parametros de condicion general y caracteres sexuales secundarios

Largo estandar y peso corporal, discriminado por fenotipo sexual

La respuesta del LE y el peso en funcion de la concentracion de EE> se muestra en la
Figura 58. Se observé un aumento significativo en el largo estandar y el peso corporal de
los individuos sexualmente indiferenciados expuestos a 100 ng/L de EE», respecto del
tratamiento control (»<0,001). Aunque se observa una tendencia a la disminucién en LE
y peso, reflejada principalmente en las hembras, ésta no fue estadisticamente significativa
(p>0,05). En el caso de los machos, no se observo ninglin efecto para ninguno de los

parametros.
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Figura 58. Largo estandar (LE) y peso corporal (W) en funcion de la concentracion de EE, para
cada sexo fenotipico: m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y m hembras.
Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, respecto del tratamiento control.

5% 1<0,001.

Indice de condicidn, discriminado por fenotipo sexual

Se observd un aumento en el indice de condicion de los ejemplares sexualmente
indiferenciados (p<0,01) y del fenotipo macho (p<0,05) en el tratamiento de 100 ng/L de
EE», respecto del tratamiento control (Figura 59). No se observo ningtn efecto en el caso

de las hembras.
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Figura 59. Indice de condicién (Factor K) en funcion de la concentracion de EE, para cada
fenotipo sexual: m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y m hembras. Asteriscos

indican diferencias estadisticamente significativas, respecto del tratamiento control. * p<0,05;

% p<0,01.

Longitud del radio 4 y 6 de la aleta anal, discriminado por fenotipo sexual

Se observo un aumento significativo en las longitudes del radio 4 y del radio 6 de la aleta
anal de los individuos sexualmente indiferenciados del tratamiento 100 ng/L de EE;,
respecto del tratamiento control (»p<0,001). También se registrd un aumento en la longitud
del radio 4 (p<0,01) y del radio 6 (p<0,05) de la aleta anal de los ejemplares de fenotipo

hembra del tratamiento 30 ng/L de EE», respecto del tratamiento control (Figura 60).
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Mientras que se registro una disminucion en la longitud del radio 6 en las hembras

expuestas a 300 ng/L (p<0,01).
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Figura 60. Longitud del radio 4 (R4) y 6 (R6) de la aleta anal en funcion de la concentracion de

EE; para cada sexo fenotipico: m ejemplares sexualmente indiferenciados, m machos y m hembras.

Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, respecto del tratamiento control.

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Indice gonopodial, indice de elongacién e indice de desarrollo del gonopodio,

discriminado por fenotipo sexual

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos de EE»

con respecto al control para ninguno de los indices evaluados, excepto para el IE de

hembras expuestas a 30 ng/L (Figura 61). Sin embargo, aunque en machos pareciera haber
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una reducciodn de los valores de IG e IE en funcion de la concentracion, la variabilidad
obtenida en los ejemplares del control no permitio evidenciar diferencias estadisticamente
significativas con el resto de los tratamientos. Esto se debe a que en el control se
obtuvieron machos en todos los estadios de desarrollo del gonopodio, mientras que en los
tratamientos con EE» se obtuvieron menos cantidad de machos y con un gonopodio menos

elongado.
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Figura 61. indice gonopodial (IG) e indice de elongacién (IE) en funcién de la concentracién de
EE; para cada sexo fenotipico: m ¢jemplares sexualmente indiferenciados, m machos y m hembras.
Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas, respecto del tratamiento control.

% p<0,01.

Proporcion de fenotipos sexuales
Se observaron efectos dependientes de la concentracién en la proporcion de fenotipos

sexuales. El porcentaje de fenotipos macho se redujo en todos los tratamientos con EE>,
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respecto del control. Por otro lado, la proporcion del fenotipo correspondiente a hembras
se incrementd en las concentraciones intermedias mientras que el numero de individuos
indiferenciados aument6 en relacion con la dosis (Figura 62).

Por otro lado, se encontraron individuos con un fenotipo que denominamos atipico debido
a que sus caracteristicas morfométricas no se ajustaron a los criterios establecidos en el

Capitulo N°1 de la presente tesis.
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Efectos del EE: sobre los estadios del gonopodio

El desarrollo del gonopodio disminuyé de manera dosis-dependiente (Figura 63). Los
machos alcanzaron el maximo estadio del desarrollo del gonopodio so6lo en el tratamiento
control. A partir de la concentracion intermedia testeada (100 ng/L), s6lo se observaron

machos en estadio 2, es decir que en estos ejemplares se observod solo la presencia de un
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Histologia gonadal

La proporcion de sexos determinada por histologia gonadal en los controles fue de 58,3%
de machos y 41,7% de hembras (Figura 64). Todos estos ejemplares presentaron un
desarrollo gonadal normal, de acuerdo con los criterios descriptos en el Capitulo N°2.
En la concentracion mas baja de EE» (30 ng/L), se encontré un aumento en la proporcion
de ovarios en formacion (60%), asi como también un 20% de los ejemplares presentaron
testiculos en formacion. El 20% restante estaba compuesto por ejemplares con
alteraciones, tanto en ovarios como en testiculos. Estas alteraciones estuvieron
relacionadas a cambios de la morfologia de la gonada y a la presencia de hiperplasia de
las células somaticas. A partir de la concentracion de 100 ng/L, se observd un 40% de
ejemplares con alteraciones de la histoarquitectura de las gonadas que no permitieron su
diferenciacion. Es decir que, en estos ejemplares, no se pudo establecer fehacientemente
si los elementos observados en las gonadas pertenecian a un testiculo o a un ovario. Es
importante resaltar que el 100% de los ejemplares evaluados en las concentraciones mas

altas (100 y 300 ng/L), presentaron algun tipo de alteracion en la histologia gonadal.
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Figura 64. Proporcion de sexos gonadales en funcion de la concentracion de EE; al finalizar los

94 dias de exposicion de ejemplares en estadios tempranos de desarrollo.

En la Figura 65 se muestran imagenes representativas de testiculo (A) y ovario (B)
normales (sin alteraciones) de ejemplares del tratamiento control o algunos casos,
expuestos a la concentracion de 30 ng/L de EE>, mientras que en las Figuras 66, 67, 68 y

69 se muestran distintos tipos de alteraciones observadas en las gonadas. Incluso en uno
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de los ejemplares sexados como fenotipo macho de Estadio 2 expuesto a 100 ng/L, se
encontr6 un ovario completamente formado. Por otro lado, la mitad de los ejemplares que
presentaban gonadas alteradas e indiferenciables, habian sido sexados como fenotipo
macho de Estadio 2 expuestos a 100 o 300 ng/L, mientras que la otra mitad habian sido

sexados como ejemplares sexualmente indiferenciados.
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Figura 65. Histologia gonadal normal (sin alteraciones) en ejemplares de C. decemmaculatus del
tratamiento control. A: testiculo de los fenotipos machos o sexualmente indiferenciados. B: ovario
de los fenotipos hembras o sexualmente indiferenciados. Sg: cisto con espermatogonias; T:
tabique; S: células somaticas; V: vaso sanguineo; Oo: oogonia; Op: oocito primario; Co: cavidad

ovarica; M: mesenterio (Aumento = 40x; Barra = 50 um).
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Figura 66. Histologia gonadal de individuos del fenotipo sexualmente indiferenciado de C.

decemmaculatus expuestos a 100 ng/L. de EE», donde se observa un ovario alterado. G: gonia;

Op: oocito primario; Co: cavidad ovarica; M: mesenterio (Aumento = 40x; Barra = 50 um).
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Figura 67. Histologia gonadal de individuos del fenotipo hembra de C. decemmaculatus expuestos
a EE,. A: ovario alterado con hiperplasia de la cavidad ovarica en una hembra expuesta a 100 ng/L
(Aumento = 10x). B: ovario alterado con tejido necrético en una hembra expuesta a 30 ng/L
(Aumento = 20x). V: vaso sanguineo; Oo: oogonia; Op: oocito primario; Ov: oocito en
vitelogénesis lipidica; Co: cavidad ovarica; M: mesenterio; N: tejido necroético; Eo: estroma

ovarico; I: intestino (Barra = 50 um).

132



Figura 68. Histologia gonadal de individuos categorizados con un fenotipo atipico expuestos a
100 ng/L de EE-. Fenotipo atipico: caracteristicas morfoldgicas que no se ajustaron a los criterios
establecidos en el Capitulo N°I para fenotipos normales. Se observan gonadas alteradas e
indiferenciables (sin las caracteristicas tipicas del ovario ni del testiculo). G: gonias; d: ducto; M:

mesenterio; P: células del parénquima gonadal (Aumento = 20x; Barra = 50 um).
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Figura 69. Histologia gonadal de individuos categorizados con un fenotipo macho de C.
decemmaculatus en Estadio 2, expuestos a 100 ng/L o 300 ng/L de EE,. A: individuo con génada
gonadas alteradas e indiferenciables, pero con presencia de algunos cistos de espermatogonias.
B: individuo con un ovario formado y se observan oocitos en distintos estadios de la oogénesis.
G: gonias; V: vaso sanguineo; d: ducto; M: mesenterio; P: células del parénquima gonadal; I:

intestino; Co: cavidad ovarica; Op: oocito primario (Aumento = 20x; Barra = 50 pm).
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Pigmentacion en la region perianal
Se observo la aparicion de una pigmentacion en la region perianal en forma

concentracion-dependiente en los individuos expuestos a EE; (Figura 70).

Figura 70. Pigmentacion en la region perianal de C. decemmaculatus expuestos a EE,.

A: caracteristica normal; B: pigmentacion de individuos expuestos a EE,.

Esta pigmentacion solo se observo en los grupos expuestos a EE2, en proporciones de
37,5, 85,2 y 100% para las concentraciones de 30, 100 y 300 ng/L respectivamente
(Figura 71). Con estos datos, se estim6 una CEso-13 semanas de 39,26 ng/L de EE», con
un intervalo de confianza del 95% de 23,49 y 65,60 ng/L para los limites inferior y
superior, respectivamente. En el tratamiento de 30 ng/L, se registré que un 61, 60 y 15%
de los ejemplares con fenotipo sexualmente indiferenciado, macho y hembra presentaban
esta pigmentacion, respectivamente. En el tratamiento de 100 ng/L, se registr6 en un 95,

100 y 100% de los ejemplares sexualmente indiferenciados, machos y hembras,
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respectivamente. Mientras que a partir de los 300 ng/L de EE», todos los ejemplares

presentaron esta pigmentacion.
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Figura 71. Porcentaje de individuos con pigmentacion de la region perianal en funcién de la

concentracion de EE, al finalizar los 94 dias de exposicion.

Discusion

Los poecilidos norteamericanos han sido ampliamente utilizados para evaluar efectos
inducidos por EDCs, sin embargo, hasta el inicio de esta tesis, no se hallaron trabajos
publicados que utilicen a Cnesterodon decemmaculatus u otro poecilido sudamericano
para evaluar tales efectos.

La tasa espontanea de mortalidad observada (grupo control) al cabo de 3 meses fue similar
a lo publicado por Angus et al. (2005), utilizando juveniles de Gambusia affinis en
experimentos de 150 dias. Del mismo modo, en experimentos de 90 dias de duracion
realizados con Danio rerio, se observo una mortalidad similar en el grupo control (Xu et
al., 2008). Por otra parte, se observo que la exposicion a EE> indujo una mortalidad
superior a la observada en los controles en una relacion concentracion-dependiente,
mostrando que niveles de éste compuesto mayores a 100 ng/L resultan letales para
juveniles de C. decemmaculatus. Un efecto semejante fue observado en experimentos con
ejemplares en estadios tempranos del desarrollo en Danio rerio, a partir de 2 ng/L de EE»
(Xu et al., 2008). Sin embargo, no se han encontrado trabajos que describan cuales son

los mecanismos de accion asociados a dicho efecto.
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En cuanto a los efectos subletales, los experimentos realizados demuestran que el EE; es
capaz de alterar la proporcion de sexos, la histologia gonadal, el desarrollo de caracteres
sexuales secundarios y el crecimiento de los peces en forma concentracion-dependiente.
Dado que es sabido que el proceso de diferenciacion sexual es dependiente del balance
entre los niveles de androgenos y estrogenos, los resultados sugeririan que el EEo, por su
accion como agonista superactivo de los receptores de estrogenos, seria capaz de alterar
dicho balance y estaria modificando el perfil de expresion de genes en tejidos sensibles a
la accion de las hormonas sexuales, de una forma pleiotropica, tejido- y sexo-dependiente
(Filby et al.,2007). En particular, se ha demostrado que los estrogenos tienen la capacidad
de alterar el desarrollo normal del testiculo, produciendo una inhibicion de los genes
involucrados en el desarrollo testicular e induciendo la expresion de genes involucrados
en el desarrollo ovérico (Guiguen ef al., 2010; Diaz y Piferrer, 2017).

En cuanto a la proporcidon de sexos, se registrd una disminuciéon en el porcentaje de
machos y un aumento el porcentaje de ejemplares sexualmente indiferenciados y de
hembras a partir de la concentracion mas baja ensayada. Un efecto semejante fue
observado en D. rerio y en Oryzias latipes expuestos desde etapas tempranas del
desarrollo a EE> durante 90 (Xu et al., 2008) y 60 dias (Orn et al., 2006), respectivamente.
En ambos estudios, se encontré que este xenoestréogeno indujo un aumento de la
proporcioén de hembras. Por otra parte, Andersen et al. (2003) encontraron feminizacion
completa cuando ejemplares de D. rerio fueron expuestos a 15 ng/L de EE: desde la
eclosion hasta el dia 60 de vida. En medaka (O. latipes), se observo que la exposicion a
10 y 100 ng/L durante 60 dias indujo la formacién de intersexos (Orn et al., 2006). En
este estudio, se observaron gonadas alteradas e indiferenciables, cuya estructura
histolégica no se correspondid con la morfologia tipica de un testiculo o un ovario. Por
otra parte, algunos individuos que presentaban caracteres sexuales externos tipicos de
machos en el Estadio 2 (es decir con un primordio gonopodial), mostraron o bien un
ovario completamente formado o gonadas totalmente alteradas e indiferenciables. De un
modo semejante, Xu et al. (2008) registraron un aumento en la proporcion de ejemplares
de D. rerio con génadas alteradas a tal punto que no les permitieron discernir si se trataba
de machos o hembras, a partir de 2 ng/L de EEx.

