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Resumen

La oxibenzona, el octisalato y el octinoxato son compuestos empleados en una variedad de
productos como proteccidén contra la exposicidén a las radiaciones UV. En los ultimos afios, ha
aumentado la preocupacién en cuanto a su seguridad ambiental ya que estudios han
demostrado que tienden en bioaccumularse y actuar como compuestos xenoendocrinos en
organismos acuaticos. A la fecha, no se han realizado estudios sobre su impacto en especies
asociadas a arrecifes tropicales. De manera particular, ambientes arrecifales como el Sistema
Arrecifal Mesoamericano son particularmente sensibles a la introduccidon de contaminantes.
Por ello, el presente trabajo investiga los efectos estrogénicos de estos tres compuestos en el
abundante pez damisela, el sargento, Abudefduf saxatilis. Dada la falta de informacién
gendmica disponible para A.saxatilis, una primera parte del estudio consistio en aislar y
secuenciar los genes de la vitelogenina (VTG; proteina precursora de la yema de huevo), 18Sy
B-actina. Las secuencias parciales de los genes fueron reportadas en el GenBank del NCBI. En
una segunda etapa, se estudiaron los efectos estrogénicos de estos tres compuestos
evaluando la induccién de la expresidon genética y de la sintesis de la VTG en organismos
juveniles (<5cm). Los peces se expusieron a dosis de 5, 25 and 50 pg/g PH de oxibenzona,
octisalato, octinoxato y una mezcla de ellos en proporciones similares a las empleadas en las
lociones comerciales. Aunque no se pudd observar una clara respuesta de la expresion
genética de VTG por gRT-PCR, todos los tratamientos indujeron la sintesis de la proteina,
medida como fosfatos labiles al alcali (ALP por sus siglas en inglés). Los tratamientos
presentaron niveles parecidos al control positivo de 17B-estradiol (E,) y otros xenoestrégenos
reportados en la literatura con concentraciones entre 5 and 10ug/ml. Los resultados obtenidos
demuestran el efecto estrogénico de la oxibenzona, el octisalato, el octinoxato y su mezcla en
los juveniles del sargento y se sugiere profundizar en los estudios para evaluar las rutas
transcripcionales de la sintesis de VTG en A.saxatilis. Cabe destacar que en un ensayo
preliminar se observaron efectos neurotéxicos por la exposicién a estos compuestos. Por lo
tanto, de manera paralela al presente proyecto, se analizé la actividad de colinesterasas en las
cabezas de los organismos, resultados que se incluyen en el Apéndice V. El enfoque sobre el
potencial estrogénico de estos compuestos puede haber subestimado otros impactos
ecotoxicoldgicos.



Abstract

Oxybenzone, Octysalate and Octynoxate are compounds used in a variety of products as a
protection against UV radiation exposure. Concerns have emerged regarding their
environmental safety. Previous studies have shown that they tend to bioaccumulate and act as
potential xenoestrogens in aquatic organisms. To our knowledge no studies have investigated
their impact on tropical reef associated species. Reef environments like the Mesoamerican
Barrier Reef System are particularly sensitive to the introduction of novel contaminants. Thus
the aim of the present study was to evaluate the estrogenic effect of these three compounds
on the abundant reef associated damselfish sergeant major Abudefduf saxatilis. As no genomic
information on A. saxatilis was available, the first part of the work was conducted to isolate
and sequence vitellogenin (VTG; the egg yolk precursor protein), 18S and [3-actin genes. The
partial sequences of these genes were registered in the NCBI GenBank. In the second part, the
potential estrogenicity of the three compounds in juvenile fish (<5cm) was studied using gene
expression and protein synthesis analyses to evaluate the induction of VTG. Fish were exposed
to doses of 5, 25 and 50ug/g WW of oxybenzone, octysalate, octynoxate and to their mixture
in a similar proportion to the one used in comercial personal care products. Although no clear
expression of VTG gene was observed by gRT-PCR, all treatments induced the synthesis of the
protein measured as Alkali Labile Phosphate (ALP). Their levels were similar to the positive
control 17B-estradiol (E;) and other xenoestrogens reported in several studies ranging
between 5 and 10ug/ml. Further studies need to be conducted to evaluate the transcriptional
pathway for VTG synthesis in A. saxatilis and its kinetic. This research demonstrated that
oxybenzone, octysalate, octynoxate and their mixture have estrogenic effects on juvenile
sergeant major. It is to note that in a preliminary bioassay neurotoxicity was observed in
A.saxatilis exposed to the three compounds; thus in a parallel analyses, the head
cholinesterase activity was also analyzed, results are shown in Appendix V. Focus on the
estrogenic effect of these compounds may have led to underestimate other ecotoxicological
impacts.
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A. Introduccidon y Antecedentes

l. Introduccion

La preocupacidn por conocer y entender los impactos de los contaminantes
antropogénicos sobre la salud humana y el ambiente es primordial (OMS, 2002). Como
lo expusieron Rachel Carson (Silent Spring, 1962) y mas recientemente Theo Colborn
(Our Stolen Future, 1996) en sus fascinantes libros, los humanos tenemos impactos
devastadores en la salud de la vida silvestre liberando compuestos capaces de alterar la
sobrevivencia, la biodiversidad y la reproduccidn de muchas especies; del cocodrilo al
aguila, de la abeja al salmdn, de la ballena hasta el mismisimo humano. La gravedad de
las consecuencias de estos contaminantes es muy dificil de prever y estimar. En efecto,
los sintomas pueden ir de tumores, canceres a disfunciones reproductivas, impactos en
el desarrollo del embrién y dificultades de aprendizaje (Colborn, 1996). Poco a poco, se
esta tomando conciencia de que los compuestos quimicos, al entrar al ambiente, tienen
profundos efectos en las poblaciones de la vida salvaje y que la salud humana esta
estrechamente vinculada con la salud del ambiente.

El medio acudtico es el destino final de la mayoria de los compuestos quimicos,
naturales o manufacturados (Sumpter, 1998). Los organismos acuaticos y los organismos
que de ellos dependen a través de la cadena alimenticia reciben entonces una mayor
exposicién y se ven mas afectados por esta contaminacién.

No se necesitan obligatoriamente exposiciones a concentraciones muy importantes de
contaminantes para tener un impacto sobre la fecundidad de las poblaciones acuaticas
(Van der Oost et al, 2003), los efectos pueden llegar a ser tardios y hasta volverse
transgeneracionales (Tillit et al., 1998).

Cancun y la Riviera Maya representan dos de los principales destinos turisticos a nivel
nacional e internacional, alcanzando fama mundial por su turismo de tipo “sol y mar”.
Millones de personas los visitan al ano, disfrutando de sus bellezas naturales, realizando
actividades principalmente acudticas; buceando en los arrecifes coralinos,
esnorkeleando en los cenotes o simplemente relajdndose en las aguas someras de sus
lagunas costeras y playas.

La costa de Quintana Roo alberga una parte importante del Sistema Arrecifal
Mesoamericano (SAM), la barrera mas larga del hemisferio oeste y de importancia
econdémica y ecoldgica global. EI SAM se extiende desde Cabo Catoche en México hasta
las Bay Islands de Honduras siendo la barrera coralina mas extensa después de la
famosa Gran Barrera Arrecifal australiana. Es hogar de un gran nimero de especies de
interés ecoldgico y comercial: peces, langostas, caracoles, corales etc (Almada-Villela et
al., 2008).

El desarrollo de las actividades turisticas en esta region ha atraido desde hace poco mas
de 30 afios una poblacion siempre creciente. Segun el consejo estatal de poblacion de
Quintana Roo, el crecimiento del municipio de Benito Juarez, donde se ubica Cancun vy el
50% de la poblacién de todo el estado, tiene una tasa anual de 4,97%, cuando
Solidaridad, donde se encuentra Playa del Carmen tiene una tasa alrededor de los 6.80%
(la tasa de Playa del Carmen por si sola siendo de alrededor del 20% desde mas de dos
décadas); la poblacion de esta ciudad aumento de 10 531 habitantes en 1990 a 169 541
en 2008 (INEGI, 2008). Este crecimiento desenfrenado genera una presién



antropogénica importante sobre los recursos acuaticos y la salud del ambiente. En la
gran mayoria de los casos, los asentamientos no cuentan con un sistema adecuado de
alcantarillado y tratamiento de las aguas domésticas. Una gran diversidad de
contaminantes entran asi al medio acuatico sin mayor obstdculo.

Dentro de los compuestos quimicos que llegan al medio acudtico se encuentra un grupo
de compuestos que tienen la capacidad de interferir con la regulacion hormonal de los
vertebrados e invertebrados; son conocidos como compuestos disruptores endocrinos
(CDEs) o xenoendocrinos. Estos compuestos pueden tener diferentes impactos en el
sistema reproductivo, desde lesiones, hemorragias, malformaciones en las gdénadas,
pituitaria, higado, cerebro, y provocar baja sobrevivencia de los gametos, huevos, larvas
y juveniles (Van der Oost et al., 2003). Todas estas alteraciones pueden tener
repercusiones mayores sobre la dindmica de las poblaciones y por ende de los
ecosistemas. Existe una variedad de compuestos considerados disruptores endocrinos,
incluyendo hormonas naturales y sintéticas, ciertos productos vegetales, plaguicidas,
compuestos usados en pldasticos etc (OMS, 2002). Ciertos de ellos son rapidamente
degradados en el ambiente, pero otros pueden ser persistentes y dispersarse
ampliamente.

Los compuestos como la oxibenzona (o 3-benzofenona, 2-hidrox-.4-metoxifenil-
benzofenona), el octisalato (2-etilhexil salicilato) y el octinoxato (2-etihexil trans 4-
metoxicinamato) son usados en diferentes productos para la protecciéon contra la
radiacion solar UV, en particular en las lociones cosméticas bloqueadoras solares
(Giokas et al., 2007). Tienen estructuras aromaticas que absorben la energia de los rayos
UV vy la dispersan tras relajacion vibracional de sus estructuras. Una serie de encuestas
realizadas en la zona hotelera de Cancun por el Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatdn AC durante la temporada alta del verano 2008 muestra que estos tres
compuestos forman parte de los cinco productos mas usados por los turistas y
habitantes de la zona, nacionales o extranjeros (Rodriguez Fuentes et al., 2010). Varios
estudios les atribuyen un impacto negativo sobre los ecosistemas. Podrian contribuir al
blanqueamiento coralino induciendo mecanismos infecciosos (Danovaro et al., 2008),
pero sobre todo parecen actuar como disruptores endocrinos potenciales en
organismos acuaticos. Por sus tendencias lipofilicas los compuestos filtros de UV tienden
en bioacumularse en los organismos acuaticos (Coronado et al., 2008; Kunz et al., 2006;
Schlumpf et al., 2004) lo que aumenta su impacto en la biologia del organismo.

Los efectos de los compuestos disruptores endocrinos estan siendo ampliamente
estudiados por los cientificos en numerosas especies de vertebrados e invertebrados. La
vitelogenina se volvié en poco tiempo un biomarcador molecular comiunmente usado
para detectar rapidamente los efectos estrogénicos de numerosos compuestos quimicos
y de muestras ambientales (Rotchell y Ostrander, 2003, Kime et al., 1999).

La vitelogenina (VTG) es la fosfoglicolipoproteina precursora de la yema de huevo
expresada bajo condiciones normales en las hembras maduras de peces, reptiles,
anfibios y aves. Bajo contaminacion con compuestos disruptores endocrinos la
expresidon de la vitelogenina se puede inducir tanto en machos como en organismos
juveniles (Scholz et al, 2004; Kime et al, 1999). Se suele usar la expresidn del gen de VTG
asi como el nivel de proteina inducida para monitorear la disrupcién endocrina (Van der
Oost et al., 2003). Una manera de medir la expresion del gen es a través de técnicas de
biologia molecular con PCR cuantitativo o en tiempo real. El nivel de proteina inducida
se puede evaluar sencillamente usando el método Alkali Labile Phosphate que consiste



en determinar los fosfatos labiles de la VTG después de una hidrdlisis alcalina de la
proteina (Gagné y Blaise,2000 y Hallgren et al., 2009). La variacién genética de la
vitelogenina hace que los genes que la codifican sean diferentes entre especies (Rotchell
y Ostrander, 2003). Identificar y secuenciar uno o varios genes que codifican para la VTG
en una especie dada aporta informacién valiosa para el entendimiento de su
funcionamiento y la descripcidn de zonas conservadas.

Algunos peces como el medaka (Oryzias latipes), el pez cebra (Danio rerio), el "fathead
minnow" (Pimephales promelas) vy la trucha (Oncorhynchus myhiss) (Coronado et al.,
2008; Kunz, 2006; Scholz et al., 2004) se han vuelto modelos apreciados para los
estudios de disrupcidon endocrina. Desafortunadamente, a la fecha, no se han estudiado
estos efectos en peces arrecifales caribefios, los cuales podrian ser mas susceptibles de
encontrarse expuestos a compuestos bloqueadores solares por la intensa actividad
turistica.

El Abudefduf saxatilis, o pez sargento, es un pez abundante, ampliamente distribuido,
territorialista, de facil identificacién, omnivoro y vive en las zonas someras de los
arrecifes y lagunas costeras. Lo cual lo expone a la contaminacion costera, de las
descargas de agua subterranea y directamente de las actividades acuaticas (Prappas et
al., 1991; Kerr et al., 2004). Los juveniles del pez sargento (<5cm) se encuentran en
zonas someras de las lagunas arrecifales y las charcas de marea, lo cual facilita su
muestreo. Bajo condiciones normales, no presentan expresion de la vitelogenina hasta
su madurez sexual (aproximadamente un afo, >10cm) (Robertson, 1988). Todas estas
caracteristicas vuelven al sargento un organismo de particular interés en el monitoreo
de la contaminacidn en zonas arrecifales.

En este trabajo se propone estudiar el efecto de tres bloqueadores solares y una mezcla
de ellos sobre la sintesis de la vitelogenina en los juveniles de Abudefduf saxatilis con la
posibilidad de sentar bases en su uso posterior como especie centinela en estudios de
ecotoxicologia en zona arrecifal caribeia.

Al determinar las dosis a las cuales la oxibenzona, el octisalato (etilhexil salicilato), v el
octinoxato (2-etihexil trans4-metoxicinamato) tienen un efecto sobre la expresion
genética y/o induccién de la VTG en juveniles de pez sargento, se proveera informacion
para la toma de decisiones en cuanto a la regulaciéon del uso de los bloqueadores en
ecosistemas tropicales sensibles.



Il. Los compuestos disruptores endocrinos

En las ultimas décadas se han ido acumulando evidencias sobre la existencia de un
grupo de compuestos capaces de interferir con la reproduccién, el crecimiento y la
sobrevivencia de las especies a través de su sistema endocrino. Los compuestos
disruptores endocrinos (CDEs) son un grupo heterogéneo de compuestos exdgenos que
interfieren con la sintesis, la secrecién, el transporte, el accidon y la eliminacién de las
hormonas responsables del mantenimiento de la homeostasis y la regulacién del
desarrollo del organismo (OMS, 2002). Una diversidad de productos son considerados
como CDEs; compuestos naturales como los fitoestréogenos (soya, alfafa, clavo) asi como
plaguicidas (ej. DDT), fungicidas (ej. vinclozolin), plasticos (ej. bisfenol A), quimicos
industriales (ej. PCBs) y metales (ej. Cd, Pb, Hg, As) (Gore,2007). La figura 1 muestra una
selecciéon de estos compuestos con sus estructuras quimicas (ndtese la estructura
quimica de la hormona 17 B-estradiol). Se puede observar en sus estructuras que tienen
como constante la presencia de bencenos y cadenas insaturadas.

Figura 1. Estructuras quimicas de diferentes CDEs y la hormona 17 estradiol (Lawrence and
Hemnigway, 2003).



Los CDEs son ambientalmente preocupantes ya que pueden impactar los procesos
fisiolégicos bdsicos de los organismos; como la reproduccion, el crecimiento, el
desarrollo asi como afectar las respuestas al estrés y la regulacién de la energia (Scholz,
2008).

Una recopilacién de las hormonas involucradas en los diferentes procesos biolégicos se
presenta en la tabla 1:

Tabla 1. Hormonas involucradas en los mayores procesos fisioldgicos y sus efectos
(traducido de Van der Kraak, 1998).

Proceso Hormona involucrada Tejido/Respuesta

Reproduccién Andrdégenos,estréogenos Crecimiento y reproduccion

embarazo, lactancia

gonadotropinas (LH, FSH) Produccion de  gametos,

Crecimiento y Desarrollo Hormonas de crecimiento, | Accion generalizada
de tiroides, insulina,
andrégenos, estréogenos

Mantenimiento Aldosterona, Control del volumen de
prostaglandina fluidos, presidon sanguinea,

balance de electrolitos,
control de huesos, musculos y

grasa
Regulacion de energia Insulina, glucégeno, | Regulacién
tiroidales, catecolaminas anabolismo/catabolismo

Por la complejidad del sistema endocrino las rutas exactas de accion de estos CDEs no
estan completamente entendidas, pero tienen diferentes posibilidades de interferir con
las funciones hormonales a lo largo del eje hipotdlamo-pituitaria-génadas (Lawrence y
Hemingway, 2003):

* “imitando” las hormonas naturales y ligdndose a sus receptores
afectando su disponibilidad y su accidn

* alterando o previniendo que las hormonas enddgenas se liguen a sus
receptores afectando su accién

* alterando la produccién y la eliminacién de las hormonas enddgenas

* modificando la produccidn y la funcién de los receptores hormonales

En la figura 2 se representa de manera simplificada las diferentes etapas clave del
sistema endocrino donde pueden actuar los CDEs:




Figura 2. Modelo simplificado de la dindmica hormonal. Cuando una hormona se produce,
proteinas intracelulares regulan su biodisponibilidad. La hormona entonces se liga con un
receptor especifico para empezar su accion, de alli es excretada en la orina después de
conjugaciones hepaticas o biotransformada en otra hormona y volvera al ciclo disponibilidad,
accion, excrecion, transformacién. Un CDE puede interferir en cada uno de estos pasos
(adaptado de Crain et al., 2000).

