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Resumen

Un disruptor endocrino (DE) es una sustancia
exogena capaz de desbalancear el sistema enddcrino,
afectando funciones vitales como la reproduccion, el
metabolismo, el crecimiento, la funcién cardiaca y el
balance de minerales.

La complejidad del tema obliga a los investigadores, a la
industria y a los entes reguladores a estudiar de manera
conjunta los efectos potenciales de la exposicion a DE.
Paraesclarecer las problematicas asociadas, es necesario
proponer un modelo experimental alternativo al de
mamiferos, que les permitird adecuarse a las futuras
normativas internacionales.

Este proyecto plantea el uso del nematodo
Caenorhabditis elegans como modelo biolégico para el
estudio de los mecanismos de accion de los plaguicidas
con potencial actividad disruptora enddcrina. Este
organismo ha resultado un excelente modelo in vivo
en disciplinas como biologia del desarrollo, genética,
ciencias médicas y toxicologia. Su ciclo de vida corto,
su facil y bajo costo de mantenimiento y la abundante
bibliografia acerca de su fisiologia posibilitan el
desarrollo de pruebas toxicologicas eficientes y
economicas.

La informacién alcanzada en este estudio aportard
datos importantes para la estimacion de riesgo de
plaguicidas con actividad disruptora enddcrina y para
la innovacion de las politicas reguladoras de proteccion
de la salud humana y del medioambiente.

Palabras claves: Caenorhabditis elegans, disrupciéon
enddcrina, plaguicidas, modelo bioldgico.

Abstract

An endocrine disruptor (ED) is an exogenous substance
that causes an imbalance in the endocrine system and
adversely affects many biological functions such as
reproduction, metabolism, growth, heart rate and

fluid balance.

The complexity of this matter requires an
interdisciplinary approach from researchers, industry
societies and control organizations to fully understand
the potential effects of ED compounds. On top of that
more important issues that are pending to be solved
like the large amount of compounds to be tested for
endocrine disruption activity and to establish an in
vivo biological model that embrace animal protection
regulation to perform all these new set of experiments.

This project suggests the nematode Caenorbabditis
elegans as a biological model to study the mechanisms
of action of pesticides with putative endocrine
disrupting activity. C. elegans has been studied and
used as a model organism in several disciplines such
as developmental biology, genetics, medical sciences
and toxicology. Its short life cycle, simplicity and low
cost maintenance together with the large amount of
literature on its biology makes C. elegans a perfect
tool to develop protocols for efficient and economical
compounds screening.

The results obtained in this study would provide
important data that will help to estimate the risk of
pesticides in relation with its endocrine disrupting
activity. This information will be useful to modify
regulatory policies in order to protect the environment
and human health.

Keywords:  Caenorbabditis  elegans, endocrine
disruption, pesticides, biological model.
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El presente proyecto se desarrollard en el marco de
los Premios Senasa a la Investigacion, Transferencia
y Comunicacién 2014-2015, convocatoria en la cual
ha resultado galardonado con el primer puesto en
la categoria de Protecciéon Vegetal para grupos en
formacion. La ejecucion se llevara a cabo en el Instituto
de Biociencias Agricolas y Ambientales del CONICET
y en la ciatedra de Bioquimica de la Facultad de

Agronomia, de la Universidad de Buenos Aires.

Relevancia vy justificacion del proyecto

La potencial actividad disruptora enddcrina que poseen
ciertas sustancias ha recibido una gran atencién de
expertos clinicos e investigadores, de la industria y de
organizaciones gubernamentales de todo el mundo. Sin
embargo, los resultados cientificos y las observaciones
realizadas respecto a las alteraciones en el sistema
enddcrino son controversiales, generando una mayor

preocupacién por estos compuestos.