Por otra parte, en las hembras presuntivas de C. decemmaculatus, el EE; también indujo
una alteracion de la histoarquitectura gonadal, caracterizado por una proliferacion de
células somadticas y gonias, asi como también necrosis celular. Es sabido que los

estrogenos son mitogénicos y se comprobd que, en mamiferos, inducen tumores en el
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ovario y en la glandula mamaria (Hall y Korach, 2003). Ademas, en este grupo de
vertebrados tienen una participacion en la proliferacion del estroma ovarico (Britt et al.,
2004; Pask, 2012). En particular, en peces el estradiol participa de la morfogénesis del
ovario (Nakamura, 2010; Kobayashi ef al., 2013), que concuerda con el momento en que
ocurre una proliferacion de células somaticas que generan el cierre de la cavidad ovarica
(Ito et al., 2005) y un aumento de la expresion de aromatasa gonadal (Fernandino et al.,
2008a). A su vez, dicha proliferacion se observa, tanto en testiculos alterados de machos
fenotipicos como en ejemplares con gonadas alteradas e indiferenciables. A pesar de no
haber encontrado intersexos en pocilidos expuestos a estrégenos, existe un solo estudio
que ha documentado la capacidad de los andrégenos de inducir este efecto en hembras
juveniles de G. affinis expuestas 17p-trembolona (Sone et al., 2005). Mientras que este
seria el primer trabajo en el que se documenta que un estrogeno posee la capacidad de
feminizar completamente una gonada de presuntivos machos en poecilidos, asi como
también de inducir un cambio en la histoarquitectura gonadal a tal punto que no permita
diferenciar si corresponde a un ovario o un testiculo, otorgando especial relevancia a los
resultados hallados obtenidos.

Otro de los aspectos mas relevantes fue la disminucién concentracion-dependiente de
machos en estadios avanzados del desarrollo del gonopodio. En este sentido, cabe resaltar
que soOlo en el tratamiento control se observaron machos que alcanzaron el maximo
estadio del desarrollo del gonopodio. Estos resultados concuerdan con las evidencias
documentadas por Angus et al. (2005), quienes demostraron que EE; tiene la capacidad
de inhibir el desarrollo del gonopodio de Gambusia affinis. En el mismo sentido, diversos
autores demostraron que los compuestos estrogénicos son capaces de alterar el desarrollo
normal del gonopodio de G. affinis y holbrooki, tanto en condiciones controladas de
laboratorio como en ambientes naturales, y por ello, sugieren que la reduccion de la
longitud del gonopodio en relacion al largo del cuerpo, o el peso, podria ser un
biomarcador morfoldgico de utilidad para evaluar exposiciones a este tipo de sustancias
en poecilidos (Batty y Lim, 1999; Doyle y Lim, 2002; Angus ef al., 2005; Game et al.,
2006).

En otros poecilidos se sabe que durante el periodo de diferenciacion sexual, los caracteres
sexuales secundarios son inducidos por los esteroides sexuales secretados por las gonadas
(Ogino et al., 2018). Los resultados aqui obtenidos se corresponden con estos datos ya
que se han encontrado goénadas feminizadas en machos presuntivos y ovarios con

morfologia alterada en hembras presuntivas de C. decemmaculatus expuestos a EE>. Por
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otra parte, también se hallaron ejemplares con caracteres fenotipicos atipicos (caracteres
externos que no se ajustaron a los criterios establecidos en el Capitulo N°1 para
discriminar entre fenotipos y gonadas alteradas que no se asocian a las caracteristicas
tipicas de ovarios o testiculos). Integrando estos resultados con los antecedentes
cientificos publicados hasta la fecha, podemos hipotetizar que algunos aspectos del
proceso de diferenciacion sexual pueden ser alterados por compuestos estrogénicos,
mientras que otros se encuentran determinados genéticamente debido a que en el
momento del nacimiento un 50% de los animales tenian un ovario ya diferenciado y un
50% un testiculo (Ver Capitulo N°2).

El crecimiento también se vio afectado por la exposicion a EE> que indujo un aumento de
la talla y el peso corporal s6lo en ejemplares que no presentaron caracteres sexuales
secundarios diferenciados. Asi como se menciondé en los capitulos anteriores, el
desarrollo sexual de C. decemmaculatus se encuentra altamente asociado al crecimiento
en condiciones normales. Sin embargo, la exposicion al EE> indujo una mayor proporcion
de individuos fenotipicamente indiferenciados que continuaron creciendo, lo cual implica
un retraso en la diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios. Estos resultados
concuerdan con los publicados recientemente por lhnat y Fernandes (1996) y Terzich et
al. (2000). Thnat y Fernandes (1996) hallaron que el EE», no sélo feminiza la gonada
masculina, sino que también genera un retraso en el proceso de diferenciacion sexual del
salmonido Thymallus thymallus. En el mismo sentido, Terzich et al. (2000) documentaron
que EE> induce un retraso en el tiempo en el cual el poecilido Heterandria formosa
alcanza la madurez sexual.

Una observacion llamativa e inesperada fue la aparicion de una pigmentacion externa en
la zona perianal caracteristica solo de aquellos ejemplares expuestos a EE, y que mostro
una clara relacion de tipo concentracion-respuesta. Tal caracteristica fue observada
también en ejemplares que habitan en ambientes naturales de la Provincia de Buenos
Aires, impactados por compuestos estrogénicos (Ver Anexo N°2). Es sabido que los
vertebrados tienen un sistema bien desarrollado de células que contienen pigmentos
(principalmente melanina), distribuidas en varios organos (higado, bazo, pulmon,
corazon, rifidn, piel, timo y génadas) y tejidos (meninges y tejido conectivo que rodean
los vasos sanguineos) (Scalia et al., 1988; Gallone et al., 2002; Zieri et al., 2007). Los
distintos grupos de vertebrados presentan melanoforos (denominados melanocitos en
aves y mamiferos) similares, tanto en forma y tamafio como en su respuesta a hormonas

o formacion de melanosomas (organelas que producen melanina) (Bagnara y Matsumoto,
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2007). Algunos vertebrados, como peces, anfibios y reptiles, poseen un grupo abundante
de células que contienen melanina y que estan dispersas en el sistema reticulo-endotelial,
el cual forma una matriz de soporte de tejidos hematopoyéticos, principalmente en el
rinon y el bazo (Thorsen et al., 2006; Leknes, 2007). Cabe resaltar que dentro del grupo
de células que contienen melanina, principalmente se diferencia entre aquellas que
forman el sistema de pigmentacion extracutaneo (como los macréfagos pigmentados) y
los melano6foros de la epidermis, de otras células pigmentadas (Sichel et al., 1997).

En cuanto a los mecanismos de accion por los cuales se induce la sintesis de melanina
(melanogénesis), el principal esta mediado por la hormona estimuladora de melanocitos,
a-MSH (del inglés, Melanocyte-Stimulating Hormone), que actiia via cAMP acoplado al
receptor MC1 (MCI1R) en los melanocitos para activar tirosinasa (Figura 72; Thody,
1999). La tirosinasa es la enzima que cataliza la sintesis de melanina (Garcia-Borron y
Solano, 2002; Lai et al., 2018). A su vez, a-MSH regula la dispersion de melanosomas
desde los melanoforos (-citos) epidérmicos hacia sus células vecinas, los queratinocitos
(Bagnara y Matsumoto, 2007). Debido al interés en intentar comprender a qué puede
deberse la hiper-pigmentacion en la zona perianal de C. decemmaculatus expuesto a
compuestos estrogénicos, haremos principal foco en aquellos mecanismos que inducen la
melanogénesis en células epiteliales. Sin embargo, es importante mencionar que se ha
demostrado que los macrofagos pigmentados, o llamados melano-macrofagos, también
tienen capacidad melanogénica (Guida et al., 1998), pero los mecanismos de accioén por
los cuales se induce la melanogénesis en estos casos son diferentes al descripto
anteriormente para melanoforos (-citos) (Guida et al., 2004). En este sentido, como este
grupo de células se encuentra asociado a respuestas del sistema inmune, se pueden
observar cambios en la pigmentacion debido a diversos procesos patologicos (Agius y
Roberts, 2003; Hayes et al., 2006; Franco-Belussi ef al., 2014; Arciuli et al., 2015). Por
ello, se emplean como biomarcadores del estado de salud de peces (Passantino et al.,
2014) y anfibios (Hayes et al., 2006). A su vez, es importante mencionar que se ha
documentado que pueden existir cambios en la pigmentacion de los érganos que forman
parte del sistema pigmentario extracutaneo, debido a alteraciones fisioldgicas durante el
ciclo reproductivo de los anfibios (Moresco y De Oliveira, 2009). Particularmente, el
mecanismo de accion demostrado en células epiteliales humanas es la induccion de la
melanogénesis por estrogenos endogenos (E2) y exdgenos (EE2) (Natale er al., 2016;
Snyder et al., 2017). Se sabe que estos esteroides sexuales inducen la sintesis de melanina

via sefalizacion de cAMP por unioén a GPER, un receptor de estrogenos acoplado a la
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proteina G (Filardo ef al., 2002; Natale et al., 2016). Por ello, en futuros estudios, seria
interesante abordar los mecanismos de accion por los cuales se induce la pigmentacion
de las células que rodean la zona perianal de C. decemmaculatus expuesto a compuestos
estrogénicos, ya que la misma podria ser inducida por accion directa de los estrogenos o

por procesos patologicos.

o-MSH
|

- MCIR p——

=
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|

Tirosinasa
L-Tirosina » Melanina

Figura 72. a-MSH actua via cAMP acoplado al receptor MC1 (MC1R) para activar tirosinasa y

estimular la melanogénesis. Tomado de Thody (1999).

Desde un punto de vista ecotoxicoldgico, resulta relevante mencionar que a
concentraciones de EE; halladas en los cuerpos de agua naturales donde habita C.
decemmaculatus, se observo: disminucion en la proporcion de machos, alteraciones
histologicas de ovarios y testiculos y pigmentacion en la zona perianal (CEso-
13 semanas = 39,26 ng/L). Por otro lado, se hall6 que el EE, caus6 mortalidad (CLso-
13 semanas = 109,9 ng/L) a concentraciones cercanas a las intermedias estudiadas
(100 ng/L). En estas concentraciones que se encuentran entre aquellas medidas en los
cuerpos de agua naturales y los efluentes cloacales que se descargan en los mismos (43 y
187 ng/L, de acuerdo a Valdés et al., 2015), se observéd que todos los peces presentaban
algtn tipo de alteracion en la histologia gonadal, una induccién de un fenotipo atipico, un
aumento en el largo estandar del fenotipo sexualmente indiferenciado (p<0,05) y un
aumento en el indice de condicidn de los fenotipos sexualmente indiferenciado (p<0,01)

y macho (p<0,05).
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En su conjunto, los resultados obtenidos en este capitulo, muestran que, tal como ha sido
documentado en otras especies, los estadios tempranos del desarrollo son més sensibles
a la exposicion a xenobioticos (Brion et al., 2004). Aunque se encontraron efectos sobre
el porcentaje de mortalidad, el largo estandar y el peso corporal de ejemplares de
C. decemmaculatus en estadios tempranos del desarrollo, estas respuestas pueden resultar
como inespecificas a la accion de EE;. Por lo tanto, se remarca que los principales puntos
finales que han respondido a la exposicion de compuestos estrogénicos son la proporcion
de sexos, las alteraciones histologicas gonadales y la presencia de la pigmentacion en la

zona perianal.
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CAPITULO 4. EXPOSICION DE MACHOS ADULTOS A UN COMPUESTO
ESTROGENICO
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Introduccion

Efectos de perturbadores endocrinos en peces adultos

En estadios de vida adultos, los vertebrados alcanzan una relativa estabilidad hormonal,
donde ya estan formados los caracteres sexuales secundarios y las gonadas funcionan con
normalidad. Durante este estadio de vida, los cambios observados en los niveles de
esteroides sexuales circulantes responden principalmente al momento del ciclo
reproductivo o la estacionalidad. A pesar de ser un estadio del ciclo de vida con menor
sensibilidad a la accion de los EDCs, éstos tienen la capacidad de modificar dicha
estabilidad o equilibrio hormonal e inducir alteraciones en el sistema reproductivo.

Se han documentado diversos efectos de compuestos estrogénicos, androgénicos y/o
antiandrogénicos sobre la histologia gonadal, caracteres sexuales secundarios, expresion
de genes involucrados en la esteroidogénesis o la sintesis de receptores de esteroides,
induccién de vitelogenina e intersexos y comportamiento reproductivo de una gran
cantidad de especies de peces expuestos durante su estadio adulto. Entre las especies que
se cuenta con evidencia de los efectos causados por compuestos estrogénicos, se pueden
mencionar a Danio rerio expuesto a Ex (Brion et al., 2004) y EE; (Fenske ef al., 2001;
Colman et al., 2009), Pimephales promelas expuesto a EE> (Filby et al., 2007; Garcia-
Reyero et al., 2009) y efluentes domiciliarios de Estados Unidos (Garcia-Reyero et al.,
2011), Sparus aurata expuesto a EE> (Cabas et al., 2011), Oncorhynchus mykiss expuesto
a EE; (Purdom et al., 1994; Brown et al., 2008), E» y efluentes cloacales del Reino Unido
(Purdom et al., 1994), Cyprinodon variegatus expuesto a DES, E> y EE> (Denslow et al.,
2001), Gambusia holbrooki expuesto a E> (Doyle y Lim, 2005) y Oreochromis
mossambicus alimentado con dietas comerciales para peces, demostrando efectos
estrogénicos en las mismas (Davis et al., 2009). También se han documentado efectos
antiandrogénicos en peces adultos, tales como Pimephales promelas expuesto a flutamida
(Filby et al., 2007) y Poecilia reticulata expuesto a vinclozolin y p,p’-DDE (Baatrup y
Junge, 2001). Asi como también se vieron efectos androgénicos en peces adultos, como
por ejemplo Gambusia holbrooki expuesto a levogenestrel (Frankel et al., 2016b) y 173-
trembolona (Brockmeier et al., 2013), Gambusia affinis expuesto a efluentes de la
industria papelera en Estados Unidos (Drysdale y Bortone, 1989), Brienomyrus niger
expuesto a metiltestosterona (Herfeld y Moller, 1998) y Pimephales promelas expuesto a

gestodene (Frankel et al., 2016a).
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Por otro lado, aunque hay evidencia de dafio hepatico por la exposicion a compuestos
estrogénicos en peces, a este efecto se le ha prestado menos atencidén que los mencionados
anteriormente. El higado es el principal 6rgano encargado de los procesos de
transformacion y metabolismo de compuestos, tanto endogenos como exdgenos. Por
ejemplo, se pueden mencionar los trabajos de Elias et al. (2007) sobre la inducciéon de
higados grasos de Etheostoma caeruleum expuesto a EE», Cakmak et al. (2006) sobre los
cambios de composicion, estructura y funcion hepatica de Oncorhynchus mykiss expuesto
a E> y Abdulla Bin-Dohaish (2012) sobre la alteraciéon de la arquitectura hepatica
(necrosis, gotas lipidicas, lisis y pérdida del ntcleo celular) de Oreochromus spilurs
expuesto a NF.