En los peces, los procesos de reproduccién dependen de la coordinacién de una
variedad de hormonas de las cuales los esteroides sexuales estradiol y testosterona son
de las mds importantes (Rotchell y Ostrander, 2003). En las hembras, las hormonas
gonadotropinas (GtHs) son sintetizadas en la pituitaria por induccién de hormonas
provenientes del hipotdlamo, esta glandula es sensible al fotoperiodo y la temperatura
permitiendo sincronizar el ciclo reproductivo con la temporada adecuada (Lawrence and
Hemingway, 2003). Las GtHs provenientes de la pituitaria a su vez inducen la sintesis del
estradiol (E;) en los ovarios. El estradiol asi producido es acarreado en el plasma hacia
diferentes tejidos donde gracias a receptores de estrégenos (REs) se inicia la activacién
de genes que codifican proteinas.

Un CDE tiene un efecto estrogénico (xenoestrégeno) agonistico cuando sus mecanismos
de accion implican la “imitacién” del estradiol via sus receptores de estrégenos y la
activaciéon de los genes correspondientes (Scholz y Mayer, 2008). Un CDE es capaz de
interactuar con los receptores de estrégenos (figura 3) en los diferentes tejidos como el
higado, las gonadas y el cerebro, formando dimeros con los REs los cuales se unen a
elementos de respuesta estrogénica (EREs) del ADN para formar complejos de
iniciacion.



Figura 3. Interaccién de un CDE con un receptor celular. Un CDE agonistico puede “imitar” la
accién de una hormona natural y desencadenar el mismo tipo de respuesta. Un CDE
antagonistico al contrario impedira la accién de la hormona natural (modificado de Lawrence y
Hemingway, 2003) .

Estos complejos promueven la transcripcion de genes que codifican proteinas de
potencial importancia (Rotchell y Ostrander, 2003), como es el caso de la vitelogenina.
La relativa baja especificidad de ciertos receptores de estrogenos facilita la actividad
estrogénica de una diversidad de xenoestrdgenos; éstos son por lo general lipofilicos y
persistentes por lo cual tienden a bioacumularse y biomagnificarse (Matozzo et al,
2008). Los CDEs con efecto estrogénico pueden tener consecuencias dramdticas para la
estabilidad de una poblacidén ya que impactan el sistema reproductor de los organismos
y el desarrollo de los juveniles (Gore, 2007). Bajo contaminacién con productos
xenoestrégenos se han observado alteraciones en el desarrollo y en la reproduccién de
varios organismos acuaticos incluyendo decaimientos en la calidad del esperma y hasta
inversién sexual (Scholz et al., 2004). En los rios de Alemania, se ha detectado un
incremento de la preponderancia de los peces hembras llegando al 70% de la poblacidn
(Hansen et al., 1998). Los efluentes de maquiladoras de papel en Canada se reportan
como responsables de alterar los niveles de esteroides en el plasma de peces (Van der
Kraak, 1998). Otros animales como los cocodrilos de Florida presentan alteraciones en la
proporciéon de sexos en sus poblaciones. Los machos tienen concentraciones de
testosterona parecidas a las de las hembras y la sintesis de los esteroides de sus
juveniles esta alterada, lo cual ha llevado a una disminucién dramatica de su poblacién
(Guillette y Gunderson, 2001). Sumpter describié en 1998 la feminizacién de los peces
de Inglaterra en los rios expuestos a las descargas de las plantas de tratamiento de
residuos industriales. Los casos de disrupcidon endocrina por compuestos de origen
antropogénico en la vida silvestre se siguen reportando en el mundo entero y se vuelve
una preocupacion cada vez mayor para los especialistas de la salud tanto ambiental
como humana.



lll. Los bloqueadores solares o filtros UV

Los problemas dermatoldgicos debidos a la radiacion ultravioleta (UV) han impulsado el
desarrollo de compuestos organicos capaces de absorber los UV y atenuar los impactos
negativos de la exposicion al sol. Su espectro de uso se ha diversificado y se pueden
encontrar ahora también como aditivos en productos pldsticos, alfombras, muebles,
neumaticos, ropas, detergentes, tintes, shampoo etc (Schlumpf et al., 2004). Por
legislacién, los compuestos filtros de UV tienen que aparecer en la etiqueta de los
productos cosméticos pero no es el caso en otros tipos de productos, lo que vuelve
dificil su rastreo.

Los compuestos bloqueadores de UV tienen estructuras aromaticas simples o multiples
con doble enlaces carbono-carbono presentando diferentes grados de saturacion que
les permiten absorber los fotones y disipar la energia tras relajacion vibracional (Giokas
et al., 2007) protegiendo asi la piel o el producto en el cual estan incluidos. Las férmulas
comercialmente usadas generalmente contienen los isdmeros geométricos tipo E pero
ciertos presentan las dos formas E y Z (Diaz Cruz y Barceld, 2009). Por lo general se
utiliza una mezcla de diferentes compuestos permitiendo proteger de los dos tipos de
rayos UV que llegan a la superficie terrestre, los UVA en 320-400nm de longitud de onda
y los UVB en 280-320nm (Diaz Cruz y Barceld, 2009).

Los filtros UV pueden llegar al medio acuatico por una variedad de rutas (figura 4), sean
directas por las actividades recreacionales en los cuerpos de agua o bien indirectas por
las descargas de las aguas residuales de las plantas de tratamiento: aunque una parte
importante se adsorbe en los lodos activados de plantas de tratamiento, una fraccién
queda disponible en el agua (Balmer et al., 2005; Sumpter y Johnson, 2005).

Figura 4. Rutas principales de los filtros UV en el ambiente. Las partes onduladas indican las
potenciales entradas al ambiente (adaptado de Giokas et al, 2007).



Por su elevada lipofilicidad, la mayoria de los compuestos tienen un log Ko entre 4y 8,y
por su relativa resistencia a la degradacion bioldgica, los filtros UV tienden a
bioacumularse y bioamplificarse a través de la cadena alimenticia (Diaz Cruz y Barceld,
2009). En el pez Pimephales promelas se ha calculado la bioconcentracién del filtro UV
3-bencildieno canfor en un factor de hasta 313 (Kunz y Fent, 2006).

Las sospechas sobre un posible impacto endocrino de los compuestos bloqueadores
solares usados en cosmetologia han sido levantadas desde hace un poco mas de una
década; el equipo de la suiza Margret Schlumpf evidencié que la exposicidon a estos
compuestos altera el desarrollo de embriones de ratas (Schlumpf et al., 2001). Desde
entonces se han multiplicado los estudios sobre la actividad estrogénica y antitiroidal de
ciertos bloqueadores solares (Diaz Cruz et al., 2009, Giokas et al., 2007, Schlumpf et al.,
2004 para una revision de los diferentes estudios realizados).

Coronado y sus colaboradores reportaron una clara respuesta estrogénica debida a la
exposicién a la oxibenzona en truchas y medakas, aunque la respuesta se observé a
concentraciones mayores que las reportadas en el ambiente, no se debe descartar ya
que estos compuestos son propensos en bioacumularse (Coronado et al., 2008).

De hecho, Petra Kunz y Karl Fent (2006) estudiaron el efecto de una mezcla de filtros UV
usando concentraciones inferiores a las cuales, individualmente, no se habia reportado
efecto en los organismos. Los autores observaron el efecto sinergistico de las mezclas
indicando que aln a concentraciones parecidas a las reportadas en el ambiente, los
filtros UV podian tener un efecto estrogénico o aumentar el impacto de otros
xenoestrégenos presentes.

Por otro lado, los investigadores italianos del equipo de Roberto Danovaro observaron
otro tipo de impacto de los filtros UV en los corales y sus algas simbiodticas; los
compuestos podrian promover la infeccidn viral de corales ya debilitados por los
fendmenos de anomalias de temperatura y desencadenar eventos de blanqueamiento
(Danovaro et al, 2008).

La costa de Quintana Roo es un ambiente particularmente sensible, caracterizado por su
sistema subterraneo complejo carstico, sus cenotes, sus pastizales marinos y la barrera
arrecifal mesoamericana. El turismo es la mayor actividad realizada en esta regién
tropical que recibe una incidencia luminica de 8358 W/m? (equivalente a 15170
micromol/m? sz) en promedio (Servicio de Hidrologia de la UASA, ICMyL-UNAM ). Por
consecuencia de esta importante radiacién, tanto los visitantes como los habitantes
tienden en protegerse de los rayos dafiinos UV con cremas bloqueadoras solares.
Durante la temporada alta del verano 2008 en la zona hotelera de Cancun se realizd una
encuesta a un total de 411 usuarios de la playa (turistas, prestadores de servicio) sobre
sus patrones de uso de las cremas bloqueadoras solares asi como los compuestos
presentes en sus cremas en el caso de que las usaran. Los compuestos como la
oxibenzona (o 3-benzofenona, 2-hidrox-4-metoxifenil-benzofenona), el octisalato (2-
etilhexil salicilato) y el octinoxato (2-etihexil trans 4-metoxicinamato) resultaron formar
parte de los cinco productos mds usados por los entrevistados (Rodriguez Fuentes et al.,
2010) (figura 5).
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Figura 5. Compuestos filtros de UV usados en las playas de Cancun. Resultado de las encuestas
realizadas durante el verano 2008 (Rodriguez Fuentes et al., 2010).

En el presente estudio se seleccionaron estos tres compuestos con base en sus
estructuras quimicas (figura 6) con bencenos y cadenas insaturadas que recuerdan las
estructuras de CDEs previamente estudiados por sus efectos estrogénicos, asi como por
su frecuencia de utilizacién como filtros de UV.

Estos tres compuestos cubren longitudes de onda diferentes yendo de los UVA a los UVB
por lo que se encuentran en muchas ocasiones asociados entre ellos en las
formulaciones de las cremas bloqueadores solares.

Figura 6. Estructuras de la oxibenzona, del octisalato y del octinoxato con las longitudes de onda
a las cuales presentan su efectividad
(http://www.scienceofspectroscopy.info/edit/index.php?title=Sunscreen_Chemistry).

Las principales caracteristicas de la oxibenzona, del octinoxato y del octisalato se
presentan en la tabla 2. Los compuestos exhiben unos log K, un poco diferentes entre
ellos si bien los tres se consideran lipofilicos lo que les vuelve susceptibles de
bioacumularse en los tejidos adiposos de los organismos. Los valores de log Koc
permiten evaluar el coeficiente de producto absorbido por los sedimentos en donde se
pueden ir acumulando los compuestos e impactar los organismos bénticos (Giokas et al.,
2007).
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Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los tres compuestos filtros de UV seleccionados. (Modificado de Giokas et al, 2007 y Rodil et al, 2009)

. Log factor
Abreviatura , Peso o . -,
Compuesto Férmula Estructura quimica Log Kow pKa bioconcentracién  Log Kq.
empleada molecular
Oxibenzona Oxi Ci4H,03 228,25 3,52 7,56 1,38 3,10
Octinoxato ONX CisH2605 290,41 5,80 nd 5,80 4,10
(Octil
metoxicinamato)
Octisalato 0S CisH,,03 250,33 5,97 8,13 nd nd
(Octil salicilato)

11




IV. Lavitelogenina

La vitelogenina (VTG) es la fosfoglucolipoproteina precursora de la yema de huevo (vitelina)
expresada en las hembras de especies oviparas como peces, reptiles, anfibios, aves e
invertebrados (Barucca, 2006). Es una proteina relativamente larga, de peso molecular
importante (300-600 kDa segun las especies), rica en glucosa, lipidos y fosfatos y contiene
moléculas de Ca y Zn en sus enlaces (Gagnaire et al., 2009). Se sintetiza normalmente en el
higado de las hembras maduras en respuesta a la liberacién de estrégenos por las gonadas
(figuras 7 y 8) y se libera en el flujo sanguineo para ser almacenada en los oocitos a través de
la endocitosis de los receptores especificos (Matozzo et al., 2008).

Figura 7. Diagrama explicativo de la sintesis de VTG en peces. El hipotalamo sensible a estimulos
como la luz y la temperatura induce la sintesis de las gonadotropinas (GtHs) en la pituitaria. Las GtHs
estimulan la sintesis del estradiol (E2) por las células foliculares de los ovarios. En el higado el E2 a su

vez induce la sintesis de VTG, la cual es transportada a los oocitos (adaptado de Lawrence y
Hemingway, 2003).

En los oocitos, la VTG es "cortada" en proteinas mas pequenas: fosvitina, lipovitelina y
compuestos beta (Cheek et al., 2001) que serviran como fuente de energia al embrién en
desarrollo. La porcién de VTG no almacenada en los oocitos se acumula en el plasma hasta
su destruccidon por proteasas. En ambientes contaminados con compuestos disruptores
endocrinos, la expresidon de la vitelogenina se induce tanto en machos como en organismos
juveniles (Scholz et al., 2004; Kime et al., 1999).
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Figura 8. Activacion del gen codificante de VTG por el estradiol. Se forman dimeros con los receptores
del estradiol. Crean complejos de iniciacién al juntarse con los elementos de respuesta estrogénica
(EREs) del ADN, lo cual va a desencadenar la transcripcién del gen (o de los genes) codificando para

VTG y la sintesis de la proteina (esquematizado a partir de Rotchell y Ostrander, 2003).

Los organismos inmaduros y los machos adultos disponen de receptores de estrégenos y de
elementos de respuesta estrogénica pero, en situaciones normales, no estdn estimulados
por la casi ausencia de estradiol enddégeno. Los compuestos estrogénicos regulan el nivel de
expresidon del gen codificando para VTG, los compuestos como los bloqueadores solares o
xenoestrégenos se pueden fijar en los receptores de estrogeno e inducir la sintesis de la
proteina de VTG (Green y Chambon, 1996) lo cual se ve facilitado por la relativa baja
especificidad de los receptores de estrégeno (Matozzo et al., 2008).

Por la relacién especifica entre la estimulacidn por estréogenos y la sintesis de VTG, la escasa
produccién de la proteina en organismos machos o juveniles en condiciones normales, la
VTG se ha vuelto un biomarcardor molecular ampliamente utilizado para estudiar los efectos
estrogénicos en peces (Cheek et al., 2001). Los primeros reportes de niveles altos de VTG en
peces machos fueron reportados en rios y estuarios, ecosistemas impactados por los
efluentes y descargas de aguas residuales (Sumpter, 2005). Hansen et al. reportaron el uso
de la VTG en 1998 en su estudio del aumento en la feminizacién de los peces en varios
ambientes acuaticos de Alemania e Inglaterra. Los niveles de VTG en peces de varios rios de
Inglaterra reportados por Allen et al. (en Kime et al., 1999) en 1999 fueron de 100mg/ml,
unas diez millones de veces mas elevados que los organismos control. En 2001, los niveles
altos de VTG en los machos del pez espada Xiphias gladius L. del Mediterraneo demostraron
que los CDEs no estaban confinados a los rios y estuarios ya que las zonas costeras vy
maritimas también se ven impactadas por estos compuestos (Fossi et al., 2004). En México,
Zapata et al. (2007) estudiaron los efectos de contaminantes organicos persistentes en el
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golfo de México y la costa oeste de la peninsula de Yucatdn usando la expresidn del gen de
VTG en el bagre (Ariopsis felis) y pudieron observar claras alteraciones enddécrinas. Scholz y
Mayer (2008) estudiaron el efecto de diferentes hormonas sobre peces pequefios (el medaka
(Oryzias latipes), el pez cebra (Danio rerio), el "fathead minnow" (Pimephales promelas) y el
"stickleback" (Gasterosteus aculeatus); demostraron el potencial de los biomarcadores
moleculares como la VTG como técnica sencilla de estudio de los impactos de los diferentes
compuestos “disruptores” endocrinos. Vega Lopez et al. (2006) usaron la induccién de VTG
para demostrar el efecto estrogénico de los PCBs en una especie endémica en peligro de
extincion en México, el Girardinichthys viviparus. En lenguados del Sur de California se ha
detectado desde ya varios afos la presencia de VTG en el plasma de los machos que habitan
los afluentes de aguas residuales (Coronado et al., 2008). Ferreira y sus colaboradores (2009)
han propuesto el uso de la expresion de la VTG en el Lipophrys polis como centinela para el
monitoreo de la contaminacion por compuestos estrégenos en las costas atlanticas de
Europa.

Como se puede apreciar, la VTG se volvié en poco tiempo un biomarcador popular para
detectar los efectos estrogénicos de numerosos compuestos quimicos y de muestras
ambientales (Rotchell y Ostrander, 2003, Kime et al., 1999).

En la mayoria de los estudios, se suele usar la expresion del gen de VTG asi como el nivel de
proteina inducida para monitorear la disrupcién endocrina (Van der Oost et al., 2003, Scholz
et al., 2004).

La secuencia del gen y la proteina son especificas a cada especie, por lo cual es necesario
efectuar estudios especie-especificos de las rutas de la induccidn de la VTG para poder usarla
como biomarcador (Hansen et al., 1998).

La expresion genética generalmente se mide por RT PCR cuantitativa o de tiempo real,
usando cebadores especificos previamente disefiados gracias a la alineacién de secuencias
de especies cercanas conocidas (Rotchell y Ostrander, 2003).