Debido alaimportancia de la incidencia de des6rdenes y
enfermedades causados por los disruptores enddcrinos
(DE), es que surge lanecesidad de incluir en la evaluacion
técnica realizada habitualmente a los plaguicidas para
su registro y comercializacién, ensayos toxicoldgicos
que examinen la homeostasis y la funcionalidad del
sistema hormonal. Esto trae aparejado por un lado, la
dificultad de analizar miles de nuevos compuestos por
afio; y, por el otro, la reevaluaciéon de los plaguicidas
que se encuentran en el mercado actual. Asimismo,
el dafio que ocasionan los DE frecuentemente no es
apreciado hasta un tiempo después de la exposicion
y puede afectar incluso la descendencia de los
organismos expuestos. Consecuentemente, los ensayos
toxicologicos que evalien DE deberian incluir
observaciones en las distintas fases del desarrollo del
organismo estudiado y con minuciosa observacién de

los efectos transgeneracionales.

Para abordar estas problematicas, este plan de trabajo
propone el uso del nematodo Caenorhabditis elegans
como modelo biologico para el estudio toxico-molecular

de los mecanismos por los cuales acttan los DE.

Introduccion
Sistema endocrino y disruptores enddcrinos

El sistema enddcrino es una compleja red de glandulas,
hormonas y receptores que provee la llave de
comunicacion y enlace entre el sistema nervioso y las
funciones vitales del cuerpo, como la reproduccion,
la inmunidad, el metabolismo y el comportamiento
(Lintelmann et al., 2003). Como las hormonas regulan
tres procesos bioldgicos esenciales (la reproduccion,
la 6ptima supervivencia y un desempefio bioldgico
normal), el mantenimiento y conservacion de las
especies depende del correcto funcionamiento del

sistema enddcrino.

Existen agentes exdgenos, como es el caso de ciertos
plaguicidas, que pueden actuar como pseudohormonas,
interfiriendo con el normal funcionamiento del sistema
enddcrino en humanos y animales (Figura 1). A estas
sustancias se las denomina “disruptores enddcrinos”
(DE) (Lintelmann et al., 2003; Colborn et al., 1993).

Un DE es definido por la Comunidad Econdmica
Europea como una “sustancia exdgena que causa
efectos adversos sobre la salud de los organismos o de
su progenie, como resultado de cambios en la funcién
endocrina” (European Commission, 1997). A su vez,
la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos detalla este concepto y lo describe como “un
agente exdgeno que interfiere con la sintesis, secrecion,
transporte, metabolismo, union, accién o eliminacién
de hormonas naturales que estan presente en el cuerpo
y son responsables de la homeostasis, reproduccion,
desarrollo o comportamiento” (U. S. EPA, 1997).
En conclusion, estas sustancias quimicas, exdgenas
al organismo, actian como agonistas o antagonistas
hormonales pudiendo alterar la homeostasis del
sistema enddcrino (Olea et al., 2002). En forma
potencial pueden causar enfermedades o deformidades
en los organismos y su descendencia (McKinlay et al.,
2008).

Los DE pueden actuar en diferentes pasos claves dentro
de los mecanismos hormonales, imitando la accién de
la hormona natural, uniéndose y activando receptores
hormonales (accion agonista). También pueden unirse

a los receptores sin activarlos. Esta accion antagonista
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bloquea los receptores e inhibe su accién (Figura 1).
Finalmente, los DE pueden interferir con la sintesis,
transporte, metabolismo y eliminaciéon de hormonas,
disminuyendo de este modo la concentracion de la

hormona natural.
A
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Figura 1: Mecanismo de accion de los disruptores enddcrinos que
mimetizan hormonas. Imagen modificada de Erbach (2012).