La mayoria de los efectos de EDCs publicados en peces muestreados del ambiente, se
encuentran en el estadio de vida adulto. Entre las especies que se conocen los efectos
estrogénicos en ejemplares silvestres, se pueden mencionar los casos de Gambusia
holbrooki que habitaba en rios contaminados por efluentes cloacales (Batty y Lim, 1999)
y en humedales de Australia (Game et al., 20006), Platichthys flesus en estuarios
contaminados del Reino Unido (Kirby ef al., 2004), Astyanax scabripinnis en rios de
Brasil (Pereira de Sa et al., 2008), Rutilus rutilus en rios, lagos y arroyos del Reino Unido
(Nolan et al., 2001), Neogobius melanostomus en el mar Baltico (Polonia) (Guellard et
al., 2015) y Gobio gobio en rios del Reino Unido (van Aerle et al., 2001). Toft et al.
(2003) han reportado efectos antiandrogénicos en ejemplares silvestres de Gambusia
holbrooki que habitaban en un lago de Estados Unidos. Asi como también, se han
documentado efectos androgénicos en poblaciones silvestres de Gambusia holbrooki que
habitaban en cuerpos de agua dulce impactados por efluentes de la industria papelera en
Estados Unidos (Howell et al., 1980; Bortone et al., 1989; Cody y Bortone, 1997; Bortone
y Cody, 1999; Orlando et al., 2002; Brockmeier et al., 2014).

Se han descripto diversos efectos y mecanismos por los cuales una gonada adulta puede
ser modificada por EDCs. Las principales alteraciones gonadales son la intersexualidad
y la reduccién del peso gonadal o indice gonado-somatico (Scholz y Kluver, 2009). Sin
embargo, hay especies como Dicentrarchus labrax, que naturalmente presentan
intersexos o testis-ova (oocitos intratesticulares) (Saillant et al., 2003). Ademas, algunos
autores han documentado intersexos en distintas especies de peces, tanto marinos
(Zoarces viviparus) como dulceacuicolas (Gasterosteus aculeatus y Perca fluviatilis),
que habitan en areas con niveles presumiblemente bajos de contaminacion de Alemania

(Gercken y Sordyl, 2002), Suecia (Borg y van den Hurk, 1983) y Finlandia
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(Kristoffersson y Pekkarinen, 1975). Hoy se sabe, como sugirieron Gercken y Sordyl
(2002), que la intersexualidad es una condicién normal en algunas especies de peces. Por
ello, resulta necesario conocer la morfogénesis de los ovarios y testiculos en condiciones
normales, es decir teniendo certeza de que los animales y sus padres, no han estado

expuestos a EDCs.

Hipotesis

La exposicion de machos adultos de Cnesterodon decemmaculatus a EE> induce

alteraciones en la morfologia del gonopodio, la histologia gonadal y hepatica.

Objetivo
e Evaluar el efecto los efectos de exposiciones subletales cronicas a EE> sobre la
morfologia del gonopodio, la histologia gonadal y hepatica en machos adultos

de Cnesterodon decemmaculatus.

Materiales y métodos

Origen de los organismos

Se utilizaron machos adultos de C. decemmaculatus en Estadio 4 de la morfogénesis del
gonopodio, seglin los criterios establecidos en el Capitulo N°1 de la presente tesis. Estos
peces fueron obtenidos del acuario establecido en el Sector de Ecotoxicologia del

Laboratorio de Transformacion de Residuos (IMYZA-INTA).

Reactivos

En este capitulo, se utilizaron los siguientes reactivos: 17a-etinilestradiol (CAS N° 57-
63-6; Parafarm® 99% de pureza; Saporiti), ['*C]J-17a-etinilestradiol (99% pureza;
Cambridge Isotope Laboratories), benzocaina (Sigma-Aldrich), etanol absoluto, balsamo
de Canada, parafina con punto de fusion 56-58 °C, alizarine-red, alcian-blue, eosina,

hematoxilina y acido picrico (Biopack) y Paraplast (Leica).
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Experimentos

Segun los criterios establecidos en el Capitulo N°1 de la presente tesis, los ejemplares de
C. decemmaculatus fueron sexados fenotipicamente y luego se apartaron los machos
adultos, identificados dentro del Estadio 4 de morfogénesis del gonopodio. Se colocaron
bajo condiciones controladas de laboratorio en una sala utilizada para bioensayos de
toxicidad, mantenida a una temperatura (23 &+ 2°C) y fotoperiodo (16L:80).

Con estos ejemplares, se realizaron dos experimentos de exposicion cronica de machos
adultos a diferentes concentraciones de 17a-etinilestradiol (EE>). La unidad experimental
consistio de un recipiente de vidrio de 3 L de capacidad con 2,5 L del medio y los peces.
Se utiliz6 un régimen de flujo estatico con renovacion completa del medio cada 48 hs. El
Experimento N°1 fue considerado como una prueba preliminar. Se evaluaron 3 niveles de
concentracion (0, 20 y 200 ng EE»/L) y 2 tiempos de exposicion (8 y 12 semanas) sin
réplicas. En cada unidad experimental, se colocaron 15 machos adultos que tenian entre
17,6 y 22,3 mm de largo estandar. El Experimento N°2 fue considerado como una prueba
definitiva. Se utilizd6 un Disefio Completamente Aleatorizado, donde se testearon 4
niveles de concentracion (0, 20, 100 y 200 ng/L) y 2 tiempos de exposicion (8 y 16
semanas) por duplicado. En cada unidad experimental, se colocaron 16 machos adultos
que tenian entre 16,9 y 25,9 mm de largo estandar.

Las soluciones madre y de trabajo de EE» fueron preparadas en etanol absoluto y
almacenadas a -20 °C hasta su uso. Las concentraciones testeadas fueron preparadas antes
de cada renovacion del medio, diluyendo alicuotas de las soluciones de trabajo en el
medio de dilucion. Se utilizdé como medio de dilucion, agua de perforacion clorada, la
cual debid ser declorada y aireada durante més de 48 horas, antes de ser utilizada en el
acuario (pH 8,6 £0,1; conductividad eléctrica 720 = 3 uS/cm). La concentracion de etanol
se mantuvo en 0,0025% para todos los tratamientos, incluyendo al control. La dieta diaria
estaba compuesta por alimento balanceado Shulet® formulado en escamas.

Los peces fueron manipulados siguiendo los principios y procedimientos avalados por el
CICUAE del CICVyA-INTA. Los residuos quimicos y bioldgicos se descartaron como
residuos especiales y patogénicos respectivamente, los cuales fueron colectados por una

empresa encargada de su tratamiento.
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Parametros de condicion general y de la morfologia del gonopodio

En ambos experimentos, se registr6 diariamente la supervivencia en cada unidad
experimental, y en el caso de observarse mortalidad, los peces muertos fueron removidos
del recipiente. En cada tiempo de muestreo, los peces fueron anestesiados con hielo y
luego se midi6 LE, R4 y R6, utilizando un calibre digital electronico (Schwyz) con una
precision de 0,1 mm. Sé6lo en el Experimento N°2, los peces fueron pesados en una
balanza digital Ohaus (precision + 0,1 mg) y con estos datos, se calculd el indice de
condicion (Factor K).

Se utilizo la técnica de coloracion in tofo con Alcian-blue y Alizarine-red para caracterizar
las estructuras anatomicas del gonopodio (cartilago y hueso respectivamente), descripta
en el Capitulo N°1 de la presente tesis. Las estructuras fueron observadas con microscopio
estereoscopico (Nikon SMZ800) y se fotografiaron con cdmara digital (Evolution BF fase
cool color 12 bits) adosada al mismo. Las imagenes se procesaron utilizando el programa

Image-Pro-Plus 4.5.

Histologia gonadal y hepatica

Los tejidos fueron fijados en liquido de Bouin durante 24 hs a 4°C, luego fueron
deshidratados en una serie de alcoholes crecientes (70-100%), pasados por xileno e
incluidos en parafina. Se realizaron cortes seriados de cada una de las muestras cada 60
pum en un microtomo de rotacidon Leica (RM2125RT). Luego, los preparados se
colorearon con hematoxilina-eosina o con PAS (del inglés, Periodic Acid-Schiff: acido
periddico de Schiff). Brevemente, la coloracion con PAS se realizé con 4cido peryodico
al 1% durante 10 min y luego de una serie de lavados con agua deionizada, los cortes se
colocaron en el Reactivo de Schiff durante 15 min. Se realizé otra serie de lavados y se
hizo una coloracion nuclear con hematoxilina de Harris para contraste.

Los preparados fueron examinados y fotografiados en un microscopio 6ptico (Nikon
Eclipse E600) equipado con una camara digital (Nikon DS-Fil). Las fotos se analizaron

y procesaron usando el software NIS-Elements F 3.00.
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Puntos finales histolégicos
Los puntos finales histologicos cuantitativos fueron evaluados sélo al final del
Experimento N°2. En las gonadas, los puntos finales evaluados fueron:
e Porcentaje de peces que presentaron festis-ova;
e [amediana del porcentaje de secciones histologicas con presencia de oocitos en
los peces con testis-ova,

e [amediana del niimero de oocitos por testiculo en peces con festis-ova.

Se examinaron los cortes histologicos de toda la gonada y solo se consideraron los oocitos
a los cuales se les pudo observar claramente el nticleo, con el fin de evitar el doble conteo.
En el higado, los cambios histologicos se cuantificaron de acuerdo al método propuesto
por Bernet ef al. (1999). El mismo permite calcular el indice del 6rgano (lorg) mediante

una cuantificacion estandarizada del dafio en un 6rgano especifico (Ecuacion N°8).

Iorg = Zpr Zalt(aorg x pr x alt X Worg x pr x alt) Ecuacion N°8

donde org es el drgano bajo andlisis (en este caso, el higado); pr es el patron de reaccion;
alt es la alteracion; o es la puntuacion, la cual tiene valores de 0, 2, 4 o 6 para 4 niveles
de grado del dafo: nulo, leve, moderado o severo, respectivamente; y w es el factor de
importancia, el cual toma valores de 1, 2 o 3 clasificando al dafio en 3 niveles de

importancia patologica: minima, moderada o severa, respectivamente.

Cuantificacion de EEz en agua

Las concentraciones reales de EE: en el agua de prueba se identificaron y cuantificaron
por HPLC-MS/MS, luego de extraccion en SPE, utilizando el método mencionado en el

Capitulo N°3 de la presente tesis.

Analisis de datos

Se realizd un Analisis de Variancia (ANOVA) para evaluar diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) inducidas por la exposicion a EE» sobre el largo estandar, peso
corporal, factor de condicion, R4, R6, indice de elongacidn, indice gonopodial y organ
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index luego de comprobar los supuestos de normalidad y homocedasticidad usando la
prueba de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Cuando los efectos fueron
significativos, se realizd la prueba de Tukey para estimar diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos por comparaciones post hoc. A su vez, se realizd una
tabla de contingencias para comparar porcentajes y frecuencias mediante la prueba de y°.
También se realiz6 la prueba de la mediana para analizar los puntos finales evaluados
sobre la histologia gonadal, debido a que estos datos no se distribuyeron normalmente.
Los valores de LOEC (del inglés, Lowest-Observed-Effect Concentration) y NOEC (del
inglés, No-Observed-Effect Concentration) fueron estimados a partir de la minima y
maxima concentracion evaluada que mostrara o no, diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control, respectivamente. Todos los analisis fueron

realizados utilizando el software Prism 5.1 para Windows (GraphPad Software®).

Resultados

Concentracion de EE:z en agua
Las curvas de calibracion area-concentracion se obtuvieron obtenidas a partir del
fraccionamiento del estandar de EE» en los iones m/z 295,25; 267,17 y 277,17, los cuales

corresponden al ion precursor y los iones producto bajo las condiciones analizadas,

respectivamente (Figura 73).
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Figura 73. Curvas de calibracion area-concentracion utilizadas para describir el fraccionamiento
de una solucion estandar de EE>. A: molécula desprotonada m/z 295,25 para i6n precursor del
EE»; B-C: los iones producto fueron m/z 267,17 y m/z 262,25. El ién m/z 267,17 fue usado para

cuantificacion de EE; en muestras de agua.
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Aunque se observaron algunas variaciones en las concentraciones de EE; medidas en las
muestras de agua tomadas luego de la renovacion del medio, se obtuvieron valores de
concentracion entre 88% y 113% del valor nominal (Tabla 10). No se detecté EE> en

ninguna réplica del tratamiento control durante todo el periodo de exposicion.

Tabla 10. Media (= desviacidon estdndar) de las concentraciones de EE:

medidas en el medio de cada tratamiento del Experimento N°2.