Para medir los niveles de proteina inducida tradicionalmente se usan los métodos de
imunoensayos tipo ELISA basados en la utilizacidon de anticuerpos especificos a la VTG. Los
anticuerpos no estan disponibles para todas las especies de peces y su disefio puede ser un
proceso complicado y costoso. Afortunadamente y como alternativas se han desarrollado
ensayos indirectos basados en la cuantificacién de los fosfatos ldbiles de la VTG tras
hidrélisis alcalina. EIl método ALP (Alkali Labile Phosphate en inglés) ha mostrado muy buenas
correlaciones con los métodos directos de cuantificacion en peces y moluscos (Gagné y
Blaise, 2000, Hallgren et al., 2009, Gagnaire et al., 2009).
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V. Abudefduf saxatilis (Linnaeus 1758)

Hoy en dia los peces mas empleados como modelos en el monitoreo de los compuestos
endocrinos son el medaka (Oryzias latipes), el pez cebra (Danio rerio), el "fathead minnow"
(Pimephales promelas) y la trucha (Oncorhynchus myhiss) (Coronado et al., 2008; Kunz, 2006;
Scholz et al., 2004). Ferreira et a./ (2009) proponen Lipophrys polis para monitorear las costas
atlanticas europeas pero no se ha reportado todavia un modelo para especies marinas
tropicales.

El Abudefduf saxatilis o pez sargento, es un habitante emblematico de los arrecifes del mar
Caribe y fue descrito por primera vez por Linnaeus en 1758. Toma su nombre del arabe
"Abudefduf" significando padre, "saxa": viviendo entre las rocas y "tilis" por sus rayas, lo que
podria interpretarse por “padre de las rocas” por su caracter territorial y agresivo. Se le
conoce como sargento por las 5 rayas que presenta y hace pensar en la decoracion militar de
un sargento mayor (Cummings, 1968).

Figura 9. Timbre postal de Cuba retratando al Abudefduf saxatilis.

Es una damisela y pertenece a la familia de los Pomacentridos, un grupo de peces marinos
tropicales que incluye mas de 180 especies (Cummings, 1968).

Clasificacion:

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Pomacentridae

Sindnimos: Chaetodon marginatus (Bloch, 1787), Chaetodon sargoides (Lacepede, 1802),
Apogon quinquevattatus (Blyth, 1858), Abudefduf ascencionis (Fowler, 1919).
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El sargento estd representado en la mayoria de los mares tropicales del globo por especies
muy cercanas como el Abudefduf vaigiensis, el Abudefduf taurus, el Abudefduf abdominalis o
el Abudefduf troschelii. Esta distribucion amplia toma un caracter particularmente
interesante para la comparacién de resultados provenientes de diversas regiones del
mundo. El A.saxatilis es exclusivamente del Atlantico (figura 10) mientras que las especies
anteriormente nombradas poblan los océanos indico y Pacifico.

Figura 10. Mapa de distribucion del Abudefduf saxatilis
(http://www.aguamaps.org/receive.php).

El sargento es muy abundante; cuando no esta en temporada de reproduccidn, se encuentra
en agregaciones de varias decenas de individuos. Estas agregaciones se asocian al ambiente
somero arrecifal (1-15 m de profundidad). Su caracter curioso y poco timido le ha dado un
papel como protagonista en una cantidad de carteles publicitarios de la region y se considera
un emblema de la profusién de vida y colores en el arrecife caribefio (figura 11).

La especie es facilmente identificable por su cuerpo pequefio ovoide comprimido (los adultos
alcanzan un maximo de 15 cm de largo), su aleta dorsal Unica, sus cinco rayas negras
verticales de la cola a la cabeza que se adelgazan hacia el abdomen y su color amarillo vivo
(al menos que el individuo este cuidando su nido en temporada de reproduccion por lo cual
se vera azul profundo). Es altamente territorialista, individuos desalojados a varios
kilbmetros de sus nidos son capaces de volver a encontrar su drea muy rapidamente
presentando asi una alta fidelidad a su sitio (Cummings, 1968).
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Figura 11. Tipo de anuncios para actividades acuaticas en Cancun y la Rivera Maya; esnorklear en
medio de una escuela de sargentos. Se puede notar la cercania que logran tener los turistas con
estos peces poco timidos (foto:http://www.rivieramaya.info).

Tiene su fase juvenil en ambientes muy especificos, protegidos de la depredacién, como las
charcas de marea donde puede llegar a ser la especie dominante, o en zonas costeras
someras y rocosas lo que lo vuelve susceptible a la contaminacién del litoral (Prappas et al.,
1991; Kerr et al., 2004).

No se ha reportado hermafrodismo para esta especie de damisela, y la proporcion sexual
ambiental reportada por Cummings (1968) entre hembras y machos es aproximadamente de
1,5:1 en las Islas Bahamas, siendo los machos en general 5 mm mas largos que las hembras.
No se presenta dimorfismo sexual; durante el desove la forma de la papila se diferencia
ligeramente y con practica se puede lograr sexar el individuo (figura 12), pero de forma
general individuos que no estan en temporada de reproduccidon son imposibles de
diferenciar sexualmente (Cummings, 1968).

En el presente estudio, se decidié trabajar con juveniles por su facilidad de captura en las
charcas de marea. Los juveniles (< 5 cm) bajo condiciones normales, no presentan expresion
de la vitelogenina hasta su madurez sexual (aproximadamente un afio; > 10 cm para los
machos, > 8 cm para las hembras) (Robertson, 1988).

No prevalece una temporada definida para su reproduccidn ya que se han observado nidos
durante todo el aiio. El ritual de apareamiento empieza por el cortejo; el macho persigue a la
hembra por las mafanas y durante el dia, los machos arreglan lo que serd su nido
removiendo las algas, para acoger y proteger a los huevos en las grietas y cuevas formadas
por el arrecife. Aproximadamente 200 000 huevos son liberados durante el desove. Una vez
fertilizados, los huevos de color rosa a morado se adhieren al sustrato y son ferozmente
protegidos hasta la eclosion por el macho, unas 150 horas mas tarde (Robertson, 1988).
Como la mayoria de los Pomacéntridos, la especie es omnivora lo que aumenta su espectro
de exposicidn a contaminantes. El estudio de contenidos estomacales reveld una variedad de
fuentes dietarias: algas bénticas, peldgicas, copépodos, larvas de camardn, peces,
hidrozoarios, gasterépodos, anélidos y tunicatos (Cummings, 1968).
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Figura12.  Dibujo de Cummings de las diferencias morfoldgicas de la papilla entre el macho y la hembra
sargento durante el periodo de reproduccion (Cummings, 1968).

A la fecha la especie no es considerada como "vulnerable" por la Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés), lo que facilita la obtencién de
permiso para pesca de fomento.
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B. Hipdtesis y objetivos

I.  Preguntas de Investigacion

¢Cual es la secuencia de VTG en Abudefduf saxatilis?

¢Cuales de los compuestos bloqueadores solares seleccionados, y a qué dosis, tienen efecto
estrogénico en los juveniles de Abudefduf saxatilis?

éCoémo se relaciona la expresion genética de VTG con la concentracidén de la proteina en
peces sargento tratados con compuestos bloqueadores solares?

Il. Hipotesis

La oxibenzona, el octisalato y el octinoxato, solos o en mezcla, tienen efectos estrogénicos
en los juveniles de Abudefduf saxatilis, induciendo la expresidn genética y la sintesis protéica
de la vitelogenina.

lll. Objetivo y metas

Evaluar el impacto de los bloqueadores solares como disruptores endocrinos, sobre una
especie de pez marino tropical, el sargento Abudefduf saxatilis, a través del analisis de la
expresion genética e induccién de la VTG en los juveniles.

e Secuenciar el gen de VTG y los genes control 18S y B-actina del Abudefduf
saxatilis para disefiar cebadores especificos de cuantificacion en vista al andlisis
de PCR en tiempo real.

e Cuantificar la induccion de la proteina VTG a través del método de fosfatos
labiles al alcali o Alkali Labile Phosphate (ALP).

e Evaluar el probable efecto como disruptor endocrino de la oxibenzona, del
octinoxato, del octisalato y una mezcla en juveniles de A. saxatilis analizando la
expresion genética por PCR en tiempo real y la concentracién protéica por ALP.
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C. Materiales y Métodos

I. Capturay manejo de los organismos

La captura de los organismos se llevd a cabo bajo permiso de pesca de fomento
NeDGOPA.09749.140909.-3161 por parte de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacién, Comisidn de Acuacultura y Pesca y con revisién del Instituto
Nacional de Pesca y la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales. De la misma
manera, el estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro de Investigacién Cientifica de
Yucatan A.C.

Los juveniles de Abudefuf saxatilis fueron capturados usando redes de acuario en las charcas
intermareales de Punta Brava, Puerto Morelos y Bahia de la Media Luna, Akumal vy
posteriormente se trasladaron rdpidamente a sus estanques de aclimatacion.

Algunos organismos fueron donados por el acuario del parque ecoldgico Xcaret, Playa del
Carmen y se usaron en los estudios previos de aislamiento de los genes de vitelogenina VTG, B-
actina y 18S.

Para los bioensayos de exposicion a los bloqueadores solares, se capturaron solamente
individuos provenientes de Punta Brava de longitud total inferior a los 5 cm y mayor a los 2 cm
para asegurar su estadio juvenil.

Todos los organismos usados en este estudio se aclimataron en 8 estanques de fibra de vidrio de
aproximadamente 60 L, con flujo continuo independiente de agua de mar filtrada, protegidos de
los rayos solares con “malla sombra” y techos de acrilico. Se dispusieron adoquines perforados
para proveer lugares de refugio (fig 13) y una densidad maxima de 10 organismos por estanque
para prevenir agresividades. Los estanques se ubicaron en las instalaciones de la estacidon de
Puerto Morelos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

A las pocas horas de haber ingresado a los estanques los peces salian de los refugios y aceptaban
comida.

Figura 13. Esquema representativo de las instalaciones de los estanques. 8 estanques de 60 litros con
flujos individuales de agua de mar filtrada y sus refugios. Maximo 10 peces por estanque, comida ad
libitum.
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Los organismos se aclimataron por lo menos 2 semanas en estas condiciones previamente a los
bioensayos.

Durante todo el tiempo de aclimatacién se les alimentd ad libitum 2 veces al dia con alimento
comercial para peces tropicales y nauplios de artemia (Artemia salina) vivos previamente
eclosionados (Anexo ).

Los estanques se sifonearon diariamente y se limpiaron semanalmente. Entre cada bioensayo se
realizd un recambio total de agua, una limpieza profunda y se dejaron los estanques vacios con
flujo maximo continuo durante por los menos 48h para asegurar la remocién de cualquier
contaminacién residual.

En todos los casos, al final de las exposiciones, se sacrificaron por rapido choque hipotérmico y
se disectaron inmediatamente con materiales estériles.

1.1 Exposicidn de organismos para aislamiento de los genes

Dado que la expresidon del gen de VTG es regulada hormonalmente y que no se pueden

distinguir las hembras de los machos en la especie de interés, para asegurar respuesta y una

mejor amplificacidn posterior por PCR se decidid exponer unos organismos de Abudefduf
saxatilis con 17B-estradiol (E;). Se expusieron 5 individuos en estanques de 20 L separados a

una concentracion de 100 ng/L de E, durante 3 dias con cambios parciales de agua diariamente.

Estos organismos fueron proporcionados por el acuario de Xcaret, midieron entre 5y 10 cm de

longitud. No se les alimentd durante los 3 dias de la exposicion. Los parametros de

temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y pH se midieron mediante una sonda multiparametro

HACH Senslon 5 y permanecieron estables: T2: 27,2 +0,32C; S: 28,2 +0,1; DO: 7,7 +0,3 mg/L, pH:

7.85 $0,2.

Se disectaron inmediatamente después del sacrificio para remocién de sus higados, los cuales se
guardaron en RNALater® a -802C.

1.2 Exposicion de los organismos a los bloqueadores solares, bioensayos
preliminar y final

Los compuestos bloqueadores solares fueron diluidos en 2,5 ml de etanol grado biologia
molecular aforando a 10ml con 7,5 ml de aceite de maiz (Leafios Castafieda et al., 2002). Su
concentracién se calculé de manera que el volumen final de inyeccién sea de 10 ul/g PH,
independemente de la dosis para evitar confusiones. Se prepararon las soluciones el dia anterior
a las exposiciones y se guardaron en viales de vidrio ambar de 10 ml a 4°C.

Los organismos se pesaron en una balanza granataria al 0,1 g. Fueron inyectados con los
compuestos intraperitonealmente usando jeringas estériles para insulina de 0,3 ml con aguja
corta y delgada BD Ultra fine®. La inyeccidn se realizd en la zona debajo de la unién de las aletas
pectorales limpiando el area con etanol de farmacia (figura 14). Se manipularon los organismos
con sumo cuidado con un trapo humedo. Se actud lo mas rapidamente posible y se regresaron a
sus estanques inmediatamente. Se monitorearon los parametros ambientales como la
conductividad, la salinidad, la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto gracias a una sonda
multiparametros HACH Senslon 5. Los parametros permanecieron estables durante todos los
bioensayos: T2: 26,3 +0,62C; S: 29,3 +0,1; DO: 8,5 +0,5 mg/L; pH: 8,1 £0,2.
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La exposicidn para el bioensayo preliminar fue de una semana, contando con 10 organismos por
cada tratamiento. El tiempo de exposicidon se ajustd a 96 h en el bioensayo final, donde se
trataron 7 organismos por condicidn experimental.

Figura 14.  Las inyecciones se realizaron intraperitonealmente debajo de la zona de unidn de las aletas
pectorales.

Inmediatamente después del sacrificio, aproximadamente dos tercios del higado se guardaron
en glicerol al 20 % para un posterior analisis de la VTG por ALP y el tercio sobrante se guardo en
RNALater® para la extraccidon del ARN, su retrotranscripcién a cADN y finalmente analisis de
expresion genética por Q-PCR. Ambos se guardaron a -802C hasta sus respectivos tratamientos.

Il. Aislamiento de los genes de VTG, Bactinay 18S

Debido a la falta de informacién disponible sobre el genoma de Abudefduf saxatilis, el primer
paso para poder estudiar la expresién de algunos de sus genes fue obtener sus secuencias o por
lo menos una fraccién de ellas. El disefio de cebadores especificos (o oligo-nucledtidos o primers
en inglés) es primordial para el aislamiento y la secuenciaciéon de los genes estudiados. Son
pequeiias secuencias de dcido nucleico complementarias a la hebra molde de interés sirviendo
de punto de inicio de su copia empleando la técnica conocida como PCR (Polymerase Chain
Reaction por sus siglas en inglés, Reaccion en cadena de polimerasa).

1.1 Disefio de los cebadores

Dada la ausencia de secuencias de Abudefduf saxatilis, las secuencias de los genes de interés de
varias especies de peces fueron buscadas y alineadas con el fin de encontrar zonas conservadas
o de alta similitud entre ellas para disefiar los cebadores de la especie en estudio.

Il.1.a Busqueda de secuencias
El sitio Internet del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la biblioteca

nacional de Estados Unidos contiene un registro de un nimero importante de secuencias dadas
de alta por cientificos del mundo entero: el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Usando el buscador proporcionado por el sitio, se buscaron secuencias de mARN de los genes
estudiados. Los ejemplos que se sefalan subsecuentemente corresponden al gen de VTG.

Figura 15.  Busqueda de una secuencia de VTG para Abudefduf saxatilis en NCBI. Impresion de pantalla.

Figura 16.  Busqueda de secuencias de VTG en otras especies de peces en NCBI. Impresion de pantalla.
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Las secuencias se guardaron en un archivo de texto sencillo, .doc en este caso, siguiendo el
formato siguiente:

>nombre del pez y cédigo de referencia
copia de la secuencia en formato FASTA

>nombre del segundo pez y codigo de referencia
copia de la secuencia en formato FASTA
etc.

Se recomienda trabajar por lo menos con tres secuencias las mas completas posible para tener
mayor seguridad en los resultados del andlisis de alineacion.

11.1.b Andlisis de consenso entre las secuencias

Una vez encontradas las secuencias las mds convenientes y guardadas en un mismo archivo se
procedid a encontrar las zonas de mas alto consenso entre ellas, o zonas conservadas ya que con
una alta probabilidad estas zonas se encuentran también en el genoma de Abudefduf saxatilis.
Para ello se consultaron varios programas de acceso en linea:

e ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html),

e MUSCLE (http://www.drive5.com/muscle/),

e TCoffee (http://www.tcoffee.org/Projects home page/t coffee home page.html
e  MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)

Figura 17. El programa de alineacidn de secuencias en linea MultAlin. Impresion de pantalla.

En este ejemplo se usd el ultimo programa, MultAlin, para alinear las diferentes secuencias
seleccionadas anteriormente.

El programa es amigable y guia el usuario paso a paso en la definicion de las caracteristicas del
analisis. Se selecciond un nivel de consenso del 90%. El programa genera una imagen indicando
las zonas de consenso con escala de colores, el rojo siendo el mas alto.
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Figura 18.  Alineaciones de secuencias y consenso entre ellas analizado por MultAlin, las zonas rojas
indican las zonas de mas alto consenso o zonas conservadas.

I.1.c Alineacion de proteinas; busqueda de los codones favoritos

Una manera complementaria de diseiar cebadores es usando alineaciones de las secuencias de
aminoacidos del gen de estudio.

La combinacién de 3 de las bases de nucledtidos forma lo que se le llama un coddn y codifica por
un aminoacido, el cual representa es el elemento base de las proteinas.