Plaguicidas con actividad disruptora enddcrina

Los efectos relacionados con la disrupcion enddcrina
causada por la exposicion a ciertos plaguicidas han
sido documentados desde hace varias décadas. Los
primeros efectos negativos observados sobre humanos
y animales fueron en la década del 40 con la aplicacién
indiscriminada de DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano).
Singer (1949) fue uno de los primeros que evidenci
la reduccion en el nimero de espermatozoides en
aplicadores aéreos de DDT. Otro ejemplo de plaguicida
con actividad disruptora enddcrina es el endosulfan,
que se observd que provoca la caida de pelo, el
incremento en el tamafio de los rifiones y el aumento
en la toxicidad del higado en ratas adultas expuestas
en forma cronica a dosis subletales (Silva y Gammon,
2009). Ciertamente, la mayoria de los insecticidas
pertenecientes al grupo de los organoclorados (DDT,

endosulfdn, mirex, aldrin) fueron prohibidos en un

gran numero de paises debido a que poseen actividad

disruptora enddcrina en humanos y animales.

Como consecuencia de la creciente preocupacion
por el efecto que producen los plaguicidas DE en
la funcion del sistema hormonal de la poblacion
humana y animal, los gobiernos de diferentes paises
desarrollados han elaborado una lista de plaguicidas
identificindolos como sustancias sospechosas o de
comprobada actividad disruptora enddcrina (PAN
UK, 2009). Se han enumerado al menos 105 sustancias
potenciales DE, de las cuales un 46 % son insecticidas,
un 21 % herbicidas y un 31 % fungicidas (Minf et
al., 2011). En la Tabla 1 se detallan los mecanismos
generalizados de accion que tendrian algunos grupos
de plaguicidas DE. Algunos de estos productos
fueron prohibidos o su uso fue restringido por medio
(The Stockholm

Convention on Persistent Organic Pollutants, The

de convenciones internacionales
Rotterdam Convention on Prior Informed Consent,
The Convention on Long-range Transboundary Air
Pollution).
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Plaguicida Usos Hormonas afectadas Mecanismo
Organo-fosforados La mayoria Hormonas Impiden la unién de la hormona tiroidea a su recep-
insecticidas tiroideas tor. Aumentan la expresion de genes de respuesta
Estrégenos a estrégenos.
Carbamatos Fungicidas y Desconocido. Se estima que afecta los mecanismos
herbicidas Andrégenos asociados al andrégeno-receptor. Se ha demostra-
Estrogenos do que interfiere con la formacién de microtibulos
Esteroides en células sensibles a estrégeno.
Triazinas Herbicidas Inhibicion de los ligandos naturales que se unen a
Andrégenos los receptores androgénicos y a las proteinas que
vinculan andrégenos. Algunos provocan o inhiben
la expresion/actividad de aromatasa, enzima que
convierte el andrégeno en estrégeno.
Piretroides Insecticidas Estrégenos Antagonizan o potencian la accion de los es-
Progesterona trégenos, actuando sobre el receptor de estrégeno
o posiblemente por un camino de senalizacion
alternativo. Algunos inhiben la accion de la proges-
terona por afectar a la hormona.

Tabla 1: Potenciales plaguicidas con actividad disruptora endécrina

Una de las caracteristicas mas peculiares de los DE es que no siguen un patrén de curva dosis-respuesta

monotdnica (a mayor dosis, mayor efecto negativo). Su forma puede ser, por ejemplo, de U o de U invertida

(Figura 2), indicando que pueden provocar efectos toxicos a dosis altas, ningtn efecto a dosis intermedias y
efectos adversos a dosis bajas o viceversa (U. S. EPA, 2013). Por lo tanto, los ensayos de toxicidad estandarizados

en la normativa actual no detectan los efectos adversos que producen los DE a dosis bajas, debido a que cuando

no se detectan efectos adversos a dosis superiores, no se contintian los estudios a bajas concentraciones. En

consecuencia, el cambio de paradigma de los modelos de dosis-respuesta en los tltimos afios y la “hip6tesis de la

baja dosis” exhiben la necesidad de realizar cambios fundamentales en los ensayos toxicoldgicos tradicionales,

para mejorar la evaluacion y el control de los posibles riesgos para la salud humana.
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Figura 2: Ejemplos de curvas dosis-respuesta monotonicas y no monotdnicas. Imagen modificada de U. S. EPA (2013).
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El nematodo Caenorhabditis elegans como modelo