Concentracion nominal Concentracion medida (ng/L)
Control ND
20 ng/L 21,1 £11,5
100 ng/L 113,1 £8,8
200 ng/LL 176,1 £3,2

ND: concentracién no detectable

Mortalidad, factor de condicion y morfologia del gonopodio

Al final de ambos experimentos, el porcentaje de mortalidad fue de 12,5% y 21,9%,
respectivamente, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos de EE> y el control. El largo estdndar tampoco se vio afectado por la
exposicion a EE>. Aunque en el Experimento N°2, se observd que el promedio del peso
corporal aument6 en forma concentracion-dependiente por la exposicion a EE, no se
observaron diferencias significativas. Particularmente, se evidencid6 un efecto
concentracion-dependiente inducido por EE2 (ANOVA, p = 0,043) sobre el factor de
condicion, siendo significativamente mayor en los ejemplares expuestos durante 8

semanas a 200 ng/L y durante 16 semanas a 100 ng/L (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores promedios (+ desviacion estandar) de mortalidad, tamafio, condicion y parametros e indices de la morfologia del gonopodio

en machos adultos de C. decemmaculatus expuestos a las diferentes concentraciones de EE> en los Experimentos N°1 y N°2.

. . Réplica Parametro
Experimento Tratamiento
(n)*  Mortalidad (%) LE (mm) Peso (mg) K R4 (mm) R6 (mm) IG (%) IE
Control (15) 13,3 20,1 +1,3 sd sd 83+1,0 3,6+0,6 414+29 2,3+0,2
1 20 ng/L (15) 20,0 20,9+1,2 sd sd 82+0,5 3,604 392+22 23+0,1
200 ng/L (15) 26,7 20,9 +1,3 sd sd 85+0,7 3,604 40,9+2.2 24+0,1
Control A (16) 25,0 21,2+1,9 134,0£35,1 1,38+0,21 85+0,9 39+0,6 39,9+1.1 22+0,2
B (16) 18,8 20,8+ 1,9 122,0£36,5 1,31+0,13 83+0,6 3,8+0,1 40,1+£3.3 22+0,2
20 ng/L A (16) 25,0 21,6 1,7 138,6+33,2 1,34+0,10 87+08 4,0+0,4 402+3.1 22+0,1
5 B (16) 12,5 21,1 +£2,1 136,7+442 1,42+0,24 85+1,0 4,0+£05 404=+29 2,1+0,1
100 ng/L A (16) 12,5 20,1 1,0 135,1+28,8 1,45+0,19* 85+0,7 3,9+0,3 404+2.6 22+0,1
B (16) 12,5 21,0£1,9 143,6+35,0 1,53+0,18* 85+0,9 3,9+0,5 40,8+3.3 22+0,1
200 ng/L A (16) 18,8 219+2,1 1552+48,0 1,45+0,15% 85+0,6 4,0+04 39,032 2,1+0,1
B (16) 12,5 21,5+2,7 150,7+53,5 1,46+0,09* 85+0,9 4,0+0,5 39,8+4.3 2,1£0,1

LE: largo estandar, K: factor de condicion, R4 y R6: longitud de los radios 4 y 6 de la aleta anal, IG: indice gonopodial, IE: indice de
elongacion, sd: sin datos. Asterisco (*) indica diferencias estadisticamente significativas con respecto al tratamiento control (p<0,05).
4 Numero inicial de peces expuestos en cada réplica.
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La Figura 74 muestra las estructuras dseas y cartilaginosas del gonopodio de un macho
adulto. Al finalizar los experimentos, en todos los tratamientos los machos adultos
presentaron un gonopodio completamente desarrollado con sierras, ganchos y cirros.
Ninguno de los pardmetros morfoldgicos evaluados o indices calculados fue afectado por

la exposicion crénica a EEo.

Segmento

Figura 74. Aleta anal representativa de un macho adulto control de Cresterodon decemmaculatus
coloreado in tofo. Las estructuras Oseas y cartilaginosas fueron coloreadas con Alizarin Red y
Alcian Blue, respectivamente. La numeracion de los radios de la aleta (R) aumenta en sentido
ventral-dorsal. A: anterior; P: posterior; V: ventral; D: dorsal; S: sierras; G: ganchos; C: cirros

(Barra =1 mm).

Histologia gonadal

Las imagenes ilustrativas de la histologia del testiculo de machos adultos de C.
decemmaculatus expuestos a las distintas concentraciones de EE; evaluadas y del grupo
control se muestran en las Figuras 75, 76, 77 y 78. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas (»>0,05) en ninguno de los dos experimentos entre los
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peces expuestos a 20 ng/L y los del grupo control (Figura 75A y B). Para ellos, las
caracteristicas histologicas de los testiculos de machos adultos fueron las mismas que
describieron previamente Parenti et al. (2010). Los testiculos se encontraron localizados
en el centro de la cavidad corporal y fusionados como un tnico 6rgano. El centro del
mismo estaba ocupado por espermatozeugmatas rodeadas por la sustancia eosinofila y
PAS-positiva descrita previamente. En este estadio gonadal, las espermatogonias y las

espermatidas estaban organizadas en cistos restringidos a la periferia del testiculo.

En los restantes tratamientos con EE», se observaron alteraciones de la histologia gonadal
en relacion concentracion-respuesta. Estas estuvieron caracterizadas por la induccion de
testis-ova y modificaciones de la histoarquitectura del testiculo. En un fase temprana de
la alteracion, se desarrollaron algunos oocitos primarios en la periferia de los testiculos
fusionados (Figura 76A y B). Esta etapa fue caracteristica de los peces expuestos a 100 y
200 ng/L durante 8 semanas o a 100 ng/L durante 16 semanas. En una fase intermedia, se
incremento el nimero de oocitos periféricos y los cistos con estadios inmaduros (gonias
indiferenciadas, espermatocitos y espermatidas). Ademas, se observd una proliferacion
de células intersticiales alrededor de las espermatozeugmatas, reemplazando la sustancia
PAS-positiva (Figura 77A y B). Tales cambios fueron observados en todos los peces
expuestos a 200 ng/LL durante 12 semanas y en algunos peces expuestos a esta
concentracion durante 16 semanas. La etapa de alteracion més avanzada, se caracterizo,
ademds de los cambios mencionados anteriormente, por un gran nimero de oocitos
ocupando la seccion central del testiculo, una marcada reduccion en el niimero de
espermatozeugmatas e hiperplasia del epitelio del ducto. Estas alteraciones s6lo fueron

observadas en los peces expuestos a 200 ng/L durante 16 semanas (Figura 78A y B).
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Figura 75. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus normal, observada en
el grupo control y grupo expuestos a 20 ng/L de EE; en semana 16. El recuadro punteado en el
panel A (aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor detalle en B (aumento = 200x).
Los asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosinéfila y PAS-positiva. T: testiculo; I:
intestino; M: musculo; Sc: cisto de espermatocitos; Sg: cisto de espermatogonias; St: cisto de
espermatidas; Sz: espermatozeugmata; DE: ducto eferente; Ce: células epiteliales del ducto

eferente (Barra = 50 pm).
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Figura 76. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de alteracion
temprana, observada en ejemplares expuestos a 100 ng/L de EE; en semana 8 y 16 0 200 ng/L en
semana 8. El recuadro punteado en el panel A (Aumento = 40x), representa el area mostrada con
mayor resolucion en B (Aumento = 200x). Las puntas de flechas muestran la ubicacion de los
oocitos primarios. Los asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosinofila y PAS-positiva. T:
testiculo; I: intestino; H: higado; Sz: espermatozeugmata; DE: ducto eferente; Ce: células

epiteliales del ducto eferente (Barra = 50 pm).
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Figura 77. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de alteracion
intermedia, obsevada en ejemplares expuestos a 200 ng/L EE, en semana 12 y 16. El recuadro
punteado en el panel A (Aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor resolucion en B
(Aumento = 200x). Las puntas de flechas muestran la ubicacion de los oocitos primarios. Los
asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosinofila y PAS-positiva. T: testiculo; I: intestino;
M: musculo; Cg: cisto de gonias; St: cisto de espermatidas; Sz: espermatozeugmata; DE: ducto

eferente; Ci: células intersticiales (Barra = 50 pm).
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Figura 78. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de alteracion
avanzada, observada en ejemplares expuestos a 200 ng/L de EE; s6lo en semana 16. El recuadro
punteado en el panel A (Aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor resolucion en B
(Aumento = 200x). Las puntas de flechas muestran la ubicacion de los oocitos primarios y
secundarios. Los asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosinofila y PAS-positiva. T:
testiculo; I: intestino; M: musculo; H: higado; Cg: cisto con gonias; St: cisto de espermatidas; Sz:

espermatozeugmata; Ce: células epiteliales del ducto eferente (Barra = 50 um).
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También se observd que 20% y 40% de los peces expuestos durante 8 semanas a 100 y
200 ng/L presentaron gonadas con festis-ova, respectivamente (Figura 79). Este efecto se
incrementd desde la semana 8 a la 16 y fue mayor en 200 ng/L que en 100 ng/L en la
semana 8. Estos valores pasaron de 0% en el control y en 20 ng/L hasta 62-75% en las
concentraciones de 100 y 200 ng/L. La mediana del porcentaje de peces expuestos a 100
y 200 ng/L que presentan festis-ova luego de 16 semanas de exposicion, fue
significativamente diferente con respecto al control (p<0,05). A su vez, los resultados del
analisis histologico cuantitativo de las gonadas realizado en la semana 16 de exposicion,
se muestran en la Figura 80. En la misma, se observa que tanto el nimero de oocitos por
testis-ova (A) como el porcentaje de cortes histolégicos con oocitos (B) fueron

significativamente mayores en los tratamientos de 100 y 200 ng/L (p<0,05).
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Figura 79. Porcentaje de intersexos de C. decemmaculatus en funcion de la concentracion de EE,

expuestos a durante 8 o 16 semanas (Experimento N°2).
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Figura 80. Cambios histoldgicos cuantitativos observados en las génadas de machos adultos de
C. decemmaculatus expuestos a EE, durante 16 semanas (Experimento N°2): (A) porcentaje de
cortes histologicos con presencia de oocitos en peces con festis-ova; (B) nimero de oocitos por
pez con festis-ova. Los valores presentados son la mediana del parametro. Las diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (prueba de la mediana, p<0,05) son indicadas

con letras diferentes.
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Daiio hepatico

Las alteraciones inducidas por EE; en el higado fueron similares en ambos experimentos.
En las Figuras 81-83 se muestran imagenes ilustrativas de la histologia hepatica normal
en machos adultos de C. decemmaculatus y en los ejemplares expuestos a 20 ng/L de EE»
hasta 16 semanas que no manifestaron diferencias significativas entre si (Figura 81A y
B). De un modo diferente, se encontraron diversas alteraciones histoldgicas en los peces
expuestos a 100 y 200 ng/L. El higado de los peces expuestos a 100 ng/L. durante 16
semanas (Figura 82A, B y C), se caracterizo por presentar un aumento de la retencion de
lipidos intracelulares de los hepatocitos (esteatosis macrovesicular) y la necrosis celular,
caracterizada por células con citoplasma claramente acidofilo y nucleo picndtico o
incluso ausente, alteraciones descritas previamente por Levin et al. (1999). Por otra parte,
se observaron alteraciones en peces expuestos a 200 ng/L durante 16 semanas (Figura 83)
caracterizadas por una marcada esteatosis asociada a degeneracion cistica dada por la
aparicion de cistos multilobulados rodeados por septos finos llenos de un floculento
material eosinéfilo con la consecuente perturbacion de la organizacion acinar, anomalias

previamente descritas por Thoolen et al. (2010).
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Figura 81. Histologia hepatica normal en machos adultos de C. decemmaculatus, observada en
los ejemplares del grupo control y en aquellos expuestos a 20 ng/L de EE, durante 8 y hasta 16
semanas. Estos cortes histologicos fueron coloreados con hematoxilina-eosina. El recuadro
punteado en el panel A (aumento = 40x), representa el drea mostrada con mayor detalle en B

(aumento = 200x). H: higado; I: intestino; T: testiculo; Hep: hepatocito (Barra = 50 pm).
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Figura 82. Histologia hepatica de machos adultos de C. decemmaculatus con alteracion leve,
observada en ejemplares expuestos a 100 ng/L de EE; durante 16 semanas o 200 ng/L durante 8
semanas. Los cortes histologicos de los paneles A y B fueron coloreados con hematoxilina-eosina,
mientras que los cortes del panel C, fueron coloreados con PAS. El recuadro punteado en el panel
A (aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor detalle en B (aumento = 200x). Las

puntas de flechas indican la ubicacion de células en necrosis. H: higado; I: intestino; VL:

macrovesiculas lipidicas (Barra = 50 pm).
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Figura 83. Histologia hepatica de machos adultos de C. decemmaculatus con alteracion avanzada,
observada en ejemplares expuestos a 200 ng/L de EE, durante 16 semanas. Estos cortes
histologicos fueron coloreados con hematoxilina-eosina. El recuadro punteado en el panel A
(aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor detalle en B (aumento = 200x). Las
puntas de flechas indican la ubicacion de células en necrosis. H: higado; I: intestino; T: testiculo;

VL: macrovesiculas lipidicas; ME: material eosinofilo (Barra = 50 pm).
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El I,; hepatico fue afectado por la exposicion a EE; (ANOVA, p<0,001), como se
muestra en la Figura 84. El valor del indice s6lo fue significativamente mayor en los peces

expuestos a 200 ng/L durante 16 semanas, respecto a los peces del tratamiento control

(Tukey, p<0,001).
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Figura 84. Dafio hepatico en machos adultos de C. decemmaculatus luego de 16 semanas de
exposicion a EE,. Se muestran valores promedios (+ error estandar) del /.., (del inglés, organ
index). Los asteriscos (***) indican diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos con EE; y el control (»p<0,001).

Puntos finales ecotoxicologicos

Los valores estimados de NOEC y LOEC del factor de condicion, de histologia gonadal
y del I,-; hepatico para los tiempos de exposicion correspondientes a la semana 8 y 16, se
muestran en la Tabla 12. Entre los puntos finales evaluados, el porcentaje de peces con
testis-ova resulté la variable mas sensible, la cual respondié tempranamente (semana 8 de
exposicion) en la concentracion intermedia (100 ng/L). Fue necesario el tiempo mas
prolongado de exposiciéon (16 semanas) para obtener una respuesta del factor de

condicion en la misma concentracion y del /o, hepatico en la més alta concentracion
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testeada (200 ng/L). Aunque cabe resaltar que algunas alteraciones histologicas que
componen este indice de daflo comenzaron a responder en 100 ng/L, como por ejemplo

la esteatosis macrovesicular.

Tabla 12. Valores de NOEC y LOEC estimados en machos adultos de C. decemmaculatus

expuestos a EE».