La codificacién de los aminoacidos por codones tiene varias posibilidades de arreglo de
nucledtidos:

Figura 19.  Tabla representando las diferentes posibilidades de combinaciéon de bases para la
codificacidn de los aminoacidos(http://aprend3r.com/wp-
content/uploads/2008/06/tablal.jpg)

Se ha observado que las diferentes especies demuestran combinaciones “favoritas” de codones
para la codificacidon de sus aminoacidos. Conociendo las combinaciones favoritas de la especie
de interés, es entonces posible, a partir de una secuencia o una alineacion de secuencias de
aminoacidos de una proteina dada de otras especies, traducir y obtener una secuencia de
nucleotidos “personalizada”.
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A partir de la secuencia de aminodcidos del mARN de Cyp 51 reportada para Abudefduf saxatilis
(AY496940) se analizd la recurrencia de las diferentes combinaciones de nucledtidos (Anexo Il) y
se obtuvieron los codones mds frecuentes para A. saxatilis. Posteriormente, se realizd una
alineacién de las secuencias de aminoacidos de VTG de diferentes especies de peces como se
describié previamente, por NCBI y MultAlin. Las zonas conservadas de aminoacidos fueron
entonces traducidas a secuencias de nucleotidos donde se disefiaron cebadores de la manera
descrita a continuacion.

11.1.d Disefo de los cebadores

De la misma manera que para las alineaciones, se consultaron diferentes programas de libre
acceso en linea entre ellos el Biotools de Ila Universidad de Massachusetts
(http://biotools.umassmed.edu/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y el OligoPerfect™
Designer de Invitrogen (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716).

Un cebador ideal debe de tener una proporciéon de 50% de bases G y C, una longitud de
alrededor de 20 bases y una temperatura de fusidon cercana a los 609C, para amplificar un
producto de entre 200 y 400 bases de longitud. Siempre se disefian los cebadores por pares, uno
iniciador (o forward en inglés) y otro de regreso (o reverse en inglés), teniendo sus
caracteristicas similares ya que la amplificacién por PCR sigue la direccién 5’-3’ de las dos hebras
de acido desoxiribonucleico ADN complementarias. Se suben las secuencias en formato FASTA y
el programa genera varios pares de cebadores posibles indicando sus caracteristicas y su
ubicacién en la secuencia.

Figura 20.  Herramienta de disefio de cebadores en linea de Invitrogen, el OligoPerfect™ Designer.
Impresion de pantalla.
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Por otra parte, es posible disefiar “manualmente” sus cebadores. A partir del consenso obtenido
por la alineacidn previa o de una secuencia, se pueden sacar secuencias cortas complementarias
como descrito a continuacion.

Se recuerda que las bases complementarias son Adenina A-Timina T y Guanina G-Citosina C, y
que la lectura de una secuencia se hace en la orientacién 5’-3’ de la hebra de ADN.

e El primer paso es ubicar dos zonas muy bien conservadas, de consenso alto, de
alrededor de 20 bases, a una distancia una de la otra de la longitud del
producto deseado, unas 200 bases para el ejemplo:

5l

e El segundo paso consiste en traducir las secuencias a su
equivalente complementario:

Ejemplo:
Cebador de inicio o F:

Secuencia consenso: gtg tca gag caa cta cgc ta
Cebador de regreso o R:

Secuencia consenso: cac ttc agt ccc ttc aat gt
Secuencia complementaria 3°-5": gtg aag tca ggg aag tta ca
Secuencia cebador regreso 5’-3’: aca ttg aag gga ctg aag tg

e Una vez los cebadores traducidos es conveniente comprobar que sus
caracteristicas son las deseadas.

Una variedad de programas se pueden encontrar para calcular las proporciones de GC y la
temperatura de fusion de los cebadores asi disefiados y validarlos.

En este estudio se usé el programa de BioPHP:

(http://www.biophp.org/minitools/melting temperature/demo.php).
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Ill. Extraccién de Acido ribonucleico ARN

En todo el estudio se utilizé el kit de Sigma GenElute™ Total RNA Miniprep. Consiste en una lisis
del tejido con mercaptoetanol, el homogeneizado se filtra. Se transfiere el filtrado a una
columna donde se adhiere el RNA en una membrana y se lava con etanol a diferentes
concentraciones. El ARN purificado es entonces eluido en 20ul de agua en un tubo estéril y se
guarda a -809C. (GenElute™ User Guide, Sigma-Aldrich).El protocolo detallado se sefiala en el
Anexo Il

IV. Cuantificacion del ARN

La cuantificacion del ARN obtenido se realizé mediante la técnica descrita por Gallagher y
Desjardins (2006) leyendo la absorcidn a 260 nm en el espectrofotometro NanoDrop® ND 1000.
Este método tiene la gran ventaja de solo requerir un microlitro de muestra para las lecturas
gracias a su sistema de fibra dptica.

V. Retrotranscripcion a cADN

La retrotranscripcidon del ARN a cADN se realizé usando el kit de Invitrogen Superscript Il First
Strand Synthesis Super Mix #18080-400.
El protocolo detallado se sefiala en el Anexo IV.

VI. Reaccidn en cadena de polimerasa o PCR

VI.1 Principios del RT-PCR

La retrotranscripcidon seguida de una PCR (RT-PCR) es una técnica desarrollada en los afios
ochenta por el equipo de colaboradores de Kary Mullis (Saiki, et al, 1985). Se volvié
rapidamente la herramienta mas poderosa para amplificar y detectar niveles traza de mARN, por
la cual Kary Mullis recibié el premio Nobel de Quimica en 1993.

Los principios de la técnica de PCR se basan en la accidn de una enzima polimerasa que cataliza
la sintesis de cadenas de polinucleotidos a partir de una regiéon de ADN (identificada gracias a
cebadores) con la presencia en el medio de los nucleotidos A,T,G,C o dNTPs y iones Mg“.
Originalmente se utilizaba una polimerasa aislada de Escherichia coli, pero con el tiempo, se
descubrieron otras polimerasas, la mas popular siendo la polimerasa que se logré aislar en la
bacteria termofila Thermus aquaticus, abreviada Taq. Originaria de las fuentes hidrotermales del
parque natural Yellow Stone resiste temperaturas altas, por lo cual no se inactiva como la
polimerasa de E.coli a temperaturas de desnaturalizacién del ADN, lo cual ahorré un paso en el
metodo de PCR y se elimind una fuente de contaminacion.
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El proceso se puede dividir en tres pasos de tres temperaturas diferentes (Fig. 21):

e La desnaturalizacién del ADN: a una temperatura cercana a los 952C, la doble
hélice del ADN se desnaturaliza, los puentes de hidrégeno se rompen vy las 2
hebras se separan.

e Laalineacién: a una temperatura de unos grados inferiores a su temperatura de
fusion, los cebadores se alinean en la regidon complementaria correspondiente
en las hebras separadas

e La amplificacion: a una temperatura por lo general de 72°C la enzima
polimerasa empieza a amplificar las regiones de ADN a partir de los cebadores
incorporando los dNTPs.

Los tres pasos descritos forman lo que se identifica como un ciclo de PCR y por lo general son
necesarios de 35 a 40 ciclos para obtener un producto de PCR satisfactorio para un posterior
analisis.

Figura 21. Etapas de un ciclo de PCR.
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VI.2 Protocolo usado
Se usé el kit de PCR Taqg Polymerase de los laboratorios BioLabs®.
Después de varias pruebas modificando los volumenes de reactivos, tiempos y temperaturas de

corridas se desarrollé el siguiente método:

Tabla 3. Reactivos y volumenes empleados en PCR

Reactivos Volumen en pl
dNTPs 1
Cebador F 1
Cebador R 1
Buffer 10X 3
cADN 2
TagPolimerasa 0,5
Agua 11,5
Total 20

Se realizd un ensayo para probar la concentracién mas eficiente de MgCl, y se observo que las
mejores respuestas se obtuvieron entre una concentracion de 1,5mM (misma que el Buffer 10X)
y una concentraciéon de 2,5mM. En el caso de aumentar la concentracion de MgCl,, se ajusta el
volumen de agua para alcanzar un volumen total de 20pl.

El programa de ciclos de PCR se establecié de la siguiente manera:

Tabla 4. Programa de ciclos de PCR

Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturalizacidn inicial 95eC 5 min.
Desnaturalizacién 95eC 30 seg.
Alineacion 602C o algunos grados por debajo 30 seg.
dela Tf

Elongacién 72°C 30 sesg.
Elongacidn final 72°C 5 min
Numero de ciclos: 35
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VI.3 Geles de electroforesis

Los productos de PCR obtenidos después de la amplificacidn se visualizaron gracias a la técnica
de electroforesis en gel de agarosa.

Una corriente eléctrica se aplica a través de la agarosa, los productos amplificados son
acareados de manera proporcional a su peso o numero de bases, los productos mas ligeros o
mas cortos viajan entonces mads rapido que los largos.

Una tincion del gel con bromuro de etidio, BrEt, permitié visualizar en un transluminador de luz
UV los productos que recorrieron el gel en forma de bandas. Un marcador de tamafio o ladder
permite estimar el peso o nimeros de bases de los productos de PCR.

Se usaron geles al 0,8% de agarosa en una camara de electroforesis horizontal (Fisher FB SB
1316) con buffer TAE 1X. Una corriente de 120V se aplicé durante media hora o hasta que los
productos hayan recorrido la mitad de la superficie.

Se cargaron los 20 ul de producto de PCR con 4 pul de colorante 6X de azul de bromofenol y
naranja de xileno.

El gel fue retratado con una cdmara numérica (Canon PowerShot A630) equipada de un filtro UV
y se trabajo la imagen con un programa de tratamiento de imagenes, en este caso Adobe
Photoshop CS4, para invertir colores y ajustar el contraste y brillo de la imagen.

Vi.4 Purificacién del producto de PCR

Si el producto amplificado resulta satisfactorio, se procede a su purificacion, lo cual consiste en
remover los reactivos en exceso presentes como restos de dNTPs y cebadores que podrian
interferir con la secuenciacion.

Se recorta la banda del gel con sumo cuidado con un escalpel estéril.

En un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml se dispone otro tubo de 0,5 ml al cual se le habra hecho
una perforacién en su base con una aguja de jeringa e insertado un tapdén de fibra de vidrio
estéril. Se coloca la banda en el tubo de 0,5 ml y se centrifuga a 16 000 g por 2 min:

Se remueve el tubo de 0,5 ml y se afiade un volumen de 1:1 de Polietilen Glicol PEG al 20%.

Se incuba a 372C durante 15 min y se vuelve a centrifugar a 16 000 g por 15 min.

Se remueve el sobrenadante y se resuspende el pellet en 125ul de etanol al 80%.

Se centrifuga a 16 000g durante 2 min y con sumo cuidado se remueve el sobrenadante.

Se seca el tubo y se afiade 10 ul de agua tipo MilliQ estéril y se cuantifica en el Nanodrop® ND
1000 usando el programa de acidos nucleicos (Gallagher y Desjardins, 2006).
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VII. Secuenciacion del producto de PCR

Un minimo de 10 ng de ADN purificado es requerido por el Genomic Center UCR para una
secuenciacion satisfactoria en un volumen total recomendado de 12 pl.
Los tubos se prepararon de la siguiente manera:

ADN cebador H,0
x pl para incluirmas de 10 ng | 1 pl x pl para aforara 12 pl

Cabe resaltar que en cada tubo se incorpora un solo cebador que sea el F o el R; asi por cada
banda originalemente purificada se cuenta con dos tubos.

La secuenciacion se realizd en el Genomic Center de la Universidad de California, Campus de
Riverside (http://www.genomics.ucr.edu) gracias a la cooperacion de los doctores Daniel
Schlenk y Ramén Lavado, en un secuenciador Applied Biosystems 3730xl.

Los archivos recibidos correspondientes a las secuencias de los productos purificados se
visualizaron gracias al programa ChromasPro (http://www.flu.org.cn/en/download-49.html) de
Applied Biosystems.

Se realizd un analisis BLAST de las secuencias en el sitio del NCBI para compararlas con las
secuencias disponibles en la base de datos y validarlas.

VIil. PCR en tiempo real

Vi1 Principios del PCR en tiempo real

Como se sefiald anteriormente, la técnica de RT-PCR abrié amplias oportunidades en el drea de
la biologia molecular, sobre todo en el trabajo con los acidos nucleicos, la manipulacion del ADN
para clonacion, la ingenieria genética y las secuenciaciones genéticas entre otros (Pfaffl, 2006).
No obstante, las limitaciones de este método radican principalmente en las dificultades de
cuantificacion ya que se genera una cantidad de producto independiente del ADN presente
inicialmente (Kubista et al.,, 2006). Por otra parte, la sensibilidad de los tratamientos post
amplificacion de estimacién de los niveles de ADN son poco sensibles, sin tomar en cuenta los
riesgos de contaminaciones debido a la manipulacion de los productos. Estas limitaciones fueron
resueltas satisfactoriamente, y desde su primera descripcion por Higuchi et al. en 1993, la
técnica de PCR en tiempo real se ha convertido en el método de predileccidon para cuantificar
estas trazas de genes expresados en cualquier tipo de matriz bioldgica. Se basa en la deteccion y
cuantificacidn de la fluorescencia emitida por un fluoréforo afadido a la reaccién, de manera
directamente proporcional a la formacion de producto de PCR a cada ciclo. Asumiendo una
amplificacidn eficiente, a cada ciclo se aumenta de 2" el nimero de moléculas anterior, asi es
posible deducir la cantidad de ADN inicialmente presente (Kubista et al., 2006). Ademas de su
alta sensibilidad, su especificidad y su buena repetibilidad (Bustin, 2005), este método tiene la
gran ventaja de no requerir manipulacion después de la amplificacién que pudiera ser fuente de
contaminacién. Su mayor desventaja son los costos relativamente altos de los equipos vy
reactivos. Aplicaciones tipicas del PCR en tiempo real incluyen la detecciéon de patégenos, el
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estudio de la expresidn genética, el estudio de aberraciones cromosdmicas, el estudio de “micro
hileras” y la deteccion de proteinas (Ginzinger, 2002, Kubista et al., 2006).

Para evitar confusiones con el RT-PCR, en el presente estudio se considerara a Q-PCR para referir
al PCR en tiempo real por su capacidad de cuantificacién (Quantification en inglés) a partir de
muestras de cADN, también referida en otros lados como gRT-PCR (Pfaffl, 2006).

Varios tipos de fluoréforos son disponibles para la deteccidon de la amplificacién del producto
estudiado: fluoréforos no especificos (SYBR®Green), cebadores combinados con fluoréforos
(LUX™) o sondas especificas de la secuencia (TagMan, Scorpions ™). Todas estas opciones tienen
niveles de sensibilidad altos pero sus principios de deteccidén y optimizacidén, asi como sus
costos, varian.

En el presente estudio se describe la técnica de Q-PCR usando el fluoréforo no especifico
SYBR®Green. Las revisiones de Bustin (2005) y Wong y Medrano (2005) exponen ampliamente
las otras técnicas de deteccidn.

SYBR®Green es un fluoréforo que se asocia Unicamente con ADN de doble hebra por lo que la
fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad de ADN de doble hebra
amplificado: el producto de PCR estudiado (Ponchel, 2006). SYBR®Green se excita a los 497 nmy
emite a los 520 nm de longitud de onda. Las mayores ventajas de su uso radican en la sencillez
del disefio y operacién del andlisis, su flexibilidad de uso, ya que se puede usar en diferentes
pruebas y sus relativamente bajos costos de operaciones. Por otro lado, su mayor desventaja se
debe a su no especificidad, un solo gen por reaccidn se puede estudiar y existe una posibilidad
de falso positivo, pruebas de curva de fusion o geles de electroforesis se tienen que correr para
ayudar a detectar la formacidén de productos no deseados.

En los primeros ciclos, la sefial de fluorescencia es débil y no se distingue del ruido de fondo ya
que todavia no se forma una cantidad suficiente de producto de doble hebra (figura 22). Con la
acumulacién del producto la sefial empieza a aumentar exponencialmente y finalmente se
satura y llega a una etapa de saturacién cuando uno o varios de los componentes de la reaccion
empiezan a faltar. En una corrida tipica, este nivel de saturacidon es el mismo para todas las
muestras, asi que esta medicidn no aporta informacién sobre la cantidad original. No obstante,
las curvas se distinguen en su fase de respuesta exponencial la cual refleja directamente la
cantidad inicial de la molécula a amplificar.
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Figura 22. Funcionamiento del fluoréforo SYBR Green en ciclos de PCR de tiempo real. Una vez
asociado con ADN de doble hebra, el SYBR Green emite a 520nm. Los productos generados por cada
ciclo de PCR producen una respuesta exponencial.

Para los andlisis de los resultados de Q-PCR se toma en cuenta el nimero de ciclos de
amplificacion necesarios para que la respuesta sobrepase un umbral de fluorescencia o
“threshold” particular (figura 23), este numero se identifica como el C; (Bustin, 2005) o CP
(Wong y Medrano, 2005). En este trabajo se usara la denominaciéon C; de acuerdo a la literatura
de Applied Biosystems, fabricante del equipo usado en el presente estudio.

Figura 23.  Curvas de amplificacion obtenidas para los tres genes de interés en Q-PCR. La linea azul
representa un umbral hipotético de fluorescencia. Las lineas punteadas naranja el numero de ciclos
necesario para que la amplificacion sobrepase este umbral o C.. Captura de pantalla.
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VIII.2 Tipos de cuantificaciones

Existen varias maneras de cuantificar el producto de PCR que basicamente se dividen en dos
tendencias: la cuantificacion absoluta y la cuantificacidn relativa.

VIIl.2.a Cuantificacion absoluta

El principio de la cuantificacién absoluta radica en el uso de una curva de calibracion elaborada a
partir de una serie de dilucién de un producto estandar de concentracidn conocida. Este
estandar puede ser un producto de PCR, ADN o ARN recombinante, secuencia clonada en
pldsmidos o muestras de tejido enriquecidas (Pffafl, 2006; Wong y Medrano, 2005). Una
regresion lineal entre los C; y las concentraciones de la curva de dilucidon estandar permite
extrapolar y determinar la concentracién de la muestra en funcién de su valor de C;. El método
asume que los estandares y las muestras tienen las mismas eficiencias de amplificaciéon. Aunque
las curvas de calibracidn sean altamente reproducibles, la determinacion de la concentracion de
la muestras depende enteramente de la precision del estandar. La cuantificacidon “absoluta” es
relativa al uso de curvas de calibracidn y tiene que ser correlacionada con parametros
bioldgicos, como el peso del tejido, el numero de copias de un gen de referencia etc (Pffafl,
2006).