biologico téxico-molecular

C. elegans es un nematodo del suelo de vida libre y
no pardsito, comun en todo el mundo (Figura 3). Es
considerado un organismo modelo en biologia de
desarrollo, genética y ciencias médicas, haciéndolo el
mejor organismo multicelular investigado. Luego de
la secuenciacion completa del genoma de C. elegans
en 1998, muchos cientificos se vieron atraidos a
estudiar la regulacion de las funciones corporales a
nivel genético. Varias investigaciones han demostrado
que el genoma de C. elegans contiene entre 60 y 80 %
de los genes encontrados en humanos y comparten
un variado numero de mecanismos involucrados
en el funcionamiento neuronal, y en la regulacion y
sefializacion de genes (Leung et al., 2008; Roh y Choi,
2008).

Gonada distal

Ganada proximal

©WormAtias

Figura 3: Anatomia de un hermafrodita adulto de C. elegans.
Imagen modificada de Altun y Hall (2015).

Cabe subrayar que C. elegans se convirtid en un
excelente modelo biologico debido en parte a su corto
ciclo de vida (cerca de tres dias), alta reproduccion,
una dieta simple a base de Escherichia coli y un manejo
sencillo en el laboratorio. Ademads, existe una gran
variedad de herramientas de biologia molecular para
su manipulaciéon, que permiten hacer experimentos
genéticos y transgénicos de manera mas facil en
comparacion a otros modelos animales, ofreciendo
la posibilidad de estudiar en detalle mecanismos

biologicos a nivel molecular.

Se ha demostrado en investigaciones recientes que los
nematodos poseen criterios de valoracion sensibles
para realizar andlisis toxicolégicos (Dhawan et al.,
1999; Anderson et al., 2004; Hoss et al., 2013). Por
ejemplo, se han utilizado para analizar los riesgos
potenciales de plaguicidas (Hoss et al., 2013; Ali
et al., 2012; Anbalagan et al., 2013), de quimicos
(Yamamuro et al., 2011; Sochova et al., 2007) y metales
pesados (Chapman et al., 2013; Swain et al., 2004).
Diversos estudios evidenciaron los efectos adversos
en el comportamiento reproductivo, locomocion y
la conducta alimentaria de varios plaguicidas como
aldicarb (Nonet et al., 1998), paraquat (Hartman et
al., 1995) y compuestos organofosforados (Roh y
Choi, 2008; Leelaja & Rajini, 2013).

Los valores de DL50 (dosis letal 50) obtenidos en
C. elegans para plaguicidas son similares a los de
ratas y raton, validando a este organismo modelo
para estudios de toxicidad en animales en organismos
no blancos (Raley-Susman, 2014). Asimismo, varias
investigaciones demostraron que la sensibilidad de
C. elegans es comparable con la de otros organismos,
tales como enquitreidos, lombrices y colémbolos,
pero con la ventaja de que su manejo demanda menor
tiempo y espacio (Anderson et al., 2004; Cole et al.,
2004; Boyd et al., 2001; Kammenga y Riksen, 1996).

El amplio conocimiento del genoma de C. elegans
permite el desarrollo de nuevos métodos para detectar
disrupciones en funciones especificas de la regulacion
hormonal. La combinacion de la evaluacion de
diferentes niveles organizacionales como genoma,
Organo, organismo y poblacién posibilita evaluar
la disrupcion endécrina sobre la base de modos de
accion especificos. Por esta razon, C. elegans es un
organismo ampliamente utilizado en el drea de la
toxicologia molecular, tanto para la realizacion de
estudios mecanisticos (que consisten en identificar el
mecanismo celular alterado) como para la ejecucion
de experimentos de screening a gran escala (donde se
buscan los target moleculares de toxicidad y el efecto
de nuevos quimicos) (Leung et al., 2008; Boyd et al.,
2010).
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Frente a la problematica de los efectos adversos de los plaguicidas, se ha formulado un modelo conceptual