8 semanas 16 semanas
Punto final NOEC LOEC NOEC LOEC
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
K 200 - 20 100
Porcentaje de peces intersexos 20 100 20 100
Lor¢ Hepatico nd nd 100 200

K: factor de condicion; nd: no determinado.

Discusion

Los poecilidos han sido ampliamente utilizados en todo el mundo para evaluar efectos de
EDCs debido a su marcado dimorfismo sexual. Sin embargo, las especies Sudamericanas
de esta familia han sido pobremente exploradas para la evaluacion de tales efectos y por
lo tanto se desconoce su sensibilidad a EDCs. En el presente capitulo se evaluaron los
efectos sobre la morfologia del gonopodio, la histologia gonadal y hepéatica de machos
adultos de C. decemmaculatus expuestos a un xenoestrogeno modelo por via de
exposicion acuatica, teniendo en cuenta concentraciones de interés toxicologico y

ambiental.

La induccion de testis-ova inducido por la exposicion a EE> en machos adultos fue el
hallazgo mas significativo en este capitulo. Dicho proceso tuvo una respuesta tiempo- y
concentracion-dependiente, el cual procede gradualmente desde la aparicion de algunos
oocitos primarios en la periferia del testiculo hasta la alteracion de toda la
histoarquitectura de la génada. Se modificaron tanto el nimero y proporcion de cada tipo
de gameta, como asi también el de las células somaticas, como por ejemplo las células
intersticiales y las del epitelio del ducto eferente. Estas alteraciones podrian llegar a

producir una eventual discapacidad reproductiva de los machos. La induccion de
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intersexos por xenoestrogenos se encuentran documentadas en diferentes especies de
peces gonocoricos de Europa (Rutilus rutilus, Gobio gobio, Platichthys flesus, Xiphias
gladius) e incluso hay antecedentes en Sudamérica (Astyanax scabripinnis) (Nolan et al.,
2001; Rodgers-Gray et al., 2001; Kirby et al., 2004; Pereira de Sa et al., 2008). Existen
antecedentes de alteraciones histologicas de poecilidos expuestos a EDCs (Elias ef al.,
2007; Costa et al., 2010; Kaptaner y Unal, 2011), sin embargo, solo se ha documentado
previamente la induccion de intersexos en ejemplares de G. affinis expuestos al androgeno
17p-trembolona (Sone et al., 2005). Por lo tanto, considerando la literatura disponible,
este seria el primer estudio documentando la induccion de intersexos causada por la
exposicion a estrogenos en poecilidos a nivel mundial, sugeririendo que esta respuesta

podria ser hallada en otras especies de la familia.

El dafio hepatico, indicado por /.4, fue otro importante efecto inducido por EE> en machos
adultos de C. decemmaculatus, el cual respondid en forma concentracién y tiempo
dependiente. Las alteraciones observadas comenzaron con una leve esteatosis
macrovesicular y necrosis celular (como, por ejemplo, algunas células apoptoticas
aisladas), y luego se observo un progresivo incremento de la esteatosis macrovesicular
con degeneracion cistica en diversos sectores del higado lleno de un material eosinéfilo
floculante. La esteatosis inducida por EE> en machos juveniles de Etheostoma caeruleum
(Elias et al., 2007) y por 17f-estradiol (E2) en machos de Rhamdia quelen (Costa et al.,
2010) ha sido previamente documentada. Ademads, se han observado hepatocitos
apoptdticos (considerados como una forma de necrosis) inducidos por la exposicion a EE;
en Oryzias latipes y Chalcalburnus tarichi (Weber et al., 2004; Kaptaner y Unal, 2011).
De acuerdo con estos estudios, el incremento en el contenido de lipidos podria deberse a
la sintesis de lipoproteinas inducidas por estrégenos, las cuales se encuentran
involucradas en la produccion de vitelogenina y vitelo. También se ha documentado la
degeneracion y la necrosis de los hepatocitos de ratas alimentadas con altas
concentraciones de EE> (Pandey et al., 2011). Ademas, se ha interpretado a la necrosis
celular (ej. por apoptosis) como un efecto directo de hepatotoxicidad inducida por EE,.
La alteracion de la estructura de los cistos no ha sido previamente documentada en peces
expuestos a EE;. Sin embargo, este efecto fue descripto en ratas expuestas a otro tipo de
xenobioticos. A pesar de ello, el mecanismo de este proceso patoldgico no se encuentra
completamente comprendido. Esto podria ocurrir como una consecuencia indirecta de la

exposicion a EE; debido a la sintesis y acumulacion anormal de vitelogenina. Sin
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embargo, serdn necesarios futuros estudios para comprender dicho proceso

histopatologico.

El factor de condicion fue otro parametro bioldgico de interés que result6 afectado en la
maxima concentracion de EE; testeada (200 ng/L). En la mayoria de los estudios
realizados con otras especies de peces expuestas a EE», se han publicado la pérdida de
peso y de condicidon como respuestas que son afectadas por este compuesto (Metcalfe et
al., 2001; Pawlowski et al., 2004). Sin embargo, el incremento en el factor de condicion
de machos de C. decemmaculatus observado en este estudio, pareceria ser una respuesta
especifica de la especie, dada probablemente por un efecto anabdlico del EE». Por lo tanto,
en este caso el incremento en el factor de condicion seria entendido como un dafio en la

salud de los peces (peces gordos y enfermos).

Entre todas las respuestas biologicas estudiadas, los resultados mas inesperados fueron
aquellos relacionados con la morfologia del gonopodio. De acuerdo con los resultados
obtenidos en el presente estudio, el gonopodio completamente desarrollado de un macho
adulto de C. decemmaculatus pareceria ser totalmente insensible a un potente compuesto
estrogénico como el EE;, incluso en concentraciones relativamente elevadas tales como
las halladas en efluentes cloacales. Se ha documentado que el desarrollo del gonopodio
en otras especies de poecilidos se encuentra regulado hormonalmente (Ogino et al., 2004;
Offen et al., 2013). Consecuentemente, diversos autores han utilizado las caracteristicas
morfolédgicas de la aleta anal para evaluar respuestas a la exposicion a EDCs. Por ejemplo,
se ha visto que el gen sonic hedgehog (S%4), inducido por los receptores de androgenos,
se encuentra involucrado en el desarrollo del gonopodio y que la exposicion a un agonista
de androgenos fue capaz de modular dicho mecanismo (Ogino et al., 2004). Aunque
menos estudiado, también se ha documentado que el desarrollo del gonopodio puede ser
alterado por exposicion a compuestos estrogénicos. Tanto EE> como Ez han demostrado
su capacidad de alterar el desarrollo del gonopodio y la talla en machos juveniles de
Gambusia affinis y G. holbrooki (Doyle y Lim, 2002; Angus et al., 2005). Sin embargo,
al igual que en este estudio, cuando se expusieron machos adultos de G. affinis a E2 no se
han observado alteraciones del gonopodio completamente formado (Doyle y Lim, 2005).
Teniendo en cuenta estos antecedentes y los resultados obtenidos en la presente tesis, la
ventana de sensibilidad pareceria ser critica para las respuestas a nivel del gonopodio en
poecilidos y que, una vez que se haya desarrollado, el gonopodio se torna insensible a los
estrogenos. Esto es coherente con los resultados obtenidos en el Capitulo N°3.
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Desde una perspectiva ambiental, los puntos finales ecotoxicoldgicos tales como NOEC
y LOEC son parametros utiles para la evaluacion de potenciales riesgos de contaminantes
sobre los ecosistemas acudticos. De acuerdo con los valores de NOEC y LOEC de los
puntos finales estimados, la respuesta bioldgica mas sensible resulto ser la induccion de
intersexos, considerando tanto el tiempo de exposicion como la concentracion. Luego de
8 semanas de exposicion, se obtuvieron valores de 20 y 100 ng/L para NOEC y LOEC
respectivamente. Las concentraciones de EE> reportadas para efluentes cloacales y
cuerpos de agua receptores en el area de distribucion de C. decemmaculatus en Argentina
fueron de 187 y 43 ng/L, respectivamente (Valdés et al., 2015). Ademas, las méximas
concentraciones halladas en aguas superficiales de Brasil, otro pais latinoamericano,
fueron de 54,0 y 63,8 ng/L (Moreira et al., 2011). Por lo tanto, seria esperable que, en
cursos de agua con caudales bajos y receptores de descargas cloacales, se pudieran
encontrar machos adultos de C. decemmaculatus externamente normales, pero con testis-
ova. Recientemente, Zambrano et al. (2018) han muestreado machos adultos de C.
decemmaculatus en sitios del Rio Suquia (Cérdoba, Argentina) donde se ha detectado la
presencia de compuestos estrogénicos (Valdés ef al. (2014). En dicho estudio, mostraron
la relacion de la baja calidad del agua con diversos parametros de condicion general y de

la morfologia del gonopodio, asi como también con la histologia hepatica.

En conclusion, el presente capitulo de tesis muestra por primera vez que la gonada y el
higado de machos adultos C. decemmaculatus son sensibles a EE;. Sin embargo, el
gonopodio completamente desarrollado ha sido insensible a la accion del xenoestrogeno.
Es importante resaltar que, entre los diferentes puntos finales evaluados, s6lo los
testiculos fueron afectados por concentraciones usualmente encontradas en efluentes

cloacales.
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DISCUSION GENERAL
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Como se ha mencionado previamente, Cnesterodon decemmaculatus es una especie
nativa ampliamente distribuida en cuerpos de agua dulce de Argentina, Brasil y Uruguay
(Froese y Pauly, 2018) y ha sido utilizada en diversos estudios ecotoxicoldgicos, tales
como bioensayos de letalidad y subletalidad (biomarcadores de estrés oxidativo,
genotoxicidad y bioquimicos) (de la Torre et al., 1997; de la Torre et al., 2005;
Carriquiriborde et al., 2007; Candioti et al., 2010). A su vez, presenta la ventaja de ser un
organismo que puede ser facilmente mantenido bajo condiciones controladas de

laboratorio (Somma et al., 2011).

En cuanto a la biologia reproductiva, se sabe que C. decemmaculatus es ovovivipara y
posee dimorfismo sexual. Ademas, la estructura de las gonadas de los adultos ha sido
detalladamente descripta, particularmente en machos (Siccardi, 1954; Sotelo y Trujillo-
Cenodz, 1958; Parenti et al., 2010). Sin embargo, hasta el momento, no habia sido descrito

el proceso de diferenciacion sexual en esta especie.

En este marco, uno de los aportes importantes de esta tesis ha sido que por primera vez
se ha descrito el desarrollo gonadal desde etapas tempranas, encontrando que en todos los
individuos las gonadas de C. decemmaculatus ya se encuentran diferenciadas, como
ovarios o testiculos, al momento del nacimiento. Comparando con lo estudiado en otras
especies de poecilidos, se encontr6 un solo trabajo en el que se habia descrito el mismo
fenomeno para G. affinis (Koya et al., 2003). Sin embargo, estos autores describieron
que, durante la embriogénesis, primero se observan s6lo oocitos primarios en todas las
gbnadas y luego, en el caso del desarrollo testicular, estos oocitos regresionan a medida
que se desarrollan elementos de la linea testicular. A este proceso, Koya ef al. (2003) lo
denominaron como hermafroditismo temporal, mientras que anteriormente, Devlin y
Nagahama (2002) lo llamaron “desarrollo indiferenciado”, denominacioén que se utiliza
actualmente. Dado que en la presente tesis solo se estudiaron las etapas de desarrollo
gonadal desde el nacimiento y no durante las etapas de gestacion, se desconoce si en C.
decemmaculatus sucede un proceso similar. Sin dudas, ello resulta un tema interesante
para futuros estudios. Ademas, en el presente estudio se observé que la relacion de sexos
verificada mediante histologia gonadal, mostr6 un niimero equivalente de machos y de
hembras, conduciendo a pensar que el sexo gonadal en C. decemmaculatus estaria

determinado genéticamente.
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Desde un punto de vista practico, conocer que al momento de nacer los individuos ya se
encuentran sexualmente diferenciados, resulta de gran relevancia dado que ello indicaria
que en individuos recién nacidos ya pueden encontrarse activadas vias de regulacion
endocrina dimorficas que puedan responder de modo diferencial a contaminantes que
actuen sobre tal sistema, y en el marco de esta tesis, contribuye a interpretar los resultados

obtenidos en los ensayos de exposicion a EE> durante etapas tempanas.

En cuanto al proceso de desarrollo de las gonadas de C. decemmaculatus desde el
nacimiento y hasta la madurez sexual, se observé que en ambos sexos las mismas primero
presentan dos lobulos independientes que posteriormente se fusionan formando un tnico
organo semejante al que ocurre en otras especies de poecilidos. Tal fenémeno ha sido
previamente descrito en Gambusia affinis, Xiphophorus maculatus, X. pygmaeus-
nigrensis 'y X. nigrensis (Kramer y Kallman, 1985; Koya et al., 2003). Describir por
primera vez dicho proceso en C decemmaculatus ha resultado indispensable para luego

poder identificar las alteraciones producto de las exposiciones a EE».

Conjuntamente con el desarrollo gonadal, se ha determinado por vez primera en este
estudio, el tiempo de diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios de C.
decemmaculatus, encontrando que dicho evento es extremadamente variable entre
individuos. El cardcter sexual secundario mas conspicuo en poecilidos es el gonopodio,
que como ya se mencionara en el Capitulo N°1, es el 6rgano copulador masculino, que se
origina a partir de una serie de cambios morfoldgicos que sufre la aleta anal. Las primeras
manifestaciones morfoldgicas del proceso implican el engrosamiento del tercer radio y la
elongacion de los radios tercero, cuarto y quinto. El proceso es semejante al previamente
documentado en detalle para G. affinis (Turner, 1941a). Debido a la trasformacion de la
aleta anal, el fenotipo macho de C. decemmaculatus puede ser identificado antes que el
fenotipo hembra, al formarse el primordio gonopodial. Sin embargo, en este estudio se
demostrd que, tanto para el desarrollo del gonopodio como para el de las gonadas, el
tamafio del individuo tiene mayor importancia que la edad. Observaciones semejantes
han sido documentadas para el desarrollo gonadal y los caracteres sexuales secundarios
de otras especies de peces (Fuiman et al., 1998; Adriaens y Verraes, 2002; Sele y Pittman,
2010). Un ejemplo de esto es lo documentado en especies como el pejerrey, Odontesthes
bonariensis, donde el proceso de diferenciacion gonadal también estd intimamente ligado
al crecimiento (Karube et al., 2007; Chalde ef al., 2011). Esto es sumamente importante
porque permite advertir que, en ambientes naturales, seria posible encontrar ejemplares
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de C. decemmaculatus indiferenciados que probablemente han nacido antes que otros
individuos completamente diferenciados y que por tanto el reconocimiento de las
diferentes cohortes en estudios a campo no resultaria trivial. Se desconoce la razon por la
cual algunos individuos crecen y se desarrollan mas rapido que otros, pero algunas
observaciones realizadas durante esta tesis sugeririan la existencia de una cierta
dominancia entre indviduos, encontrando ejemplares dominantes y subordinados, de un

modo equivalente al previamente descrito para Xiphophorus variatus (Borowsky, 1973).