VIII.2.b Cuantificacion relativa

En la cuantificacién relativa o comparativa, se miden los cambios de expresion de un gen en
base a una referencia. No se necesitan curva de calibracion ni estandares, donde la referencia
puede ser cualquier gen de secuencia conocida. Comunmente, se escogen genes
constantemente expresados como referencia o “housekeeping”, como ARN mensajero de B-
actina o GAPDH o ARN ribosomal de 18S o 28S (Wong y Medrano, 2005). Se recomienda usar
mas de un gen de referencia para una mejor normalizacion.

Los niveles de expresion se determinan midiendo las diferencias en los C;, o AC;, entre el gen
estudiado y el gen de referencia.

AC=C; gen estudiado - C; referencia

Otro nivel de complejidad se puede afiadir, tomando en cuenta como parametro de relatividad
el AC;de un grupo control, por lo general organismos sin tratamiento, organismos a tiempo=0 u
organismos sanos. La expresidon del gen en un tratamiento dado se expresa entonces en funcién
de un gen de referencia pero también en funcidn de muestras sin tratamiento o control, o AAC;.

AAC:= AC; tratamiento - AC; control

El valor del numero de copias del gen siendo de poco interés, los resultados se representan de
preferencia como un cambio relativo de expresion: la expresion relativa. El modelo matematico
mas usado para la representacién de la expresion relativa fue descrito en 2001 por Pfaffl y se
calcula de la siguiente manera:

Expresion relativa= 2 ~%
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En el presente estudio se usé la cuantificacién relativa como método para determinar la
expresion de VTG en funcién a B-actina y 18S en las muestras resultantes de las exposiciones a
los compuestos bloqueadores solares.

VI3 Disefio de cebadores especificos para Q-PCR

A partir de las secuencias de los genes de interés obtenidas anteriormente se disefian cebadores
especificos usando las herramientas previamente descritas.

Los productos de Q-PCR suelen ser mas cortos que un PCR normal para no saturar la sefal, unas
100 bp.

Los cebadores fueron sintetizados por la compania Sigma-Aldrich®.

Tabla 5. Lista de los cebadores especificos utilizados en el presente estudio con sus
caractéristicas y secuencias.

Nombre Te fusion %GC Secuencia

B actina F 64.3 52.63 ATTCCGCAGGGACTCCATA

B actina R 64 55 TCCCTGGAGAAGAGCTACGA
18SF 63.8 50 CCGCAGCTAGGAATAATGGA
18 SR 63.3 50 TCACCTCTAGCGGCACAATA
VTGaF 64.2 55 GCTGCCCAGATGGAGTCTAA
VTG aR 64.4 55 CTCGCTGCCAAACTCGTACT
VIGbF 64.2 55 GCCCAGATGGAGTCTAAGCA
VIGbR 64.6 55 ACTCGTACTGCAGGGTTCCA

Se probd la eficacia de los cebadores con cDNA de Abudefduf saxatilis expuesto cada dos dias
durante una semana a una concentracion de E, de 5 pg/g PH. Se usaron dos volumenes
diferentes de cADN (2 pul y 4 pl) para asegurar la respuesta y la visualizacion del producto. Se
realizé un PCR y se corrid un gel de electroforesis de la manera antes descrita.

VIIL.4 Protocolo Q-PCR
Vlll.4.a Equipo y reactivos
Los analisis de Q-PCR se realizaron en un equipo Applied Biosystems Step One de 48 pozos en la
Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del CICY AC.

Se usaron los reactivos provistos por el kit platinum SYBR® Green de Invitrogen™ y se siguieron
las recomendaciones del proveedor:
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Tabla 6. Reactivos y volumenes empleados en los andlisis de Q-PCR con el kit platinum SYBR®
Green de Invitrogen™.

Reactivo Volumen en pl
Mix platinum SYBR Green 10

Colorante ROX 0,4

Cebador F 0,5

Cebador R 0,5

cADN 2

H,0 6,6

Para minimizar variaciones y evitar contaminaciones se realizé un “MasterMix” de los reactivos
usados en todas las reacciones como el Mix platinum SYBR® Green, el ROX y el agua estéril por
cada uno de los cebadores, afiadiendo posteriormente individualmente las muestras de cADN de
los tratamientos. Como controles negativos, se remplazaron los volumenes de cADN por agua
destilada estéril.

Las placas se cargaron de la siguiente manera:

Tabla 7. lllustraciéon de la distribucién de las muestras en las placas de Q-PCR en el presente
estudio.

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin \'\/lfgativo

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin Tsesgativo

VTG 18S Bactin | VTG 18S Bactin Negativo

Bactina

IX.4.b Curva de eficiencia
La eficiencia del método se verificd realizando una serie de dilucién de cADN para cada una de
las parejas de cebadores. Se calculd gracias a la tasa de amplificacidn, en base a su regresion
lineal, la cual varia generalmente entre 1,6 hasta arriba de 2 (Pffafl, 2006).

Ecuacién de la eficiencia: E= 10 (/pendiente)

Se realizé una serie de dilucion usando cADN del control positivo E; con un factor de 0,2X entre
cada punto.
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VIIl.4.c Melting curve

Debido a la falta de especificidad del fluoréforo SYBR®Green es necesario confirmar Ia
amplificacion de un sélo producto y de que no haya ocurrido interferencia por dimeros o
productos no especificos durante la reaccion.

Para distinguir la formacién de producto especifico y no especifico, un andlisis “melting curve”
es realizado; al final de la reaccidon de PCR el producto es disociado por aumento gradual de la
temperatura. El producto de PCR se “funde” y libera el SYBR®Green, la intensidad de la
fluorescencia disminuye entonces y se registra. Si un dimero se amplific6 se nota un pico
adicional al del producto de interés.

VIIl.4.d Programa Q-PCR

Tabla 8. Programa de tiempos y temperaturas en Q-PCR utilizados en el presente estudio.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95eC 5min
Desnaturalizacién 95eC 30 seg
Alineacion 602C 30 seg
Elongacién 72°C 30 seg
Melting curve 952C 15seg

602C 1 min

A+0,32C hasta 952C 15 seg
Numero de ciclos: 35

Las figuras 24 y 25 illustran la programacion usando el programa del PCr en tiempo real
StepOne™ 2.0.

Figura 24. Programacién del ciclo de PCR en StepOne™.
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Figura 25. Programacién del Melting Curve en StepOne™.

VIIl.4.e Cuantificacion relativa 2~

La cuantificacion se realizé de la manera antes descrita usando el método AAC:. El programa del
equipo Step One arroja los valores de C; medidos para cada muestra y sus replicas. Los cdlculos
de AC: y AAC; se realizaron en el programa de calculos Excel tomando como:

AC=C; VTG - C; Bactin o0 18S

AAC:= AC; tratamiento - AC; control negativo

—AACt

Se reportaron los resultados como expresion relativa (2 ) por cada gen de referencia.
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IX. Técnica del fésforo proteico labil al dlcali o ALP

IX.1 Principios del método

Existen métodos directos de medicion de la vitelogenina basados en imunoensayos tipo ELISA;
desafortunadamente a la fecha, no existen anticuerpos especificos de vitelogenina para
Abudefduf saxatilis. Obtener anticuerpos es un proceso complicado y costoso, lo cual impulsé a
varios investigadores a disefiar protocolos para su medicién de manera indirecta a través de la
medicion de sus fosfatos.

En efecto, la vitelogenina de los vertebrados es una macromolécula inusualmente rica en serina
lo cual la convierte en la secuencia de aminoacidos mas fosforilada de la naturaleza (Hallgren et
al., 2009).

La proteina es precipitada con una serie de extracciones por solventes, los fosfatos proteicos son
entonces liberados tras una hidrdlisis al dlcali con NaOH. Los niveles de fosfatos son medidos por
colorimetria gracias al complejo azul de fosfomolibdato formado por la reducciéon con acido
molibdato y acido ascorbico (Gagné y Blaise, 2000).

Desde que M.G. Stanton describié en 1968 la primera técnica de medicion colorimétrica de
fosfatos en muestras organicas, el protocolo ha experimentado modificaciones a lo largo de los
afios. En los noventas, el equipo del canadiense F.Gagné impulsé el uso de esta metodologia
como herramienta de monitoreo. La adaptacion propuesta por Hallgren y sus colaboradores en
2009 tiene la gran ventaja de usar reactivos menos dafinos, mas disponibles y relativamente
mas econdmicos que los protocolos antes propuestos en la literatura.

El método de Hallgren toma en cuenta solamente muestras de plasma, por lo cual se necesitd
adaptar el protocolo original para ajustarse a las condiciones del presente estudio y del
laboratorio. La sangre es el vehiculo por donde la vitelogenina viaja del higado a las génadas, por
lo cual los estudios de ALP se suelen realizar en plasma.

En el presente estudio, el tamafio de los organismos limitéd tomar volimenes adecuados de
sangre asi que se decidid trabajar con muestras de higado. Existen estudios donde se han
realizado las mediciones ALP en higado, génadas y hasta en todo el contenido peritoneal (Cheek
et al., 2001; Shilling y Williams, 2000; Ortiz Zarragoitia y Cajaraville, 2005 ).

Al contrario del plasma, donde se cree que la vitelogenina es la Unica proteina fosforilada, otras
moléculas fosforiladas se encuentran en el higado, como los fosfolipidos por ejemplo, pero
representan una pequefia fraccidon en comparacion con la vitelogenina y la mayoria de ellas no
son labiles al alcali (Hallgren et al., 2009).

Gagné propone un método para extraer la proteina de muestras de tejido como higado o
gonada asi que se uso su protocolo para la primera parte de extraccion seguido de las etapas de
tratamiento descritas por Hallgren.
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1X.2 Protocolo adaptado para medicién ALP
IX.2.0 Homogeneizacion del tejido (adaptado de Gagné y Blaise, 2000)

Es de primordial importancia que los pasos siguientes se realicen en hielo para prevenir la
degradacion de la proteina.

Se homogeneiza el tejido de higado en tubos eppendorf frios con una solucién
amortiguadora de pH 8 de Tris HCI con EDTA vy ditiotreitol. Se agrega 1 ml de la solucidn
amortiguadora Tris para cada 200 mg de tejido y 1 pug de aprotinina por cada ml.

El homogeneizado se centrifuga a 10 000 g por 20 min a 4°Cy se dispone el sobrenadante en
un nuevo tubo frio.

Una fraccion de aproximadamente 5 pl del sobrenadante se guarda para medir su
concentracion total de proteina en el programa A280 del Nanodrop.

IX.2.b Extraccion y tratamiento alcalino

Extraccion de la proteina (adaptado de Hallgren et al, 2009)

Una vez obtenido el sobrenadante del homogeneizado, varios pasos de extraccidén vy
purificacién se llevan a cabo.

Se afaden 54 pl de acetona fria por cada 100 pl de homogeneizado y se mezclan en vortex.
Se centrifuga esta mezcla a 5 000g por 5 min.

Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 300 pl de la solucién amortiguadora
mediante una agitacién suave en el "Beadbeater". Se anaden 162 ul de acetona y se vuelve a
centrifugar 5000 g por 5 min.

De nuevo, se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 300 ul de la solucién
amortiguadora y se le afiade 162 pl de etanol. La mezcla se centrifuga a 10 000g por 10 miny
se descarta el sobrenadante.

Tratamiento alcalino

Para obtener la fraccidn proteica labil al dlcali se resuspende el pellet en 100 ul de NaOH a
1My se mezclan con sumo cuidado con vortex.

Se procede a una incubacién a 70°C por 90 min durante la cual se vuelve a mezclar con
vortex a los 30 y 60 min.

Después de la incubacidn, y a temperatura ambiente, se afiaden 40 pl de 100% TCA. Se
centrifuga a 16 000 g por 15 min.

105 pl del sobrenadante son transferidos a un nuevo tubo y se diluyen con 435 pul de agua
destilada.

Se anaden 435 ul de butanol grado molecular y se mezclan hasta obtener una sola fase
homogénea.

Se vuelve a centrifugara 16 000 g por 15 min. (13000 rpm)

2 volumenes de 145 pl de la fase acuosa inferior son cuidadosamente removidos y
dispuestos en 2 nuevos tubos. Uno de los tubos servira para leer la absorbancia de fondo de
la muestra, el otro el desarrollo del color.
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IX.2.c Lectura y resultados

Curva de Calibracion
A partir de una solucién madre de 127 ppm de PO, > en 1M de NaOH, se prepara una curva
de calibracidn de la siguiente manera:

Figura 26.  Curva de dilucién de los estandares de PO43_ para ALP.

Desarrollo del color

La reaccion colorimétrica se realiza afiadiendo 50 ul de acido molibdato al 1% en 2 M H,SO4
en todos los tubos.

Se afiaden luego 50 pl de acido ascérbico al 5%. Para leer la absorbancia de fondo, se afaden
solamente 50 pl de agua destilada.

Los tubos se agitan vigorosamente durante 60 seg y se incuban 60 min a 40°C.

Las absorbancias se leen a 630 nm.

Resultados

La concentracidn de fosfatos de la muestra es calculada gracias a la curva de calibracidn.
(x=y-b/a)
Se le aplican los siguientes factores de dilucién:

1) Fase inicial: Volumen de muestra inicial/Volumen de NaOH. Si se siguen los mismos
volimenes que descritos aqui : 100 pul/100 pl=1
2) Tratamiento alcalino: Volumen NaOH+TCA/Volumen extraido : 140 pl/105 pl=1,3
3) Desarrollo del color: Volumen total/Volumen muestra usado: 245 ul/145 pl=1,7
Si se usaron los volumenes indicados en este protocolo se necesita entonces multiplicar el
resultado obtenido gracias a la curva de calibracion por 4 para tener la concentracién en pg
de PO, > de ALP por ml de homogeneizado.
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Para presentar los resultados en pg de ALP por mg de proteina total (ugmg™), se divide la
concentracién de PO, > en ugml'l por la concentracién total de proteina medida a 280nm por
Nanodrop en mgml™.

X. Bioensayo preliminar

Con el objetivo de garantizar un nimero de organismos representativo para asegurar pruebas
estadisticas satisfactorias se realizé un bioensayo preliminar.

Se inyectaron diez peces por cada tratamiento, los cuales consistieron en una dosis baja (10 ug/g
PH) y una dosis alta de oxibenzona (100 pg/g PH), un control negativo de solventes y un control
positivo de E, (5 pg/g PH) (Leafios Castafieda et al., 2002). Tratandose de organismos juveniles
quienes por ende deberian de carecer de expresion de VTG, se acordo limitarse al uso de un
control negativo de solventes y no usar grupo control sin exposicidn. Se trataron cada dos dias
durante una semana para un total de tres inyecciones.

Se incorpord un tratamiento de dosis mediana de oxibenzona (30 ug/g PH) contemplando una
sola inyeccidn para comprobar si una sola inyeccion bastaria en disparar la respuesta de VTG y
asi disminuir a lo maximo el estrés sufrido por los organismos al momento de las
manipulaciones.

Se sacrificaron los organismos por rapida hipotermia y se les removié inmediatamente el higado.
Los andlisis de ALP se realizaron en las instalaciones de la UCIA-CICY Quintana Roo y los andlisis
de Q-PCR en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del CICY, AC.

X.1 Calculo del numero de organismos (n) para el bioensayo final

Gracias a las desviaciones estandares obtenidas en los andlisis del bioensayo preliminar y el
programa StatMate del paquete Prism GraphPad, se calculd el nimero de muestras
necesario para obtener resultados estadisticamente satisfactorios. Como las desviaciones
estdndares no eran iguales en todos los tratamientos se escogié trabajar con un promedio de
ellas lo que da una desviacién aproximada de 0,5.

Se determind que una n de 5 daria diferencias de 1,54 a 99% de poder o 1,30 a 95%, lo cual
se juzgd aceptable.
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X.2

Cambios operados para el bioensayo final

En vista de los resultados obtenidos en el estudio preliminar se efectuaron algunos cambios
para el bioensayo final:

(0]

Se bajo la dosis maxima de exposicidn debido a la mortalidad reportada, se
escogieron dosis de 5, 25 y 50 ug/g PH.

Se inyectaron siete peces para asegurar una n final de por lo menos cinco
organismos.

Se inyectaron una sola vez para reducir el estrés ocasionado por la
manipulacion asi como los riesgos de infeccidon y mortalidad, y se dejaron en
exposicion 96h, el tiempo reportado por Shilling y Williams (2000) para una
mayor expresion y sintesis de la VTG.

Se afadié un tratamiento compuesto por una mezcla (Mix) de los tres
compuestos en proporciones similares a las usadas en las cremas
comerciales: Oxibenzona 5%, Octisalato 6% y Octinoxato 7,5%, calculadas en
relacion a una dosis final de 5 pug/g PH de Oxibenzona.

Para los analisis de expresion genética se usé como gen de referencia a B-
actina. Los resultados obtenidos con 18S fueron muy similares, pero sus C;
eran inferiores a los 10 ciclos. Debido a la gran cantidad de 18S, su
amplificacién se did a un Ct muy por debajo de los otros genes que
anduvieron alrededor de los 30 ciclos. La expresién de B-actina no varié con
los tratamientos y tuvo menor desviacién estdndar que 18S; asimismo, B-
actina aparecié como la mejor opcion de referencia en este estudio.