basado en que un mayor nimero de investigaciones deberian enfocarse en la vinculacion entre los mecanismos
moleculares y los efectos que se suceden entre los niveles de organizacion bioldgica (Figura 4) (Anderson et al.,
1994). El modelo comienza a nivel molecular y finaliza con las potenciales consecuencias a niveles de mayor
orden (poblacional). Los cambios en el comportamiento son a menudo la primera sefial de los efectos nocivos de

los plaguicidas. Estas alteraciones moleculares suelen ocurrir a bajas dosis y a largo plazo, principalmente cuando

las exposiciones ocurren durante los periodos de desarrollo en los que los individuos son mas sensibles.

Respuesta celular

temprana
Alteracion en la
expresién de genes

Plaguicida disruptor

enddcrino
Dosis bajas
Exposiciones reiteradas

Funcidn o estructura

alterada
Muerte celular
Disminucion de la fertilidad

Consecuencias a

nivel poblacional
Disminucidn en la
abundancia y distribucién
de la poblacién

Figura 4: Modelo conceptual de los posibles efectos de los plaguicidas con actividad disruptora endécrina.

Objetivo general

El objetivo de este proyecto es implementar al
nematodo C. elegans como modelo biolégico para
estudiar el efecto de plaguicidas con potencial actividad

disruptora enddcrina.

Objetivos especificos y actividades principales
del proyecto

Andlisis del efecto de plaguicidas con potencial
actividad disruptora endécrina sobre el ciclo de vida y

el comportamiento del nematodo C. elegans

En este objetivo se evaluardn los efectos de los

plaguicidas con potencial actividad disruptora
enddcrina sobre la descendencia y comportamiento de
C. elegans. Existe un gran numero de estudios en los
que se evidencian los efectos sobre el comportamiento
reproductivo, la movilidad y la conducta alimentaria a

exposiciones subletales a varios plaguicidas.

Se evaluaran los efectos toxicoldgicos de la exposicion
cronica (a bajas concentraciones y a largo plazo) de
los nematodos a diferentes plaguicidas (insecticidas
y herbicidas) que fueron listados como DE o con
potencial actividad disruptora enddcrina. Los ensayos
se realizaran durante la vida de varias generaciones de

individuos.

Los nematodos (cepa salvaje N2 Bristol obtenida del
CGC) se creceran en medio NGM alimentado con
un césped de E. coli, cepa OP50-1. Cada exposicion
y los controles correspondientes se realizardn por
cuadruplicado a varias concentraciones del plaguicida
a evaluar y se incubardn a 22 °C. Los criterios
de valoraciéon que se analizardn son viabilidad,
crecimiento, fertilidad, reproduccion, desarrollo y
comportamiento. Los ensayos se realizaran utilizando
nematodos en diferentes estadios de desarrollo segin

el proceso que se desee estudiar (Figura 5).
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Figura 5: Ciclo de vida de C. elegans. Imagen modificada de Altun y Hall (2015).

A continuacion se definen los pardmetros para
analizar luego de la exposicion de los nematodos a los

plaguicidas:

e Para el andlisis de las curvas de crecimiento y viabi-
lidad se usaran nematodos tanto en L1 como en L4.
Se determinara el tamano del cuerpo segun Wang
y Yang (2007), el porcentaje de animales gravidos
(solo para el ensayo con L1) y el porcentaje de ne-
matodos muertos por inspeccion visual segiin Roh

y Choi (2008).

e El andlisis del impacto sobre la fertilidad y la em-
briogénesis se realizara sobre animales sexualmen-
te maduros (estadio larval L4). Luego de 24 horas
de exposicion se contarad el nimero de huevos de-
positados por los animales (fertilidad) y a las 48
horas se cuantificard la eclosion de los huevos (via-
bilidad de la generacién sucesiva).

e Se utilizardn nematodos adultos para el estudio de
los efectos en la locomocion, en la alimentacion y
en los patrones de comportamiento segiin Ander-
son et al. (2004); Dhawan et al. (1999) y Wang &
Xing (2008).