En la presente tesis, se han propuesto cinco estadios de desarrollo del ovario y del
testiculo de C. decemmaculatus y se establecid una relacion con distintos parametros de
condicién general y de desarrollo del gonopodio. De la misma manera, en otras especies
de poecilidos se han publicado descripciones de los estadios del desarrollo gonadal (Van
den Hurk, 1974), de los estadios de la morfogénesis de la aleta anal (Kramer y Kallman,
1985) y de la relacion entre estos parametros (Schreibman et al., 1982). La relacion entre
el desarrollo de las gonadas con el momento en que se manifiestan los caracteres sexuales
secundarios nos permite comprender como ocurre el desarrollo sexual, aunque ain
faltarian nuevos estudios para dilucidar qué posibles mecanismos fisioldgicos y

moleculares se encuentran involucrados.

La diferenciacion gonadal y el establecimiento de los caracteres sexuales secundarios se
encuentra regulada por las hormonas sexuales, entre ellas los estrogenos. Por ello, el
desarrollo gonadal y gonopodial podrian ser susceptibles de ser alterados por la
exposicion a contaminantes ambientales con acividad estrogénica. En esta tesis se
seleccion6 al 17a-etinilestradiol (EE2) como un xenoestrogenos de referencia. Entre los
efectos observados se registr6 no solo un retraso sino también la interrupcion del
desarrollo del gonopodio de C. decemmaculatus en los ejemplares expuestos a EE> desde
etapas tempranas, mientras que no se encontraron efectos sobre esta estructura en machos
adultos. Se ha demostrado en G. affinis que los androgenos juegan un papel muy
importante en etapas tempranas del desarrollo del gonopodio (Ogino et al., 2004; Ogino
et al., 2018). Por lo tanto, resulta razonable que exposiciones a xenoestrogenos durante
estas etapas del ciclo de vida, interfieran con el balance entre androégenos y estrogenos y
afecten la morfogénesis del gonopodio. En este sentido, diversos autores han publicado
alteraciones morfoldgicas del gonopodio en poecilidos machos de otras especies,
expuestos a compuestos estrogénicos (Toft y Baatrup, 2001, 2003; Toft et al., 2003). Por
ejemplo, experimentos bajo condiciones de flujo continuo, han demostrado que juveniles
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de G. holbrooki expuestos a concentraciones iguales o mayores a 100 ng/LL de E> durante
84 dias, evidencian un acortamiento del gonopodio y una reduccién de la relacion en la
longitud entre el cuarto y sexto radio (Doyle y Lim, 2002). Sin embargo, la ausencia de
efectos del EE> sobre el gonopodio de machos adultos en C. decemmaculatus estuvo
acorde con los resultados obtenidos por Doyle y Lim (2005), quienes expusieron machos
adultos de G. holbrooki a E> durante 84 dias. Ello indicaria que, una vez que se encuentra
completamente formada, esta estructura resulta insensible a la accion de los EDCs. Esto
podria deberse a la imposibilidad de revertirse la longitud del gonopodio, luego de que
ocurra la osificacion de los radios. El indice gonopodial, ha sido utilizado para evidenciar
la masculinizacion de hembras de Gambusia holbrooki, Heterandria formosa y Poecilia
latipinna, expuestas a efluentes de pulpa de celulosa en USA (Bortone y Cody, 1999).
Recientemente, también se ha utilizado para documentar el hallazgo de hembras
masculinizadas de C. decemmaculatus que habitaban en aguas superficiales de Uruguay

(Vidal et al., 2018).

Uno de los principales hallazgos en esta tesis fue la induccion de intersexos o testis-ova
en ejemplares de C. decemmaculatus expuestos a EE>. Este efecto ha sido bien
documentado en diversas especies de peces. Por ejemplo, en Danio rerio, expuesto
cronicamente a bajas concentraciones de EE> desde estadios de vida tempranos (Nash et
al.,2004), o también en Rutilus rutilus L. expuestos a efluentes cloacales (Rodgers-Gray
et al., 2001). A su vez, se ha publicado la aparicion de intersexos en capturas realizadas
en ambientes naturales del Reino Unido en poblaciones de R. rutilus L. (Jobling et al.,
1998; Nolan et al., 2001), Gobio gobio (van Aerle et al., 2001), Platichthys flesus (Kirby
et al., 2004) y Cyprinus carpio (Solé et al., 2003), en Xiphias gladius en el Mar
Mediterraneo (De Metrio et al., 2003) y en Astyanax scabripinnis en Brasil (Pereira de
S4 et al., 2008). En contraposicion, ninguna de las publicaciones disponibles en las que
diversos autores evaluaron histologia gonadal de poecilidos expuestos a compuestos

estrogénicos, se detectaron intersexos (Leusch et al., 2006).

En los experimentos de juveniles de C. decemmaculatus expuestos a EE», se encontraron
efectos sobre la supervivencia, el crecimiento, la histologia gonadal y la proporcion de
sexos. Inesperadamente, se observd también que el EE> fue capaz de inducir una
pigmentacion externa en la region perianal. Una posible explicacion, seria que los
compuestos estrogénicos estén induciendo la sintesis de melanina en las células
epiteliales que rodean la zona anal. En células epiteliales humanas, se ha demostrado que
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la melanogénesis puede ser inducida por accion directa de estrégenos enddgenos (E2) y
exogenos (EEz) (Natale et al., 2016; Snyder et al., 2017). También se sabe que estos
esteroides sexuales pueden inducir la melanogénesis via sefializacion de cAMP por uniéon
a GPER, un receptor de estrégenos acoplado a la proteina G (Filardo et al., 2002; Natale
et al.,2016). Futuros estudios podrian contribuir a explicar los mecanismos por los cuales
los estrogenos inducen dicha pigmentacion de las células que rodean la zona perianal de
C. decemmaculatus. Tal manifestacion fenotipica resultaria de gran utilidad en estudios
ecotoxicologicos como un potencial biomarcador de exposicion a este tipo de
compuestos. Estudios preliminares realizados a campo en el marco de esta tesis,
detectaron la presencia de dicha pigmentacion en poblaciones de C. decemmaclatus que
habitaban cursos de agua receptores de descarga de efluentes cloacales, con una
frecuencia cercana al 30%. Sin embargo, dichos animales no mostraron alteraciones ni en

la gobnada ni en el gonopodio.

Desde un punto de vista ecotoxicoldgico, contar con puntos finales estadisticos tales
como CLso, CEso, NOEC y LOEC, resulta de gran utilidad dado que permite comparar
los efectos adversos observados en los organismos y las concentraciones de los EDCs
encontradas en el ambiente. Tal informacion resulta un insumo indispensable en las
evaluaciones de riesgo ecotoxicoldgico. En los machos adultos, la induccion de intersexos
por la exposicion a EE> arrojo valores de NOEC y LOEC de 20 y 100 ng/L,
respectivamente. Estos valores se encuentran en el mismo orden de magnitud que los
reportados en estudios previos donde evaluaron efectos sobre la relacion entre el largo
del cuarto y sexto radio del gonopodio en G. holbrooki (Doyle y Lim, 2002). En
Argentina, se ha detectado simultaneaente la presencia de diferentes compuestos
estrogénicos en aguas, efluentes y sedimentos. Por tanto, la potencia estrogénica total de
dichas mezclas seria mayor que la de cada compuesto individualmente (Tabla 13). Entre
las sustancias encontradas se incluyen E; (Valdés et al., 2014), E> (Valdés et al., 2015),
EE> (Martinez et al., 2010; Martinez ef al., 2012; Valdés et al., 2015; Scala-Benuzzi et
al., 2018) y NF (Babay et al., 2008; Babay et al., 2014). Por ejemplo, en la Region
Pampeana se han determinado concentraciones de EE» entre 43 y 187 ng/L, tanto en aguas
receptoras como en efluentes cloacales crudos, respectivamente (Valdés et al., 2015). El
LOEC para las alteraciones observadas a nivel de la histologia gonadal y la aparicion de
la pigmentacion en la zona perianal en ejemplares de C. decemmaculatus en estadios de

desarrollo temprano fue de 30 ng/L, por tanto, las concentraciones de este compuesto en
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aguas superficiales superarian dichos valores. Incluso la CEso-13 semanas para la
pigmentacion en la zona perianal, se encuentra en valores de 39,3 ng/L. También, la CLso-
13 semanas estimada fue de 109,9 ng/L de EE, la cual se encuentra entre las
concentraciones halladas en los cuerpos de agua receptores y los efluentes. Por otro lado,
cuando se observa el valor de NOEC estimado para la aparicion de oocitos en el testiculo
de machos adultos, se puede mencionar que éste se encontraba por debajo de los valores
maximos reportados para aguas receptoras en los ambientes donde habita C.
decemmaculatus. En el caso del valor de LOEC, ha sido superior a las concentraciones
ambientales. Todo esto estimaria una baja probabilidad de hallar efectos para ejemplares
adultos en estos cuerpos de agua, pero una elevada probabilidad de hallar efectos de

compuestos estrogénicos expuestos desde estadios tempranos del ciclo de vida.

Finalmente, las alteraciones inducidas a nivel de la gbnada de los machos adultos (zestis-
ova) y del desarrollo de los juveniles por el xenoestrogeno modelo estudiado, muestran a
C. decemmaculatus como una especie util para el desarrollo de bioensayos de laboratorio
dirigido a estudiar efectos estrogénicos, empleando dichas respuestas como puntos finales
de evaluacion. Algunos organismos internacionales de normalizacion como la OECD,
han propuesto una diversidad de bioensayos destinados a evaluar los efectos de EDCs
sobre peces (Hutchinson et al., 2003; Hutchinson et al., 2006). Sin embargo, Argentina
no cuenta con este tipo de herramientas ecotoxicoldgicas con peces nativos. Los puntos
finales propuestos para C. decemmaculatus presentan la ventaja de ser muy relevantes
desde un punto de vista bioldgico y ecologico, ya que si la reproduccion se encuentra
comprometida, esto puede llevar incluso al colapso poblacional, tal como fuera reportado
para otra especie de peces (Kidd ef al., 2007). Otra ventaja para destacar es que, para
evaluar estos puntos finales, relacionados a la histologia y los pardmetros morfologicos
externos, no se requiere de gran infraestructura o equipamiento sofisticado, resultando
relativamente econdmico en términos de costo-beneficio. Sin embargo, una desventaja
que se puede mencionar es el tiempo que se requiere para determinar este tipo de efectos.
Por ello, seria interesante que futuros estudios aborden los mecanismos moleculares por
los cuales ocurren tales efectos, tal como los bioensayos propuestos por Scholz y Mayer
(2008). Tal aproximacion permitiria acortar los tiempos de evaluacién, aunque
aumentarian los costos en reactivos, equipamiento, infraestructura y personal altamente

especializado necesarios para realizarlos.
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La utilizacién de peces nativos como organismos de prueba, en comparacion con especies

exodticas modelo, suele presentar la dificultad asociada a que para la mayoria de ellos se

desconocen varios aspectos de su biologia reproductiva y se cuenta con herramientas

bioquimicas (ej. anticuerpos) y moleculares (ej. secuencias de genes de interés). Sin

embargo, presenta la gran ventaja vinculada a que permiten comparar directamente los

efectos observados en el laboratorio con aquellos que se manifiestan en los individuos

que naturalmente habitan en los cuerpos de agua de la region, evitando asi las

extrapolaciones y la introduccion de especies.

Tabla 13. Estadistica descriptiva de las concentraciones de compuestos estrogénicos

publicadas en distintas matrices ambientales de Argentina.

Matriz ‘ Estadistica descriptiva

ambiental Compuesto Unidades n  Media (£ DE) Mediana Minimo Maximo

Agua Ei ng/L 1 6 6 6 6

superficial E ng/L 1 369 369 369 369
EE» ng/L 14 10,2+10,1 7,7 2,8 43,0
NF pg/L 13 3.8+72 1,6 0,1 27,0

Agua de

consumo EE» ng/L 3 2,0£0,3 2,1 1,6 2,2

Efluente E» ng/L 3 307,7+281,0 170 122 631

cloacal EE» ng/L 3 110,7+66,5 80 65 187
NF ng/L 2 21,0 £ 19,8 21 7 35

Sedimento NF ug/kg 11 1206,5+1830,1 544 21 6359

Ei: estrona; E;: 17B-estradiol; EE;: 17a-etinilestradiol; NF: 4-nonilfenol. Elaboracion propia en base a

los antecedentes reportados por Babay et al. (2008), Babay ef al. (2014), Martinez et al. (2010), Martinez
et al. (2012), Scala-Benuzzi et al. (2018) y Valdés et al. (2015).
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CONCLUSIONES GENERALES

En la presente tesis, se logro describir el desarrollo de las gonadas y del gonopodio de

C. decemmaculatus, lo cual permitio evaluar luego como es éste afectado por

perturbadores endocrinos con actividad estrogénica en distintos momentos del ciclo de

vida. A su vez, se lograron identificar respuestas biologicas utiles para evaluar

perturbacion estrogénica en estudios ecotoxicoldgicos. Por consiguiente, las principales

conclusiones que se obtuvieron son:

El registro de los parametros de condicion general y de los caracteres sexuales
externos desde el nacimiento hasta la adultez, permitié proponer 4 estadios que
describen la morfogénesis del gonopodio, los cuales fueron comparados con la
estructura de la aleta anal de la hembra. Basandose en el uso de la longitud del
cuarto radio de la aleta anal, el indice gonopodial y el indice de elongacién como
principales parametros cuantitativos, los primeros indicios de diferenciacion de
los caracteres sexuales secundarios permitieron evidenciar que este dimorfismo
depende mas del tamafio que de la edad y comienza a manifestarse a partir de los
12,6 y 18,0 mm de largo estandar (32 y 85 mg de peso) para machos y hembras
respectivamente. El principal descriptor que permite diferenciar a los machos de
las hembras y de los ejemplares sexualmente indiferenciados es la aparicion del
primordio gonopodial. La formacion de las sierras, ganchos y cirros en el extremo
distal del gonopodio indican que los machos han alcanzado la madurez sexual. El
uso del indice de desarrollo del gonopodio permite asignar cada uno de los
estadios utilizando so6lo 2 parametros cuantitativos y 2 cualitativos,

independizandose de la edad de los ejemplares.