Figura 27. Diagrama explicativo del bioensayo preliminar. Pagina opuesta.
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Xl. Bioensayo final

Se inyectaron siete peces por cada tratamiento para asegurar una n de cinco al final del
experimento.

e E,: Control positivo de 17B-etilenestradiol a una dosis de 5 pug/g PH de pez

e Neg: Control negativo de solventes, 25% etanol grado biologia molecular 75%
aceite de maiz

e OS: Octisalato con dosis de 5 pg/g PH, 25 ug/g PH, 50 ug/g PH

e Oxi: Oxibenzona con dosis de 5 ug/g PH, 25 pg/g PH, 50 ug/g PH

e ONX: Octinoxato con dosis de 5 ug/g PH, 25 ug/g PH, 50 ug/g PH

e Mix: Mezcla de Oxibenzona 5%, Octisalato 6% y Octinoxato 7,5%, para una dosis
de Oxibenzona de 5 pg/g PH

96 h después de la inyeccion (Shilling y Williams, 2000), se sacrificaron los organismos por rapida
hipotermia y se les removié el higado.

Las muestras para ALP fueron tratadas en el laboratorio de la UCIA-CICY Quintana Roo y
precipitadas a fosfatos. Para las muestras de expresion genética, el ARN fue extraido vy
retrotranscrito a cADN. Las muestras tanto para ALP como para Q-PCR fueron transportadas a
Meérida en un contenedor BioFreeze asegurando una temperatura de congelacidn hasta llegar a
las instalaciones del CICY AC. donde se guardaron a 42C las muestras de ALP y -202C las de cADN.
Se realizaron los analisis ALP usando en el lector multiplacas de la Unidad de Quimica de la
UNAM en Sisal y los andlisis Q-PCR en la Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas
del CICY, AC.

Xll. Herramientas estadisticas

Los andlisis estadisticos de los resultados y sus graficas se realizaron gracias al programa Graph
Pad Prism (Graph Pad Software Inc.,San Diego, USA).

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza ANOVA de una via no paramétrico de
Kruskal Wallis seguido de un analisis post hoc de Dunns.

Figura 28. Diagrama explicativo del Bioensayo final. Pagina opuesta.
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D. Resultados

I.  Secuenciacion de los genes

1.1 VTG
I.1.a Secuencia

El disefio de varios cebadores, pruebas de diferentes tiempos, temperaturas, cambios
en las concentraciones de MgCl, y asociaciones de cebadores fueron necesarios para
finalmente poder obtener productos de PCR satisfactorios para VTG. En la figura 29, se
puede observar un ejemplo de un gel de agarosa obtenido con productos de PCR para
VTG y 18S, en el extremo derecho se corrid una muestra de ARN para comprobar la
integridad del mismo.
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Figura 29.  Foto en colores invertidos y escala de blanco y negro de un gel de agarosa de
productos de PCR para VTG (220610). A la derecha se puede observar dos bandas definidas
asegurando la integridad del ARN usado en la retrotranscripcién del analisis PCR.

Se secuenciaron los productos de PCR purificados de interés en el Genomic Center de la
Universidad de Riverside, California. Los archivos que entregéd el Genomic Center
consistieron en una secuencia de bases con un cromatégrama correspondiente a la
importancia de la sefial para cada base. Cada color representa una de las cuatro bases
A,T,G,C, cuando la sefial no es definida se representa por una “N”.
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De los 16 productos de PCR obtenidos y mandados a secuenciar, el producto "sarg 6"
(figura 28) resultd el mas apropiado. El cromatégrama de su secuencia ensefié picos
intercalados con pocos solapamientos de colores y ausencia de "N" :

Figura30.  Cromatograma de la secuencia de VTG, cada color de pico representa la sefial de una
base. Captura de pantalla de ChromasPro.

Se usoé la herramienta Basic Local Alignement Search Tool (BLAST). BLAST es un
programa informatico que alinea la secuencia sometida contra la base de secuencias
registradas por el National Center for Biotechnology Information (NCBI) y calcula sus
similitudes. Se obtuvieron buenas calificaciones de alineacién, entre 70 y 80% de
similitudes y valores de E de e hasta e, con secuencias de VTG en otras especies de
peces marinos (figuras 31 y 32). Estos resultados permitieron confirmar de que se trate
del gen de interés: VTG. Las especies alcanzando mejores puntaciones de similitudes,
son especies marinas y el analisis parecid indicar que el gen aislado fue de VTG B o Ab.
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Figura 31.

Figura 32.

Captura de pantalla del resultado del analisis BLAST en NCBI para VTG, calificacién de
alineacidn en escala de colores.

Captura de pantalla de las secuencias de VTG de otras especies de peces con alto
consenso de alineacién obtenidas por el analisis BLAST.
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Una vez eliminadas las zonas con "ruido de fondo" y de poca sefal de la secuencia
recibida, se usé para el disefio de cebadores de cuantificacion de VTG para Abudefduf

saxatilis la secuencia parcial de 249 bp siguiente:

>GTGCTACTCCTACATTGGCCGTATTGATTATGGGCAGGATCTGTCTCTGCAGGGTTCAGACTT
TTCGTCTTCATCCCCATTCAACATCATGGGAGGCGCTGCCCAGATGGAGTCTAAGCAAAAACT
GATCTTCGTGGACGCCAGGGCTGGCAGCATGGGGCCCCACCGAACTGACTATTCTGAGCGTG
GAACCCTGCAGTACGAGTTTGGCAGCGAGCTTCTCCAGATGCCCGTTCAGCCTTTTCGTCT

1.1.b Cebadores de cuantificacion

Usando la secuencia parcial obtenida para VTG y de la misma manera anteriormente
descrita para el disefio de cebadores, se obtuvieron cebadores para la cuantificacién.
Estos cebadores de cuantificacién generan un producto de alrededor de 100bp, lo
recomendado en el uso para PCR en tiempo real. Se disefiaron dos juegos de cebadores,
a la luz de la prueba realizada (ver adelante) se decidié trabajar con el juego VTG b.

Tabla 9. Cebadores de cuantificacion de VTG, caracteristicas y secuencias.

Nombre Tf %GC Secuencia
VIGbF 64,2 55 GCCCAGATGGAGTCTAAGCA
VTG bR 64,6 55 ACTCGTACTGCAGGGTTCCA
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1.2 B-actina
1.2.a Secuencia

La primera secuencia parcial que se obtuvo en el desarrollo de esta tesis fue la de B
actina. Se logré obtener bandas de producto de PCR para B actina en los geles de
agarosa (figura 33), lo cual permitié secuenciar parcialmente este gen de referencia para
Abudefdfuf saxatilis.

=
-
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250 bp
Figura 33. Foto de un gel de agarosa en colores invertidos y escala de blanco y negro de un

producto de PCR para B actina obtenido con cADN de A.saxatilis.

El producto de PCR "Mex 13" purificado mandado a secuenciar en el Genomic Center
dio resultados muy satisfactorios, su cromatégrama se observa muy limpio, con
ausencia de "N". El analisis tipo BLAST contra la base NCBI resulté en alineaciones muy
significativas (93% de similitud y valores de E de e®*) con genes de B-actina de otras
especies de peces marinos lo cual permite confirmar el aislamiento del gen de B-actina
de Abudefduf saxatilis (figuras 34, 35y 36).

Figura 34. Captura de pantalla de ChromasPro. Cromatograma de la secuencia de B-actina, picos
muy bien definidos y intercalados, muy buena sefial de analisis.
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Figura 35.

Figura 36.

Captura de pantalla del resultado del andlisis BLAST, se obtuvieron puntuaciones de
alineacidn maximas.

Captura de pantalla de las secuencias con alto consenso de alineacidn para el gen de B-
actina obtenidas por el analisis BLAST.
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La secuencia asi obtenida se recortd en las zonas de mejor respuesta y se pudo reportar
la secuencia parcial de 183 bp para B-actina para A.saxatilis como:

>GTCTCGCGGGATTCCGCAGGGACTCCATACCAAGGGAAGGNAAGGCTGGAAAAGGGCCTC
TGGGCAACGGAACCTCTCATTGCCGATGGTGATGACCTGGCCATCAGGCAGCTCGTAGCTCTT
CTCCAGGGAGGAGGAGGACGCAGCAGTGCCCATCTCCTGCTCAAAGTCAAGGGAATTTCT

1.2.b Cebadores de cuantificacion

A partir de la secuencia parcial obtenida y reportada previamente, se disefiaron
cebadores para cuantificacion por PCR en tiempo real:

Tabla 10. Cebadores de cuantificacion para B-actina, caracteristicas y secuencias.

Nombre Tf %GC Secuencia
B actina F 64,3 52,63 ATTCCGCAGGGACTCCATA
B actina R 64 55 TCCCTGGAGAAGAGCTACGA
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1.3 18S

1.3.a Secuencia
Contando con cebadores universales para el gen de 18 S, fue muy rdpido el aislamiento
de este gen de referencia, las bandas obtenidas con productos de PCR en geles de
agarosa fueron en todos los casos claras y bien definidas (figura 37).

Figura 37. Foto en colores invertidos y escala de blanco y negro de un gel de agarosa de producto
de PCR para 18S, la banda correspondiente se nota facilemente y se ubica entre los 500 y
250bp.

De los cuato productos mandados a secuenciar, todos resultaron tener muy alta
correlacién con el gen 18S de otras especies de peces. Se escogid para el resto del
estudio a la secuencia "Sarg 13", la cual tuvo mayor definicién de picos en el
cromatérama (figura 38) y alineaciones en el andlisis BLAST de las mas significativas
posibles (figuras 39 y 40).

Figura38.  Cromatdégrama de unas secuencias obtenidas para 18S, los productos son cortos pero
la sefial esta muy clara. Captura de pantalla de ChromasPro.
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Figura 39.

Figura 40.

Captura de pantalla del resultado del analisis BLAST en NCBI para 18S, el maximo de
puntuacién de alineacién fue obtenido.

Captura de pantalla de las secuencias de otros peces con alto consenso de alineacion
para el gen 18S obtenidas por el analisis BLAST.
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De manera logica para un gen tan conservado como el 18S, las puntuaciones de
similitudes fueron muy altas, de 99% con valores de E de 0. Las especies que dieron
mayores puntuaciones son peces marinos, algunos de ellos arrecifales como el
Epinephelus y el Acanthopagrus. También se encontré una fuerte relacién con ciclidos
como el Oreochromis.
Para este estudio se reportd la siguiente secuencia parcial de 300bp de 18S para
Abudefduf saxatilis :

>CGGCGCCCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGTCCCGCGGGGTCCGAAGCGTTTACTTTGAAAA

AATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGGTCGCCTGAATACCGCAGCTAGGAATAATGGAATAGG
ACTCCGGTTCTATTTTGTGGGTTTTCTCTCTGAACTGGGGCCATGATTAAGAGGGACGGCCGG

GGGCATTCGTATTGTGCCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGACCGGCGCAAGACGGACGAAAGCG
AAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTT

1.3.b Cebadores de cuantificacion

De la misma forma que para los genes de VTG y B actina, a partir de la secuencia parcial
obtenida, se disefiaron los siguientes cebadores de cuantificacidn:

Tabla 11. Cebadores de cuantificacion para 18S, caracteristicas y secuencias.

Nombre Tf %GC Secuencia
18SF 63,8 50 CCGCAGCTAGGAATAATGGA
18SR 63,3 50 TCACCTCTAGCGGCACAATA
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1.4 Prueba de los cebadores de cuantificacion

Los cebadores de cuantificacién se sintetizaron por el proveedor Sigma Aldrich®, se
probaron su especificidad con cADN de A.saxatilis expuesto a 5 pg/g PH de 17 estradiol
(E;). Para probar su sensibilidad, se usaron 2 volimenes de cADN. En la figura 41, para
cada gen, la banda izquierda corresponde a 2 pul de cADN por reaccién y la banda
derecha a 4 ul de cADN.

La prueba resulté satisfactoria; las bandas aparecieron nitidas y definidas:

Figura 41. Foto en colores invertidos y escala de blanco y negro del gel de agarosa para los
productos de PCR de prueba de los cebadores de cuantificacién.

A la vista de la calidad visual de las bandas obtenidas para el gen de VTG, se optd por
usar el juego de cebadores "VTG b" para los andlisis de PCR tiempo real, ya que su

producto fue sensiblemente mas ligero y su claridad de sefial mas nitida.
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Il. PCR tiempo real

1.1 Eficiencia

Se utilizé el ARN de un organismo tratado con E,, parte del tratamiento control positivo
del bioensayo. Se selecciond la muestra "E2-9" por su alta concentracion en ARN (296
ng/ul), el cual se retrotranscribié a cADN para una concentracién final de 14 ng/ul. Se
realizdé una serie de diluciones 0,2X y se usaron 2 pl de cADN asi obtenido con los
reactivos y programa antes descritos.
Se midieron las amplificaciones por triplicado.
A partir de la pendiente de la regresién linear obtenida con los Ct a las diferentes
concentraciones de cADN (figura 42) se calculd la eficiencia: E= 10 (1/pendiente]
Los valores de eficiencia suelen variar en un rango de entre 1,6 hasta por arriba de 2
(Pffafl, 2006), este estudio cumplid con la regla reportando eficiencia de entre 1,9 para
18S, 2,3 para B-actina y hasta 2,9 para VTG lo cual se considera razonable.

Curva de Eficiencia de PCR en tiempo real
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10-
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%\@Q@g: PP LN X
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Figura42.  Curva de Eficiencia: se calculé a partir de la pendiente obtenida por una serie de
dilucion de cADN.
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1.2 Curva Melting
Las curvas "Melting" de las muestras para los 3 genes fueron muy satisfactorias, no se
observaron picos adicionales o "hombros" al pico principal. Aseguraron entonces de que
el producto analizado se tratd en efecto del gen estudiado y no de un dimero que se

pudiera haber formado. A continuacidn se presentan ejemplos de curvas melting
obtenidas para los 3 genes estudiados (figuras 43, 44y 45).

Figura 43. Ejemplo de una curva melting obtenida de una muestra para el gen de VTG.

Figura 44.  Curva melting para B-actina.
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Figura 45.

Curva melting obtenida en una muestra para 18S.
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lll. Bioensayo Preliminar

1.1 Mortalidad

El bioensayo preliminar dio la oportunidad de comprobar procedimiento de dosificacion
a usar. Uno de los resultados de los menos esperados y de gran importancia para el
seguimiento del trabajo fue la mortalidad importante observada en los organismos
expuestos a oxibenzona. Se previa exponer los organismos tres veces en un lapso de una
semana, fuera de la dosis mediana que solo se iba a inyectar una vez.

Al inyectar los peces en los tratamientos de Oxibenzona, se observaron unas reacciones
instantaneas, los organismos nadaban de manera erratica, con problemas de
desorientacidon y cambios de pigmentaciones. No obstante, regresaron a una conducta
normal de nado en menos de dos minutos. Ninguna de estas reacciones se pudo
observar en los controles, sea el positivo de E; o el negativo.

Desafortunadamente, los peces empezaron a morir a un ritmo alarmante (figura 46), el
60% de sobrevivencia se alcanzé al cuarto dia del bioensayo para las dosis de
Oxibenzona 10 pg/g PHy 100 ug/g PH, poniendo en peligro la relevancia del bioensayo y
la calidad de los analisis estadisticos de los resultados. En el tratamiento de Oxibenzona
30 ug/g PH solamente dos organismos fallecieron, uno en el control negativo y ninguno
en el control positivo de E,.

Curva de Mortalidad
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Figura46.  Curva de mortalidad obtenida en el bioensayos preliminar por efecto de las
inyecciones con oxibenzona. Oxi 10 pg/g PH y Oxi 100 pg/g PH se acabaron al quinto dia, los
demads tratamiento se siguieron como previsto. Neg: Control Negativo, E,: Control positivo de E,
a 5 pg/g PH, Oxi 10: Oxibenzona 10 pg/g PH, Oxi 30: Oxibenzona 30 pg/g PH, Oxi 100:
Oxibenzona 100 pg/g PH.

Se decidié parar el bioensayo para los tratamientos de Oxibenzona 10 pg/g PH y 100
ug/g PH y sacrificar los organismos restantes ya que se habia alcanzado el 60% de
mortalidad y ponia en riesgo el nimero de muestras analizadas para el analisis
estadistico. Estos dos tratamientos finalmente consistieron en dos inyecciones y
duraron cinco dias.

Durante la diseccion de los organismos se pudo observar que las entrafias de los peces
tratados presentaban gases, hemorragias, necrosis y sus higados tenian una coloracion
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palida. En comparacion, los peces de los controles se veian sanos, sus entrafias normales
y sus higados firmes y coloridos.

Todos los organismos eran inmaduros sexualmente; no se pudieron observar gdnadas,
lo cual asegura una ausencia de interferencia hormonal enddgena en los analisis
posteriores de vitelogenina.

1.2 Q-PCR

Los andlisis de expresidon genética se realizaron en la Unidad de Bioquimica y Biologia
Molecular de Plantas del CICY, AC usando un PCR tiempo real AB Step One de 48 pozos.
Se retrotranscribieron las muestras de ARN a cADN previamente al analisis y se usaron
los cebadores de cuantificacidon disefiados anteriormente.

Se calcularon los AAC; y sus expresiones relativas, el 2 % (Pfaffl, 2001), tomando
como genes de referencia al gen de B-actina y 18S. Se les realizd entonces una prueba
de varianza de una via ANOVA no paramétrica de Kruskal Wallis con Prism GraphPad.
Independientemente del gen de referencia tomado en cuenta, los resultados mostraron
diferencias significativas, la prueba post hoc de Dunns revelé que los valores obtenidos
del control positivo fueron estadisticamente diferentes en relacién al control negativo
cuando ninguno de los tratamientos mostraron diferencia estadistica con el control
negativo (figuras 47 y 48).

No se pudo observar expresién genética relativa de la VTG en los tratamientos de
oxibenzona.