Identificacion de los procesos
moleculares afectados por la exposicion a

plaguicidas potenciales DE en C. elegans

En este objetivo especifico se identificardn los
mecanismos moleculares mediante los cuales los
diferentes plaguicidas DE provocan efectos en el
organismo utilizando la técnicade RNA deinterferencia.
La individualizaciéon de los genes involucrados en
estos mecanismos permitird el futuro desarrollo de

marcadores moleculares para la disfuncion enddcrina.

La técnica de RNA de interferencia (RNAi) en
C. elegans consiste en alimentar a los nematodos
con cepas de E. coli recombinantes que expresan las
secuencias de RNA doble cadena especifico para cada
gen del genoma del nematodo. Como consecuencia, en
el nematodo que consume esta bacteria se produce la
inactivacion de solo un gen especifico (por cada cepa
de bacteria). Las cepas de E. coli se obtendran de la
coleccion de RNAI de C. elegans de Source BioScience.
Esta coleccion posibilitard inactivar todos los genes del

genoma del nematodo individualmente y uno por vez.

De esta manera, por ejemplo, si el plaguicida X
produce un efecto en el crecimiento del nematodo con
una reduccion en el tamafio corporal, para identificar
los genes blanco o genes involucrados en el mecanismo
de accion de X se realizara el siguiente experimento.
Se pondran los nematodos en contacto con X y se los
alimentara en forma independiente con todas las cepas
de la coleccion de RNAI. Se obtendrdn tres posibles

resultados con respecto al crecimiento del nematodo:
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a) No afecta: no existe diferencia entre los
nematodos tratados con X alimentados con
una cepa de bacteria control y una cepa de
bacteria RNAI.

b) Recupera el crecimiento: el nematodo tratado
con X y alimentado con bacterias RNAI crece

como si no hubiera estado en contacto con X.

¢) Crece menos aun: el nematodo tratado con X
y alimentado con las bacterias RNAi es mds
pequeiio, o muere, comparado con el tratado

con X y alimentado con las bacterias control.

Como conclusion se obtiene que los genes que
pertenecen a las categorias b y ¢ son posibles blancos
moleculares del plaguicida X o intervienen en los
mecanismos de accion de este en el nivel molecular
(Figura 6). Posteriormente, los genes identificados en
este screening serviran para el desarrollo de posibles

marcadores moleculares de disrupcion enddcrina.

E. coli recombinante (expresa la
secuencia del gen a inhibir

como RNA doble cadena) c. elegans
Plaguicida (estadio L1)
. % Sy _
(dosis subletal) a;";ggoosn;% =

En cada pocillo se
inactiva un gen
(una cepa de E. coli
de la coleccidn)

Examinacion
microscopica

Posible blanco
molecular

Control y/o
resultado negativo

Figura 6: Esquematizacion del método de identificacion de los
blancos moleculares de los plaguicidas DE por la técnica de RNA
de interferencia por alimentacion.

Sostenibilidad

El proyecto aqui presentado servird como experimento
piloto para establecer protocolos experimentales para
la evaluacion de sustancias disruptoras enddcrinas

utilizando el nematodo C. elegans como modelo

biolégico. Una vez establecido, dicho protocolo
sera aplicable a todos los compuestos que el Senasa

considere necesario evaluar.

Es importante destacar que este proyecto permitird
afianzar el convenio de colaboracion cientifica y
tecnologica entre Senasa y CONICET firmado el 22
de noviembre de 2012 por el presidente de CONICET,
Dr. Roberto Salvarezza, y el expresidente del Senasa,
Dr. Marcelo Miguez, para promover la realizacion de
actividades de cooperacion institucional (Resolucion
D. N.° 4049 de CONICET).
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