En cuanto a los aspectos relacionados a la biologia reproductiva de C.
decemmaculatus, uno de los principales hallazgos de esta tesis fue documentar
que todos los ejemplares nacen con las gonadas histologicamente diferenciadas.
Por ello, seria interesante que futuros estudios describan la morfogénesis de estas
estructuras durante la embriogénesis. A su vez, la descripcion de los cambios
histologicos que caracterizan el desarrollo gonadal desde el nacimiento hasta la
adultez permitié proponer 5 estadios de desarrollo para el ovario y 5 para el
testiculo. Ambas gonadas surgen como dos 16bulos independientes en ejemplares

recién nacidos, que pueden ser claramente diferenciadas porque el ovario contiene
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al menos un oocito primario, mientras que el testiculo tiene las gonias organizadas
en cistos. La relacion establecida entre los distintos estadios de morfogénesis de
la aleta anal y del desarrollo gonadal con las tallas y edades, puede ser de gran
utilidad para estudios que se enfoquen sobre diversos aspectos de la biologia
reproductiva de esta especie, asi como también para estudios ecotoxicologicos que

necesiten la informacion para disefar nuevos bioensayos de toxicidad.

Los efectos evaluados sobre ejemplares expuestos cronicamente desde etapas
tempranas del desarrollo a concentraciones ambientalmente relevantes para los
sitios donde habita C. decemmaculatus (30 ng/L de 17a-etinilestradiol, un EDC
con actividad estrogénica conocida), permitieron identificar diversos puntos
finales. Para los efectos letales, la CLso-13 semanas estimada fue de 109,9 ng/L.
Entre los efectos subletales, las alteraciones en la histologia del ovario y del
testiculo, el retraso en el desarrollo del gonopodio y una reduccién de machos con
aumento de ejemplares indiferenciados en la proporcion de sexos. A partir de 30
ng/L, se observaron algunos ejemplares con alteraciones en la histologia gonadal,
mientras que a partir de 100 ng/L, todos ellos presentaron algun tipo de alteracion,

incluyendo intersexos.

En los experimentos realizados con machos adultos, se rechaz6 la hipotesis que
afirmaba que el gonopodio completamente desarrollado podia ser alterado por
exposicion a EE>. En cambio, la observacion del estado de los testiculos permitio
verificar la aparicion de elementos provenientes de la linea oogenética (femenina)
dependientes del tiempo de exposicion y de las concentraciones de EE, fendmeno
que dentro de la ecotoxicologia se conoce como intersexo o festis-ova. Este punto
final podria ser utilizado como biomarcador histologico de efecto en experimentos
realizados en el laboratorio o en capturas de ejemplares que habitan en ambientes

naturales.

El EE> es capaz de inducir, en ejemplares expuestos desde etapas tempranas del
ciclo de vida en experimentos controlados de laboratorio en una relacion
concentracion y tiempo-respuesta de una pigmentacion en la zona perianal. Tal
pigmentacion fue también observada a campo en ejmeplares colectados en

ambientes contaminados con compuestos estrogénicos. Se presenta como un
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potencial biomarcador de exposicion a este tipo de compuestos y la CEso-13

semanas estimada para este efecto fue de 39,3 ng/L.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente tesis alientan el empleo de C.
decemmaculaus para protocolizar un bioensayo que permita cuantificar los
efectos de la exposicion a perturbadores endocrinos con actividad estrogénica. En
este sentido, el EE> podria ser usado como téxico de referencia (control positivo).
Ademas, la etapa mas sensible a EDCs transcurre durante las etapas tempranas de

la diferenciacion sexual.
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ANEXO 1. Recomendaciones sobre el uso de solventes en

experimentacion con juveniles de C. decemmaculatus

En este anexo, se presentan resultados complementarios al Capitulo N°3 “Exposicion de
juveniles a un compuesto estrogénico”, en relacion a datos obtenidos de un experimento
preliminar realizado con individuos de C. decemmaculatus fenotipicamente
indiferenciados de 0 a 4 dias de edad. Estos peces también fueron obtenidos del acuario
establecido en el Sector de Ecotoxicologia del Laboratorio de Transformacion de
Residuos (IMYZA-INTA). La particularidad de este experimento fue que se utilizé etanol

como vehiculo para disolver el etinilestradiol (EE>).

Para ello, se utilizd un disefo experimental completamente aleatorizado, donde se
realizaron 4 tratamientos por duplicado: control con solvente (etanol), 30, 100 y 300 ng/L
de EE». La solucion stock consistio en diluir EE> (Sigma-Aldrich) en etanol absoluto y se
utilizd una alicuota de la misma para ajustar cada una de las concentraciones
experimentales. La unidad experimental consistio en un frasco de vidrio de 3 L. de
capacidad con 2,5 L del medio acuoso y 16 peces. El experimento duro6 28 dias. Se utilizd
un régimen estatico con renovacion completa del medio cada 48 hs. La concentracion de
solvente se mantuvo constante en todos los tratamientos a 0,0025% de etanol. Se utilizo

un total de 128 animales.

Entre los resultados mas relevantes de este experimento, se registrd6 una elevada
mortalidad en todos los tratamientos, incluso en los controles (>37,5%). Estos valores de
mortalidad, no permitieron evaluar los efectos del EE> como perturbador endocrino. Este
efecto letal podria ser asignado al uso del etanol como solvente, ya que indujo un
crecimiento microbiano que enturbi6 el medio acuoso del experimento en todos los
tratamientos. Los animales muertos presentaban hifas en las branquias, lo cual

posiblemente les impidié respirar con normalidad.

Debido a este inconveniente, se recomienda utilizar dimetilsulféxido (DMSO) como
solvente para experimentos con juveniles de C. decemmaculatus. En el caso de los
adultos, a pesar de haberse observado las mismas caracteristicas en el medio acuoso por
el uso de etanol como solvente, no se registraron valores de mortalidad diferentes a los

documentados para otras especies de peces utilizadas para experimentos cronicos.
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ANEXO 2. Muestreos exploratorios de peces en un ambiente

impactado por compuestos estrogénicos

En este anexo, se presentan resultados complementarios al Capitulo N°3 “Exposicion de
juveniles a un compuesto estrogénico” y Capitulo N°4 “Exposicion de machos adultos a
un compuesto estrogénico”. Se consideré como hipotesis que los compuestos
estrogénicos tienen la capacidad de afectar los parametros de condicion general, los
caracteres sexuales secundarios, la histologia gonadal y la proporcion de sexos en

poblaciones de C. decemmaculatus que habitan en ambientes naturales, tal como lo

hacen en condiciones de laboratorio.

Para poner a prueba esta hipotesis, se planted como objetivo principal evaluar los
parametros de condicidon general, los caracteres sexuales secundarios, la histologia
gonadal y la proporcion de sexos en poblaciones de C. decemmaculatus que habitan en
un ambiente impactado por compuestos estrogénicos. Asi como también, se considero de
manera complementaria, la identificacion de las especies icticolas que habitan en la zona
litoral de ambientes impactados por compuestos estrogénicos y conocer su abundancia

relativa.

Se llevaron a cabo dos muestreos de caracter exploratorio en la zona litoral del Arroyo
Girado, afluente de la Laguna de Chascomus, Provincia de Buenos Aires (Figura 85).
Este sitio se encuentra impactado por la descarga de efluentes cloacales de la Ciudad de
Chascomus, donde Valdés ef al. (2015) reportaron 43 ng EE>/L y 369 ng E»/L en aguas
receptoras y 65 ng EE2/L y 631 ng E2/L en los efluentes cloacales respectivamente.
Ambos muestreos se realizaron en el sitio ubicado en la zona de mezcla entre las aguas

del Arroyo Girado y los efluentes cloacales en diciembre de 2014 y de 2016 (Figura 85C).
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Figura 85. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo de C. decemmaculatus sobre el Arroyo

Girado (Chascomus, Argentina). A: Mapa del este de la Provincia de Buenos Aires, donde se
marca la ubicacion de la Ciudad de Chascomus. Barra = 10 km. B: Vista aérea de la Ciudad y de
la Laguna de Chascomtis y del Arroyo Girado. Barra =1 km. C: Zona de muestreo en la salida de
los efluentes cloacales de la Ciudad de Chascomus sobre el Arroyo Girado, donde se observa que
aguas arriba se encuentra la laguna. ® Ubicacion del sitio de muestreo: Aguas receptoras de

efluentes cloacales. Barra = 0,5 km. Adaptado de imagenes tomadas de Google Earth®.
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Los resultados obtenidos en el primer muestreo se muestran en la Figura 86. En este
muestreo exploratorio realizado en diciembre de 2014, se encontrdé que la especie mas
abundante de la comunidad de peces en este sitio fue C. decemmaculatus (86%), seguida
por Jenynsia multidentata (10%) y luego por Corydora paleatus (4%) (n = 69, Figura
86A).

Respecto a Cresterodon decemmaculatus, se encontr6 que la proporcion de sexos
fenotipicos fue de 47% hembras, 33% machos y 20% ejemplares sexualmente
indiferenciados, de acuerdo a los criterios establecidos en el Capitulo N°1 (n =51, Figura
86B). En ninguno de los machos evaluados se encontraron alteraciones en la histologia
gonadal ni en los caracteres sexuales secundarios. Sin embargo, se observo la
pigmentaciéon en la zona perianal hallada en las exposiciones de juveniles de
C. decemmaculatus en condiciones de laboratorio, en el 35% de los ejemplares

muestreados (n = 51, Figura 86C).

A B

Figura 86. Primer muestreo exploratorio de peces en la zona litoral del Arroyo Girado, ubicado
en la descarga de los efluentes cloacales de la Ciudad de Chascomus. A: Abundancia relativa de
la comunidad de peces muestreados, donde e C. decemmaculatus, ® Jenynsia multidentata y
e Corydora paleatus. B: Proporcion de fenotipos sexuales de C. decemmaculatus, donde
o individuos sexualmente indiferenciados, ® machos y ® hembras. C: Porcentaje de ejemplares
de C. decemmaculatus que presentaban pigmentacion en la zona perianal, donde e sin
pigmentacion y e con pigmentacion. Todos los ejemplares que presentaron pigmentacion en la
zona perianal tenian caracteristicas fenotipicas de hembras o de ejemplares sexualmente

indiferenciados.

En ninguno de los machos evaluados se encontraron alteraciones en la histologia gonadal
ni alteracion de los caracteres sexuales secundarios. Recientemente, Zambrano et al.

(2018) tampoco encontraron alteraciones de la histologia gonadal han muestreado machos
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adultos de C. decemmaculatus en sitios del Rio Suquia (Cérdoba, Argentina) donde se

sabe que hay presencia de compuestos estrogénicos Valdés et al. (2014).

La relevancia de estos muestreos exploratorios estuvo principalmente asociada al
hallazgo en condiciones naturales de la pigmentacion en la zona perianal descripta en las
exposiciones de juveniles de C. decemmaculatus en condiciones de laboratorio

(Capitulo N°3).

En el segundo muestreo exploratorio realizado en diciembre de 2016, se halld6 una
diferencia marcada en la proporcion de sexos fenotipicos (Figura 87A) con una mayor
cantidad de machos (71,9%, n = 64). Sin embargo, altn asi, se registré un 25,8% de
ejemplares con pigmentacion en la zona perianal asociados a los fenotipos hembra y
sexualmente indiferenciado. Ningun macho fenotipico presentd esta alteracion (Figura
87B).

El andlisis de machos fenotipicos discriminado segun los estadios de morfogénesis del
gonopodio, mostro que el 9,3% se encontraban en el Estadio 2, el 46,5% en estadio 3 y el
44,2% en estadio 4. En todos los machos evaluados en este muestreo, tampoco se
encontraron alteraciones en la histologia gonadal ni en los caracteres sexuales
secundarios. En los testiculos de dichos individuos se observaron todos los estadios de la

espermatogénesis.

A

Figura 87. Segundo muestreo exploratorio de C. decemmaculatus en la zona litoral del Arroyo
Girado, ubicado en la descarga de los efluentes cloacales de la Ciudad de Chascomus.
A: Proporcion de sexos fenotipicos, donde © individuos sexualmente indiferenciados, ® machos
y ® hembras. B: Pigmentacion en la zona perianal, donde e sin pigmentacion y e con
pigmentacion. Todos los ejemplares que presentaron pigmentacion en la zona perianal tenian

caracteristicas fenotipicas de hembras o ejemplares sexualmente indiferenciados.
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El problema mas critico de un sistema de prueba in vivo es su capacidad para predecir los
efectos adversos sobre el sistema endocrino en las poblaciones silvestres (Baumann et al.,
2013). Los sistemas de prueba in vivo permiten detectar potenciales biomarcadores que
tienen una aplicacion directa en el estudio de EDCs en la fauna silvestre. Entre los
biomarcadores mas utilizados para detectar si hubo exposicion o efecto adverso inducidos
por EDCs, se encuentran los niveles de vitelogenina, histologia gonadal y la expresion de
genes vinculados a la activacidon o inhibicion de enzimas esteroidogénicas o receptores
de esteroides sexuales (Kime et al., 1999; Rodgers-Gray et al., 2001; Cheshenko et al.,
2008; Garcia-Reyero et al., 2009). Sin embargo, cuando se comparan los efectos
encontrados en estudios llevados a cabo bajo condiciones controladas de laboratorio con
aquellos registrados en animales colectados del ambiente, surgen varias dificultades.
Entre ellas, se puede mencionar que las exposiciones en el laboratorio generalmente se
realizan con un solo compuesto de prueba, mientras que en el ambiente los animales se
encuentran expuestos a una mezcla compleja de compuestos. Esta mezcla compleja puede
generar sinergismo o antagonismo entre los compuestos cuando ambos se encuentran
dentro del organismo expuesto (Klaassen, 2001). Ademads, se debe tener cuidado al
extrapolar efectos entre animales de laboratorio y animales silvestres, ya que pueden
presentar diferencias de susceptibilidad (Tyler ef al, 1998). Como se menciond
anteriormente, existe mucha evidencia sobre los efectos adversos inducidos por los EDCs

en peces que habitan en ambientes naturales (Jobling ef al., 1998; Jobling et al., 2006).