Figura 47. Expresiones relativas de VTG usando el gen de referencia B-actina obtenidas en el
bioensayo preliminar; solamente el control positivo mostré diferencia significativa en relacién
al control negativo. Medianas y rangos intercuartiles, * diferencia significativa (P<0,05).
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Figura 48. Expresiones relativas de VTG usando el gen de referencia 18S: solamente el control
positivo fue significativamente diferente del control negativo.
Medianas y rangos intercuartiles, * diferencia significativa (P<0,05).

1.3 Fosfatos labiles al alcali - ALP

Los andlisis de cuantificacion de la proteina VTG se realizaron siguiendo el protocolo
descrito anteriormente, modificado de Gagné y Blaise (2000) y Hallgren et al. (2009). El
método consiste en una precipitacion de los fosfatos labiles al alcali (ALP por sus siglas
en inglés) de origen proteico y su cuantificacién por colorimetria en un
espectrofotémetro a 630nm.
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Figura 49. Fosfatos labiles al alcali de la parte proteica para los diferentes tratamientos: Oxi 10 y
Oxi 30 se mostraron significativamente diferentes del control positivo.
Medianas y rangos intercuartiles, * diferencia significativa (P<0,01).

Como se puede apreciar, los tratamientos dieron diferencia de respuesta en relacion al
control negativo pero las diferencias entre ellos no fueron significativas. Oxi 10 y Oxi 30
dieron una mayor respuesta que el control positivo y el Oxi 100.

El control negativo dio resultados muy bajos, estadisticamente diferentes de los
tratamientos, lo cual hace pensar que se pudo analizar la sintesis de la VTG y no de otra
fosfoproteina presente en el higado.

Se realizé el analisis en la Unidad de Ciencias del Agua del CICY, AC y las lecturas
colorimétricas se hicieron en un espectrofotémetro de una celda.

Debido a la dilucidn de las muestras, las absorbancias se encontraron muy cercanas del
limite de deteccién del espectrofotémetro usado y a su rango de lectura. El tiempo
requerido para procesar las muestras, sus repeticiones y las curvas de calibracion fue
importante.

Para resolver estos inconvenientes, se decidié usar un espectrofotémetro de placa para
las lecturas del bioensayo final obteniendo asi mayor definicion en las lecturas vy
ahorrando tiempo de analisis ya que el bioensayo final cuenté con mas muestras.
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IV. Bioensayo Final

Nuevamente, se observaron sintomas neurotdxicos en los organismos inyectados con
los filtros UV: nado erratico, desorientacidén y cambio de pigmentacidn, sefial de estrés.
Se sacrificaron a las 96h después de la inyeccidn, se disecaron en el instante y se
preservaron las muestras de higado para posterior analisis genético y proteico.
Se extrajo el ARN de las muestras y se retrotranscribio a cADN para los analisis de Q-
PCR. Se guardaron las muestras de cADN a -202C hasta el andlisis.
Se extrajeron los fosfatos labiles al acali de las muestras de higados homogeneizados
segun el protocolo descrito anteriormente y se guardaron a 42C.

V.1 Q-PCR

Los analisis de PCR en tiempo real se realizaron en los laboratorios de la Unidad de
Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas del CICY AC, en un equipo Applied
Biosystems Step One de 48 pozos.
Los calculos de la expresion relativa de VTG se obtuvieron contra el gen de referencia
B-actina.

Figura 50. Expresiones relativas de VTG con referencia a B-actina de los tratamientos del
bioensayo final. Diferencias significativas del control positivo E2 y del tratamiento Oxi5 respecto
al control negativo.

Medianas y rangos intercuartiles, diferencia significativa ** a P<0,01, * a P<0,05.

66



Solamente el control positivo E; y el tratamiento Oxi 5 dieron diferencias significativas
con el control negativo (figura 50), no obstante, la expresiéon de Oxi 5 sigue siendo
relativamente baja comparando con los valores alcanzados por el control positivo con
unas medianas de 5,7 y 612,7 respectivamente. Los demas tratamientos no revelaron
expresion genética de VTG con valores no estadisticamente diferentes del control
negativo ni entre ellos; sus medianas no rebasan 0,6. Aunque los compuestos en mezcla
tuvieron la misma dosis final de Oxibenzona que el tratamiento Oxi 5, no se aprecid
expresion del gen de VTG.

V.2 Fosfatos labiles al alcali-ALP

El desarrollo del color y las lecturas espectrofotométricas de los fosfatos labiles al alcali
o ALP se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Quimica en el campus de Sisal
usando un espectrofotometro multiplaca BenchMark Plus®.

Figura51.  Sintesis de VTG medida como ALP de los tratamientos del bioensayo final. Los
tratamientos son estadisticamente diferentes del control negativo. Medianas y rangos
intercuartiles, * diferencia significativa (P<0,05).

Todos los tratamientos dieron diferencias significativas (P<0,05) en relacion al control
negativo, a excepcién de Oxi 50 y ONX 50, probablemente debido a su alta varianza
(figura 51). Aunque se puede observar que los tratamientos OS 25, Oxi 5 y ONX 25
tendieron en tener maximos mas altos que los demas tratamientos (8,7; 9,4 y 10,1
ug/ml respectivamente), sus medianas no fueron estadisticamente diferentes de las
demas. La mezcla de compuestos presentd muy poca variaciédn con una desviacién
estandar de 0,37 pg/ml cuando el rango cubierto por E, fue relativamente amplio,
teniendo una desviacién estandar de 3,1 pg/ml. De manera general, las variaciones
fueron menores en comparacion a los valores obtenidos en el bioensayo preliminar lo
cual se puede deber al uso de un equipo espectrofotométrico de mayor definicidn.

Las medianas de los tratamientos oscilaron alrededor de los 5 pg/ml, la mediana del
control positivo es de 9,45 pug/ml y del control negativo de 0,6 ug/ml.
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E. Discusiony conclusiones

l. Discusion

Los objetivos de este trabajo fueron la evaluacion de la induccion de la expresidn del
gen de vitelogenina (VTG) y de la sintesis de su proteina por compuestos bloqueadores
solares: la oxibenzona, el octinoxato y el octisalato en juveniles de Abudefduf saxatilis.
Dada la falta de informacidén gendmica sobre A.saxatilis, el aislamiento de las secuencias
parciales de los genes de VTG, B-actina y 18S (los genes de referencia) fue un paso
primordial para el desarrollo del estudio.

Después de varias pruebas, incluyendo diferentes métodos de disefio de cebadores, se
obtuvieron secuencias parciales de los tres genes de interés. Los analisis BLAST de las
secuencias obtenidas dieron mejores respuestas para los genes de B-actina (93%) y 18S
(99%), lo cual se debe a la relativa conservacion de sus secuencias a lo largo de la
evolucién (Finn et al., 2009). Varias de las especies con mayor similitudes para B-actina
fueron especies marinas tropicales como los meros (Epinephelus sp), el labrido
(Dicentrarchus labrax) e interesantemente una especie de damisela (Pomacentrido)
Stegastes partitus. De la misma manera, para 18S, en las especies cercanas
genéticamente se encontraron especies arrecifales como nuevamente los meros, la lora
(Pseudolabrus sieboldi), las doradas (Acanthopagrus sp) pero también la tilapia
(Oreochromis mossambicus). Estudios filogenéticos usando andlisis Bayesiano
ensefiaron una fuerte relacidon entre los Pomacentridos, y en mayor medida el clado de
Abudefduf sp, con los ciclidos y los labridos (Quenouille et al., 2004; Zardoya et al.,
1996). Los resultados de alineaciéon obtenidos en este estudio parecen soportar estas
relaciones.

La secuencia de VTG también obtuvo buena calificacion (76%) contra las otras
secuencias disponibles en el GenBank del NCBI pero resulté mas dificil de aislar. El
analisis BLAST reveld similitudes fuertes con especies marinas representadas en los
trépicos como el pargo (Pagrus major), la lisa (Mugil cephalus), el atin (Thunnus
thunnys) y la lubina (Morone saxatilis). No se relacionaron con especies arrecifales,
probablemente se deba a la escasez de secuencias de VTG disponibles para estas
especies poco estudiadas en ecotoxicologia. El disefio de los cebadores para obtener su
secuencia se basé en alineaciones de genes de vitelogenina de otras especies de peces
del orden Perciformis, pero ninguno de la familia Pomacentridae ni mucho menos del
género Abudefduf. Estudios filogenéticos han demostrado que el grupo de los genes de
VTG ha experimentado muchas variaciones a través de duplicaciones y re arreglos (Finn
et al., 2009). Existia desde antes de la separacién entre los tetrapodos y los peces hace
unos 450 millones de afios, y se ha seguido diferenciando hasta el punto de que en los
teledsteos se han descubierto la presencia de varias copias del gen o transcriptos (Finn
et al., 2009). Asi mismo a la fecha, se han aislado hasta 20 genes de VTG en la trucha
(Oncorhynchus mykiss), 11 en especies de labridos (Centrolbrus exoletus y Labrus
mixtus) y 8 en el pez cebra (Danio rerio) (Finn et al.,2009; Wang et al., 2005). El nivel de
expresion de estos genes parece depender de la especie, del sexo, de la etapa del
desarrollo y hasta del tejido (Tong et al., 2004). En efecto, genes de VTG se han
encontrado en tejidos diferentes al higado, aunque con expresiones inferiores, como las
gbénadas (ovarios y testiculos) y los intestinos (Wang et al., 2005, Woods et al., 2009).
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Las pocas zonas de conservacion en el gen de VTG entre las especies y el nimero de
copias dentro de una misma especie dificultan entonces el aislamiento. En este estudio
se logré aislar y secuenciar una porcion de un gen de VTG cuya expresion es inducida
por 17B-estradiol (E;) en el higado. Por otra parte, el andlisis BLAST indicé que se podria
tratar de un gen de VTG B, también llamado Ab segun las referencias. Se considera el
gen VTG C como el mas ancestral, siendo ortélogo con el de la gallina, se cree que se
separd del gen VTG A tras un evento de duplicacion del genoma entero. En los
teledsteos, el VTG A se habra duplicado nuevamente y se formaron dos paralogos: VTG
Ao Aay VTG B o Ab (Finn et al., 2009), los dos involucrados en la vitelogenesis.
Las secuencias parciales de los genes aislados aqui fueron registradas en el GenBank del
NCBI. Numeros de submisién:

-VTG: Banklt1461145 VTG JN178942

-18S: Banklt1461147 18S JN178943
Por tener menos de 200 bp, la secuencia de B-actina no ha podido registrarse, se
disefiaran nuevos cebadores para alargar esta secuencia.
Las dosis, empiricas, de exposicion 5, 25 y 50 ug/g PH se escogieron dada la alta
lipofilicidad de los compuestos y su poca degradacidn bidtica, caracteristicas que les
confiere un alto potencial de bioacumulacion y biomagnificacion. En efecto, las
concentraciones reportadas de compuestos bloqueadores solares en aguas de Europa y
Estados Unidos, son del rango de los ng/L hasta los ug/L; en comparacidn, las
concentraciones encontradas en tejidos de peces provenientes de estos mismos cuerpos
de agua son del orden de los ng/g hasta los pg/g (Diaz-Cruz y Barceld, 2009, Weisbrod et
al, 2007, Coronado et al., 2008). En aguas superficiales de rios de Japén, Kameda y sus
colaboradores recientemente (2011) reportaron niveles promedio de Oxibenzona y
Octisalato de 25 ng/L y 266 ng/L respectivamente. En 2006, Loraine y Pettigrove
midieron niveles de octinoxato y oxibenzona de 0,45 y 5,61ug/L en el agua potable del
sur de California. No solamente los organismos acuaticos bioacumulan estos
compuestos, se han encontrado hasta 445 ng/g de oxibenzona y octinoxato en lipidos de
leche humana (Kunz y Fent, 2006). A la fecha, no se han reportado estudios sobre las
concentraciones de compuestos bloqueadores en aguas y peces de lagunas arrecifales de
un destino de turismo masivo como la Riviera Maya, lo que dificulta la evaluacién de la
relevancia ambiental para esta zona. Tomando en cuenta el elevado nimero de turistas
gue visitan la zona, las deficiencias del sistema general de tratamiento de aguas negras y
el caracter carstico del subsuelo, parece razonable esperar concentraciones de filtros UV
iguales o mayores a las reportadas en Europa, Estados Unidos y Japdn.
Los niveles de expresion genética del gen de VTG aislado inducido por los diferentes
tratamientos se midieron por PCR en tiempo real usando los genes de B-actina y 18S
como referencia en el bioensayo preliminar. En el bioensayo final se decidié analizar la
induccion de VTG usando B-actina como gen de referencia. La seleccidon del gen de
referencia es un paso critico para la validacién de los resultados. Aunque Filby y sus
colaboradores (2007) recomiendan el uso de 18S como gen de referencia en estudios
estrogénicos, basandose en un cambio de expresion de P-actina en organismos
expuestos a 17a-etinilestradiol, los Ci; obtenidos para B-actina en el bioensayo
preliminar no variaron entre los tratamientos. En el estudio preliminar, el promedio de
los Cis obtenido para B-actina fue de 19,8 con una desviacion estandar de 1,2 cuando los
Cis de 18S dieron una mayor variacién con 9,08 +2,07. En las dosis empleadas en este
estudio, ni E; ni los filtros UV tuvieron efecto en la expresidon de B-actina, lo cual permite
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pensar que su uso como gen de referencia fue adecuado. Permanece esencial realizar
este tipo de pruebas antes de cualquier estudio para evitar utilizar un gen de referencia
inapropiado ya que el gen de referencia ideal e universal no existe (Vandesompele et al.,
2002).

La mayoria de las expresiones relativas del gen de VTG en los higados de los juveniles de
sargentos expuestos no resultaron significativamente diferentes del control negativo.
Unicamente en la dosis baja de Oxibenzona (5 pg/g PH) y el control positivo de E; se
alcanzaron expresiones estadisticamente diferentes. La expresion relativa de VTG para
la dosis baja de Oxibenzona fue unas 100 veces inferior a la expresion del control
positivo. Por ser una técnica relativamente nueva, pocos estudios han reportado
resultados de expresidon genética relativa de VTG medida por PCR en tiempo real. Los
niveles de expresion de VTG obtenidos para el control positivo fueron comparables con
los niveles medidos por Jin et al. (2010) y Meng et al. (2010) en higados de peces cebras
machos expuestos a E, y xenoestrdogenos. Por lo tanto, dadas las eficiencias de las
lecturas, la ausencia de dimeros, la diferencia significativa del control positivo y las
comparaciones con otros escasos trabajos, se deduce que las lecturas de PCR en tiempo
real fueron confiables. En este estudio, no se pudo entonces observar expresién relativa
de VTG debida a los compuestos bloqueadores solares, a la excepcidon de una ligera
induccién en el tratamiento de Oxibenzona a 5 ug/g PH.

La sintesis de la proteina de VTG se midié usando el método adaptado de fosfatos
[abiles al alcali (ALP por sus siglas en ingles) Gagné y Blaise (2000) y Hallgren et al.
(2009).

Kramer et al., (1998) reportaron niveles de hasta 2 mg/ml de VTG (medido por ALP) en
el plasma de Pimephales promelas machos inducidos por E; a 5 ng/L. Por su parte,
Leafios-Castafieda y sus colaboradores reportaron en 2007 niveles de 500 pg/ml
(medido por ALP) en tilapias machos (Oreochromis niloticus) inducidos por dosis de E;
parecida a la dosis empleada en el presente estudio (5 pg/g PH). En otro estudio, y
usando esta vez la trucha como organismo expuesto, Leafios-Castafieda y Van der Kraak
(2007) reportaron niveles de 10° ng/ml de VTG en hepatocitos (medido esta vez por
ELISA) de machos inducidos por la misma dosis de E, que el estudio anterior. Un estudio
similar de Shilling y Williams (2000), empleando truchas, reporté niveles de 10° ng/ml en
higados de machos (medido por ELISA). En hembras carpas (Cyprinus carpio) inducidas
con E,, Navas y Segner (2006) midieron niveles de 0,6pg/ml de VTG en sus hepatocitos
(empleando ELISA). En hepatocitos de trucha O. mykiss, midieron de 7 a 19 pg/mg
expuestos a concentraciones de E; de 10 a 10'M (Navas y Segner, 2006). La respuesta
de vitelogenina también se usa como biomarcador en moluscos y gasterépodos. Aqui
también se pudieron observar variaciones de niveles de la proteina, en el mejillon
Elliptio complanata expuesto a nanomoles de E,, Gagné y Blaise (2005), después de 72h,
midieron por ALP concentraciones de 25 a 40 pg/ml de VTG. Gagnaire et al. (2009)
estudiaron la VTG en diferentes especies de gasteropodos y reportaron resultados del
orden de décimas de mg de ALP/mg. Los niveles de VTG medidos en plasma vy
hepatocitos parecen variar ampliamente dependiendo de la especie, del sexo y del
tejido analizado pero no del método utilizado para medirla. El método ELISA parece
tener mayor sensibilidad en concentraciones bajas, pero ALP es por mucho mas
accesible. En los higados de los sargentos juveniles expuestos en este estudio se
reportaron valores de alrededor de 5 pg/ml, significativamente diferentes del control
negativo y ligeramente inferior al control positivo, correspondiendo al amplio intervalo
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de resultados de la literatura. Los compuestos bloqueadores indujeron vitelogenesis en
todas las concentraciones y en la mezcla. El grupo de Molina-Molina (2008) observé
resultados similares in vitro, usando ELISA, estudiando el efecto de derivados de la
benzofenona; una exposicién de 10ug/ml resulté en una sintesis de entre 10 y 100
ng/ml dependiendo del compuesto. En las dosis altas (50 pug/g PH) se pudd observar una
ligera disminucion de respuesta, aunque no sea estadisticamente significativa, se puddé
notar una tendencia. Molina-Molina et al. (2008) reportaron eventos citotdxicos
causados por dos derivados de benzofenona a dosis altas, los cuales resultaron en una
reduccion marcada de la sintesis de VTG. De manera paralela a este estudio, se pudieron
observar efectos de toxicidad de los compuestos estudiados, la discusidn de estas
observaciones se encuentran en el Anexo V; pudo conllevar una subestimacion de la
induccion de la sintesis de VTG.