Recientemente, Vidal et al. (2018) han publicado que algunas hembras de
C. decemmaculatus que habitaban en ambientes naturales de Uruguay, presentaban
indicios de elongacion de los radios tercero, cuarto y quinto de la aleta anal. Estos autores
mencionaron que estas caracteristicas morfologicas, similares al gonopodio de los
machos, son evidencias de masculinizacion. Sin embargo, no pudieron determinar

quimicamente que compuesto o mezcla de los mismos, causoé este efecto.

Por ello, se toman relevancia los resultados obtenidos en los experimentos realizados en
el laboratorio y confirmados en el ambiente, respecto de la pigmentacion en la zona
perianal en C. decemmaculatus. En cuanto a los muestreos exploratorios realizados en un
ambiente impactado por compuestos estrogénicos, se registr6 un 35% en el primer
muestreo y un 26% en el segundo. De acuerdo a Valdés et al. (2015), las concentraciones
medidas en estas aguas receptoras (Arroyo Girado) fueron de 43 y 369 ng/L de EE> y E»
y en los efluentes cloacales de 187 y 170 ng/L de EE: y Eo, respectivamente. Esta

227



evidencia permitiria postularlo como un potencial biomarcador de exposicion a

compuestos estrogénicos.
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Figura 64. Proporcion de sexos gonadales en funcion de la concentracion de EE» al

finalizar los 94 dias de exposicion de ejemplares en estadios tempranos de desarrollo.

Figura 65. Histologia gonadal normal (sin alteraciones) en ejemplares de C.
decemmaculatus del tratamiento control. A: testiculo de los fenotipos machos o
sexualmente indiferenciados. B: ovario de los fenotipos hembras o sexualmente
indiferenciados. Sg: cisto con espermatogonias; T: tabique; S: células somaéticas; V: vaso
sanguineo; Oo: oogonia; Op: oocito primario; Co: cavidad ovarica; M: mesenterio
(Aumento = 40x; Barra = 50 [UM)....cccviiiiiiieeiieeciie et e 130
Figura 66. Histologia gonadal de individuos del fenotipo sexualmente indiferenciado de
C. decemmaculatus expuestos a 100 ng/L de EE>, donde se observa un ovario alterado.
G: gonia; Op: oocito primario; Co: cavidad ovérica; M: mesenterio (Aumento = 40x;
Barra = 50 M), c.eeiiiieiie ettt et 131
Figura 67. Histologia gonadal de individuos del fenotipo hembra de C. decemmaculatus
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expuesta a 100 ng/L (Aumento = 10x). B: ovario alterado con tejido necrdtico en una
hembra expuesta a 30 ng/L. (Aumento = 20x). V: vaso sanguineo; Oo: oogonia; Op:
oocito primario; Ov: oocito en vitelogénesis lipidica; Co: cavidad ovarica; M: mesenterio;
N: tejido necrético; Eo: estroma ovarico; I: intestino (Barra = 50 pm). .....ccceeeuveennnee. 132
Figura 68. Histologia gonadal de individuos categorizados con un fenotipo atipico
expuestos a 100 ng/L de EE>. Fenotipo atipico: caracteristicas morfoldgicas que no se
ajustaron a los criterios establecidos en el Capitulo N°1 para fenotipos normales. Se
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del testiculo). G: gonias; d: ducto; M: mesenterio; P: células del parénquima gonadal
(Aumento = 20X; Barra = 50 [M)...ccccoeriiiiiiiieiieeiieee e 133
Figura 69. Histologia gonadal de individuos categorizados con un fenotipo macho de C.
decemmaculatus en Estadio 2, expuestos a 100 ng/L o 300 ng/L de EE». A: individuo con
gonada gonadas alteradas e indiferenciables, pero con presencia de algunos cistos de
espermatogonias. B: individuo con un ovario formado y se observan oocitos en distintos
estadios de la oogénesis. G: gonias; V: vaso sanguineo; d: ducto; M: mesenterio; P:
células del parénquima gonadal; I: intestino; Co: cavidad ovarica; Op: oocito primario
(Aumento = 20%; Barra = 50 [UM)...cccoiiiiiiiiieiieeeiieeeiee e s 134
Figura 70. Pigmentacion en la region perianal de C. decemmaculatus expuestos a EE.

A: caracteristica normal; B: pigmentacion de individuos expuestos a EEa.................. 135



Figura 71. Porcentaje de individuos con pigmentacion de la region perianal en funcion de
la concentracion de EE» al finalizar los 94 dias de exposicion. ..........cccccvevveeveennnenne. 136
Figura 72. a-MSH actiia via cAMP acoplado al receptor MC1 (MCI1R) para activar
tirosinasa y estimular la melanogénesis. Tomado de Thody (1999). .......cccceeevveennnen. 141
Figura 73. Curvas de calibracion area-concentracion utilizadas para describir el
fraccionamiento de una solucion estandar de EE>. A: molécula desprotonada m/z 295,25
para i6n precursor del EE; B-C: los iones producto fueron m/z 267,17 y m/z 262,25. El
16n m/z 267,17 fue usado para cuantificacion de EE> en muestras de agua. ................ 151
Figura 74. Aleta anal representativa de un macho adulto control de Cresterodon
decemmaculatus coloreado in toto. Las estructuras Oseas y cartilaginosas fueron
coloreadas con Alizarin Red y Alcian Blue, respectivamente. La numeracion de los radios
de la aleta (R) aumenta en sentido ventral-dorsal. A: anterior; P: posterior; V: ventral; D:
dorsal; S: sierras; G: ganchos; C: cirros (Barra =1 mm). .......cccccooiiiiiiiiinieiieee 154
Figura 75. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus normal,
observada en el grupo control y grupo expuestos a 20 ng/L de EE> en semana 16. El
recuadro punteado en el panel A (aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor
detalle en B (aumento = 200x). Los asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosinodfila
y PAS-positiva. T: testiculo; I: intestino; M: musculo; Sc: cisto de espermatocitos; Sg:
cisto de espermatogonias; St: cisto de espermatidas; Sz: espermatozeugmata; DE: ducto
eferente; Ce: células epiteliales del ducto eferente (Barra = 50 um). .......cccceeeueennnnne. 156
Figura 76. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de
alteracion temprana, observada en ejemplares expuestos a 100 ng/L de EE> en semana 8
y 16 0 200 ng/L en semana 8. El recuadro punteado en el panel A (Aumento = 40x),
representa el area mostrada con mayor resolucion en B (Aumento = 200x). Las puntas de
flechas muestran la ubicacion de los oocitos primarios. Los asteriscos (*) indican la zona
con secrecion eosinofila y PAS-positiva. T: testiculo; I: intestino; H: higado; Sz:
espermatozeugmata; DE: ducto eferente; Ce: cé€lulas epiteliales del ducto eferente (Barra
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Figura 77. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de
alteracion intermedia, obsevada en ejemplares expuestos a 200 ng/L EE> en semana 12y
16. El recuadro punteado en el panel A (Aumento = 40x), representa el a&rea mostrada con
mayor resolucion en B (Aumento = 200x). Las puntas de flechas muestran la ubicacion
de los oocitos primarios. Los asteriscos (*) indican la zona con secrecion eosindfila y

PAS-positiva. T: testiculo; I: intestino; M: musculo; Cg: cisto de gonias; St: cisto de
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espermatidas; Sz: espermatozeugmata; DE: ducto eferente; Ci: células intersticiales
(BArra = 50 L) c.eeeieeiiieceeeeeee ettt s sna e e ee e 158
Figura 78. Histologia testicular de machos adultos de C. decemmaculatus en fase de
alteracion avanzada, observada en ejemplares expuestos a 200 ng/L de EE; solo en
semana 16. El recuadro punteado en el panel A (Aumento = 40x), representa el area
mostrada con mayor resolucion en B (Aumento = 200x). Las puntas de flechas muestran
la ubicacion de los oocitos primarios y secundarios. Los asteriscos (*) indican la zona con
secrecion eosindfila y PAS-positiva. T: testiculo; I: intestino; M: musculo; H: higado; Cg:
cisto con gonias; St: cisto de espermatidas; Sz: espermatozeugmata; Ce: células
epiteliales del ducto eferente (Barra = 50 [m). ......occvevviieriieciieriieiieeie e 159
Figura 79. Porcentaje de intersexos de C. decemmaculatus en funcién de la concentracion
de EE; expuestos a durante 8 o 16 semanas (Experimento N°2).........cccccceeevveeeennennnee. 160
Figura 80. Cambios histologicos cuantitativos observados en las gonadas de machos
adultos de C. decemmaculatus expuestos a EE> durante 16 semanas (Experimento N°2):
(A) porcentaje de cortes histologicos con presencia de oocitos en peces con festis-ova,
(B) nimero de oocitos por pez con festis-ova. Los valores presentados son la mediana del
parametro. Las diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (prueba de
la mediana, p<0,05) son indicadas con letras diferentes. ...........cccocceerveeriienieenieennnnne. 161
Figura 81. Histologia hepatica normal en machos adultos de C. decemmaculatus,
observada en los ejemplares del grupo control y en aquellos expuestos a 20 ng/L de EE»
durante 8 y hasta 16 semanas. Estos cortes histologicos fueron coloreados con
hematoxilina-eosina. El recuadro punteado en el panel A (aumento = 40x), representa el
area mostrada con mayor detalle en B (aumento = 200x). H: higado; I: intestino; T:
testiculo; Hep: hepatocito (Barra = 50 [m). .....ccooeiiiiieiiiiiiienieeieee e 163
Figura 82. Histologia hepatica de machos adultos de C. decemmaculatus con alteracion
leve, observada en ejemplares expuestos a 100 ng/L. de EE> durante 16 semanas o 200
ng/L durante 8 semanas. Los cortes histologicos de los paneles A y B fueron coloreados
con hematoxilina-eosina, mientras que los cortes del panel C, fueron coloreados con PAS.
El recuadro punteado en el panel A (aumento = 40x), representa el drea mostrada con
mayor detalle en B (aumento = 200x). Las puntas de flechas indican la ubicacion de

células en necrosis. H: higado; I: intestino; VL: macrovesiculas lipidicas (Barra =50 pm).

Figura 83. Histologia hepatica de machos adultos de C. decemmaculatus con alteracion

avanzada, observada en ejemplares expuestos a 200 ng/L de EE; durante 16 semanas.
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Estos cortes histologicos fueron coloreados con hematoxilina-eosina. El recuadro
punteado en el panel A (aumento = 40x), representa el area mostrada con mayor detalle
en B (aumento = 200x). Las puntas de flechas indican la ubicacion de células en necrosis.
H: higado; I: intestino; T: testiculo; VL: macrovesiculas lipidicas; ME: material
€0SINOTII0 (Barra = 50 [UM). .oooviiiiiiieciie ettt 165
Figura 84. Daio hepatico en machos adultos de C. decemmaculatus luego de 16 semanas
de exposicion a EE;. Se muestran valores promedios (£ error estandar) del /,-¢ (del inglés,
organ index). Los asteriscos (***) indican diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos con EE> y el control (p<0,001)........ccccvieviiiiinciiiiniieeiieeeee e 166
Figura 85. Ubicacidn geografica de los sitios de muestreo de C. decemmaculatus sobre el
Arroyo Girado (Chascomus, Argentina). A: Mapa del este de la Provincia de Buenos
Aires, donde se marca la ubicacion de la Ciudad de Chascomus. Barra = 10 km. B: Vista
aérea de la Ciudad y de la Laguna de Chascomus y del Arroyo Girado. Barra =1 km. C:
Zona de muestreo en la salida de los efluentes cloacales de la Ciudad de Chascomus sobre
el Arroyo Girado, donde se observa que aguas arriba se encuentra la laguna. ® Ubicacion
del sitio de muestreo: Aguas receptoras de efluentes cloacales. Barra = 0,5 km. Adaptado
de iméagenes tomadas de Google Earth®............c..cccoeiiiniiiiniiniiniiiicecceceee 224
Figura 86. Primer muestreo exploratorio de peces en la zona litoral del Arroyo Girado,
ubicado en la descarga de los efluentes cloacales de la Ciudad de Chascomus. A:
Abundancia relativa de la comunidad de peces muestreados, donde ® C. decemmaculatus,
® Jenynsia multidentata 'y ® Corydora paleatus. B: Proporcion de fenotipos sexuales de
C. decemmaculatus, donde e individuos sexualmente indiferenciados, ® machos y e
hembras. C: Porcentaje de ejemplares de C. decemmaculatus que presentaban
pigmentacion en la zona perianal, donde ® sin pigmentacion y ® con pigmentacion. Todos
los ejemplares que presentaron pigmentacion en la zona perianal tenian caracteristicas
fenotipicas de hembras o de ejemplares sexualmente indiferenciados...........c.cccc.e.... 225
Figura 87. Segundo muestreo exploratorio de C. decemmaculatus en la zona litoral del
Arroyo Girado, ubicado en la descarga de los efluentes cloacales de la Ciudad de
Chascomus. A: Proporciéon de sexos fenotipicos, donde e individuos sexualmente
indiferenciados, ® machos y ® hembras. B: Pigmentacion en la zona perianal, donde ®
sin pigmentacion y e con pigmentacion. Todos los ejemplares que presentaron
pigmentacion en la zona perianal tenian caracteristicas fenotipicas de hembras o

ejemplares sexualmente indiferenciados. .........ceecveerieeiiieniieiiierie e 226
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