En resumen, tanto en los resultados del bioensayo preliminar y del bioensayo final, se
observo una ausencia de expresion genética de VTG inducida por los bloqueadores pero
niveles de proteina ALP similares a los niveles inducidos por E; y xenoestréogenos de
otros estudios.

A continuacion se describen diferentes explicaciones de las causas de estas
discrepencias entre las respuestas.

De manera simplificada, la vitelogenina se sintetiza en el higado por induccion de su gen
codificante por elementos de respuestas formados por E, en los receptores de
estréogeno (Clelland y Peng, 2009), es una cadena compleja de reacciones. La exposicion
de los organismos a E, y los compuestos bloqueadores fue puntual y durd 96 horas, al
final de las cuales se sacrificaron los organismos y se les midié dos etapas importantes
de esta cadena de reacciones: la induccion de la expresién del gen y el producto final, la
proteina sintetizada. Otros trabajos han observado este tipo de respuesta, existe un
desfase entre la sintesis de la proteina y la expresién genética. Hyndman et al. (2010)
estudiaron el efecto E; en la vitelogenesis de machos Pimephales promelas, variando las
dosis de exposicién pero también los tiempos. En los tratamientos que no habian
recibido una exposicidn algunos dias antes del final del bioensayo fue imposible medir la
expresion genética de VTG pero si el nivel de la proteina en el plasma. En 2002, Schmid y
sus colaboradores realizaron un estudio de cinética de la vitelogenesis en machos
P.promelas. Descubrieron un efecto de saturacion de la produccién de mARN seguida de
una rapida reduccién tres dias después de la exposicion. Parece coincidir con los
tiempos requeridos para la sintesis de vitelogenina en diferentes especies de peces
reportados por Navas y Segner (2006). En la trucha O.mykiss, Vaillant et al. (1988)
lograron determinar un tiempo de dos horas para la induccién del mARN por Dot Blot y
un tiempo de 20 horas para la sintesis de la proteina por método RIA, otros estudios,
usando ELISA y ALP reportan tiempos de 24 a 96 horas (Navas y Segner, 2006). Debido a
este desfase entre la expresion genética y los niveles de proteina, Scholz et al. (2004)
recomiendan la cuantificacién de los niveles de proteina por ELISA para estudios
duraderos, en exposiciones cortas la deteccion del mARN puede ser suficiente. El
retraso o desfase entre las dos respuestas reportado en otros trabajos probablemente
fue lo que se pudo observar en los resultados de este estudio.

Por otra parte, se han descubierto varios genes codificantes de vitelogenina en diversas
especies de peces, entre ellas, especies de labridos que dieron consensos altos en las
alineaciones contra la secuencia aislada de A.saxatilis (Finn et al., 2009). Es altamente
posible que A.saxatilis no sea una excepcidn y también tenga varias secuencias de gen
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de VTG. El pez cebra (Danio rerio) es una de las especies en las cuales las variantes de
gen de VTG se ha estudiado ampliamente. Los grupos de Wang et al. (2005) y Tong et al.
(2004) han establecido que los diferentes genes de VTG se expresaban diferencialmente
segun el sexo, el tejido y las dosis de E, en esta especie.

La regulacidon transcripcional se debe a la interaccidon directa de los receptores de
estrogenos (ER por sus siglas en inglés) con los compuestos hormonales y el sistema
transcripcional celular; son el enlace entre el E,, la expresidn genética y la cadena de
mecanismos que desembocan en la sintesis de proteina (Brzozowski et al., 1997). En
mamiferos existen dos formas de ER: a y B, pero en peces, debido un evento de
duplicacién del genoma se han encontrado dos formas de ERB llamados ERB1 y ERB2.
Los ER se encuentran en diferentes tejidos "claves" del organismo: ovarios, testiculos,
higado y cerebro entre los mas estudiados. El reconocimiento de la hormona por el
receptor se da por la complementaridad entre la cavidad del ligante y la parte no polar
de E, que adopta entonces una formacién de baja energia (Kah, 2009).
Desafortunadamente, este receptor parece ser poco selectivo y se puede relacionar con
una variedad de compuestos xenoestrogenos. Debido a la menor complementaridad
que la hormona con el receptor, estos xenoestrogenos tienden en inducir menores
respuestas que E; (Lawrence y Hemingway, 2003).

Recientemente, Meng et al. (2010) comprobaron que los receptores de estrégeno (ER)
también tienen influencia diferencial en los genes de VTG del pez cebra. En higados de
hembras, los receptores ERa expresaron en niveles superiores a los genes de VTG,
cuando en machos los receptores ERB2 fueron los mayores responsables de su
expresion. Asi, los ER parecen tener afinidades diferentes segun el tejido y el sexo; en
1999, Loomis y Thomas descubrieron un ER en los testiculos del Micropogonias
undulatus con mayor afinidad al E; y niveles de saturacidn muy bajos. El equipo de
Hawkins (2000) identificé el ER del M.undulatus como un ERy cuya expresion es mayor
en las génadas (ovarios y testis). Muchos sospechan que el ERy y el ERB2 sean
finalmente el mismo tipo de ER. Los ER también tienen variantes de genes, estas
isoformas se deben probablemente a un evento de duplicaciéon del genoma de los peces
antes de la evolucién de los teledsteos (Nagler et al.,, 2007). Varios equipos de
investigacion se han empefiado en descubrir cual de los ER tenia mayor influencia en la
sintesis de la VTG por E, y potenciales xenoestrégenos. Usando compuestos agonistas y
antagonistas por cada subtipo de ER expuestos a E,, los investigadores han intentado
aislar la respuesta de vitelogenesis. Muchos estudios apuntan hacia una implicacion del
ERa en la sintesis de VTG en el higado inducida por E, (Marlatt et al., 2010 para un
resumen de varios estudios, Davis et al., 2008) en varias especies de peces (D.rerio,
P.promelas, O. mossambicus, S.salar). La mayoria de estos trabajos midieron las
expresiones relativas de los genes de los subtipos de ER y de VTG, pero cuando Leafios-
Castaiieda y Van Der Kraak en 2007 estudiaron los niveles de la proteina de facto
sintetizada y las expresiones de los ER, encontraron un papel predominante de ERpB. En
efecto, aunque ERa se haya expresado en niveles superiores a ERB, no resultd en una
sintesis de la proteina significante, cuando ERP parecid ser directamente relacionado a
los niveles de VTG proporcionalmente a las concentraciones de exposicidon. Estos
resultados son particularmente interesante en vista del presente trabajo, en efecto,
Schreurs et al. (2005) y Molina-Molina et al. (2008) estudiando los efectos estrogénicos
de varios filtros UV in vitro han demostrado que la oxibenzona y el octinoxato tienen
mayor afinidad hacia el ERB. Existen entonces varios genes de VTG, varios genes de ER y
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se expresan diferencialmente segun la especie, el sexo, el tejido y el compuesto de
exposicién.

Adicionalmente, rutas no transcripcionales o no gendmicas de accién de los estrégenos
han sido descubiertas. En efecto, ER asociados a la membrana pueden activar eventos
rapidos paralelos de transduccién de varias quinasas (MAPK, PKC y PI3K entre otras),
influir en los canales idnicos y activar el grupo de proteina G (Kah, 2009, Wessler et al.,
2006). EI mecanismo no transcripcional inducido por E,, es decir sin una expresion
genética ni produccion de ARN, sigue poco entendido pero su funcidn principal parece
estar relacionada con el crecimiento celular (Levin, 2002). Estudios con células de cancer
de mama MCF-7 han demostrado que el E; y la progestina podian inducir de manera no
transcripcional la sintesis de ADN, influyendo asi en la proliferacién celular (Castoria et
al., 1999). Simoncini et al. (2004) descubrieron un efecto protector no transcripcional
del E; en el sistema cardiovascular de varios vertebrados por regulacidon del éxido
nitrico. Xenoestrogenos también pueden tener impactos no transcripcionales, Silva et al.
(2010) pusieron en evidencia este tipo de rutas tras la exposicion de células MCF-7 con
DDT, HCH y DDE. Dada la variedad de respuestas obtenidas, dedujeron que la habilidad
de inducir los dos tipos de rutas (transcripcional y no-transcripcional) depende de las
caracteristicas del compuesto y de su interraccion con el ER. La intervencidn de este tipo
de mecanismo no transcripcional puede parecer una opcidn atractiva para explicar la
ausencia de expresion genética contra la presencia de la proteina de VTG observadas en
este estudio. No obstante, recientemente, Nagler y sus colegas (2010) estudiaron la
posibilidad de una via no transcripcional para la sintesis de la vitelogenina en
hepatocitos de trucha. Realizaron extensos bioensayos in vitro e in vivo usando estradiol
tratado especialmente para que se ligue a los ER de la membrana. Los resultados que
obtuvieron no dejan mucho lugar a esta hipotesis; la sintesis de VTG siempre fue
relacionada a la via transcripcional por los ER nucleares. Claro esta que pueden existir
diferencias entre especies pero la explicacion no transcripcional para la obtencién de
VTG no parece sostenerse.

Para concluir, la discrepancia de resultados obtenida en este trabajo se puede entonces
deber :

-Al desfase entre la expresion genética y la sintesis de la proteina, la exposicidn
habiendo sido por Unica inyeccion y las respuestas medidas 96h después, es probable
los niveles de mARN de VTG hayan disminuido rapidamente y no se hayan podido
medir.

-A la expresion diferencial de otros genes de VTG, donde el parcial del gen
secuenciado fue inducido por E2 pero no por los filtros UV; otros genes de VTG
pudieron ser expresados por los filtros UV.

-A la diferencia de afinidad de E; y los filtros UV hacia los diferentes subtipos de
ER, influenciando asi la expresién del gen de VTG.

-A un impacto diferencial de tejido. Aqui, solamente el higado se analizo; es
probable que la expresion del gen de VTG haya sido diferente en otros tejidos.

Los bioensayos realizados en este estudio revelaron que la oxibenzona, el octinoxato, el
octisalato, solos o en mezcla tuvieron efecto estrogénico induciendo la sintesis de la
vitelogenina en juveniles de A.saxatilis. Estos resultados correspondieron con una
amplia literatura de estudios realizados tanto in vitro como in vivo sobre los efectos
estrogénicos de la oxibenzona y del octinoxato (Kunz y Fent, 2006, Axelstad et al., 2011).
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Desafortunadamente, hasta la fecha, pocas publicaciones son disponibles en cuanto a
los efectos del octisalato. Los trabajos que estudiaron el octisalato reportaron
resultados contradictorios. Por ejemplo, Diaz-Cruz y Barceld (2009) descubrieron en
estudios in vitro usando receptores estrogénico y androgénico de levadura que la
oxibenzona y el octinoxato tenian efectos estrogénicos, antiestrogénico vy
antiandrogénico, cuando el octisalato presentd efectos antiestrogénico, androgénico
pero también antiandrogénico. Morohoshi et al. (2005) usando métodos similares
reportan una actividad estrogénica de la oxibenzona y del octisalato pero ninguna del
octinoxato. Schlenk et al. (2005) llamaron la atencidon sobre la tendencia de los estudios
in vitro en subestimar el efecto estrogénico de varios xenoestrogenos. Los filtros UV
parecen tener multiples actividades hormonales cuyas magnitudes dependen
considerablemente de los bioensayos realizados (in vitro/in vivo, concentraciones o
dosis de exposicion, especie modelo, parametro estudiado). Aunque sus mecanismos de
toxicidad sean diferentes, los compuestos bloqueadores de UV se encontraron en
niveles comparables a los muy estudiados bifenilos policlorinados (PCBs) vy
diclorodifeniltricloroetano (DDT) en lipidos de peces (Heneweer et al., 2005). La
concientizacién de la importancia de protegerse de los rayos UV para prevenir
problemas dermatolégicos como el carcinoma, lleva a un uso mayor de productos
conteniendo compuestos filtros de UV (Burnett y Wang, 2011), aunque sus riesgos hacia
la salud ambiental todavia no estén claramente identificados. Investigaciones como ésta
son entonces esenciales para un mejor entendimiento del comportamiento de los
bloqueadores solares, solos y en mezcla, ya que se afiaden a la lista siempre creciente
de compuestos con efectos hormonales en el ambiente y el humano.

74



Il. Conclusiones y recomendaciones
Varias conclusiones pudieron surgir de este estudio:

-Se logré obtener secuencias parciales de los genes de B-actina, 185 y de VTG y se
reportaron en el GenBank del NCBI. Proseguir con estudios gendmicos en Abudefduf
saxatilis permitirian descubrir si en esta especie también existen variantes genéticas de
VTG pudiendo participar a la vitelogénesis.

-La oxibenzona, el octinoxato y el octisalato a dosis de 5, 25 y 50 pg/g PH pueden inducir
la sintesis de VTG en higado de juveniles de A.saxatilis, verificando asi parcialmente la
hipdtesis formulada para esta investigacion. Mediciones de la concentracién de los
compuestos en las lagunas arrecifales de Quintana Roo, y de manera ampliada, del
Caribe, ayudarian a ajustar estas dosis a niveles ambientalmente relevantes y identificar
asi el riesgo ambiental que representan.

-Los procesos moleculares de tal efecto no pudieron ser establecidos, no se observo
expresion del gen de VTG secuenciado. La complejidad de las acciones de
xenoestrégenos en el eje endocrino necesita estudios aprofundizados para determinar
la relacidn entre la afinidad hacia los receptores de estrégeno, las variantes de genes de
VTG, los tejidos y el impacto sobre la sintesis de la proteina.

-Los filtros UV tuvieron efectos estrogénicos en las dosis empleadas en este estudio, se
recomienda proseguir las investigaciones en este tema ya que estos compuestos son
ampliamente utilizados y hasta ahora siguen siendo la mayor proteccién contra los
efectos dafiinos de la radiacion solar. Los resultados pueden ayudar a la toma de
decisién de los reguladores en el ambito de la salud humana y ambiental.
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Anexo | Eclosion y cultivo de Artemia salina

Los nauplios de artemia constituyen un alimento vivo ideal para el mantenimiento de
diversos organismos acuaticos, incluyendo los peces. Para lograr una mayor eficiencia de
eclosidn se recomienda proceder a la “desencapsulacién” de los quistes deshidratados:

e Pesar aproximadamente un gramo de quistes.

e Colocarlos en un solucion al 10% de Cloro comercial y agitar ligeramente hasta que
los quistes tomen un color naranja.

e Filtrar los quistes y enjuagar con agua limpia hasta que haya desaparecido el olor
del Cloro, los quistes estan ahora desencapsulados y limpios.

e Resuspender los quistes en un envase de 2 litros con agua de mar (de salinidad 35)
y fuerte y mantenida aeracién. Una botella de refresco volteada funciona
perfectamente.

e La mayoria de los quistes habran eclosionado de 24 a 36 horas despues de su
resuspension en el agua de mar.

e Apagar la aeracion y recolectar los nauplios de artemia, acercando una luz al
envase se concentran los organismos eclosionados y vivos.

e Distribuir en los estanques

e Provecho
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Anexo Il Preferencias de codificacion bases/aminoacidos

84



Anexo Il Extraccion de RNA con
Gen Elute Mammalian Total RNA Minipreparation Kit

Protocolo para: tejido fresco, congelado y estabilizado con RNA later

Se emplearon aproximadamente 40 mg de muestra

10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

Transferir el tejido a un tubo nuevo

Agregar 500 ul de solucidn de lisis previamente preparada con 2-
mercaptoetanol y mezclar hasta que no queden pedazos visibles de tejido
(agregar 10 ul de 2-mercaptoetanol por cada 1 ml de solucién de lisis)
Transferir el homogeneizado a un tubo Gen Elute Filtration (tubo azul)
Centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos o hasta que pase todo el liquido.
Tirar la columna de filtracién, quedarse con el tubo que contiene el liquido.
Agregar 500 ul de etanol (grado biologia molecular) al 70% Agitar con vortex
Transferir 700 ul de la solucién (homogeneizado con reactivos) a una columna
Gen Elute Binding Column (transparente con un O-ring rojo).

Centrifugar a maxima velocidad por 15 segundos. Tirar el sobrenadante y
guedarse con la columna

Si falta mas volumen por transferir, repetir el paso 6y 7

Pasar la columna a un nuevo Collection Tube

Agregar 500 ul de Wash Solution Il previamente preparado con etanol
Centrifugar a velocidad maxima por 15 segundos. Tirar el sobrenadanate,
guedarse con el tubo

Agregar otros 500 ul de Wash Solution Il y centrifugar a maxima velocidad por 2
minutos para secar la columna

Para asegurar el secado de la columna tirar el sobrenadante y volver a
centrifugar la columna por 1 minuto

Transferir la columna a un nuevo tubo “collection tube”

Agregar 40 ul de solucidn para eluir (Elute solution), centrifugar a maxima
velocidad por 1 minuto

El RNA ya esta listo en el sobrenadante. Es muy importante ponerlo en hielo
mientras se usa o guardarlo a -70 2C para su posterior cuantificacion / uso.
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Anexo IV Retrotranscripcion con Super Script lll Platinum two steps
kit

El kit cuenta con todos los reactivos necesarios para realizar la retrotranscripcion. Los
reactivos ya vienen listos, no se necesita preparalos ni adicionar nada extra. Se deben
mantener en congelacion, a -20 2C y la enzima solo se debe sacar al momento de
utilizarla.

Preparar un tubo con los siguientes reactivos para realizar el primer paso de la
retrotranscripcion:

Reactivo Cantidad
Muestra (RNA extraido) ul necesarios para obtener de
10 pg a 1 ug de RNA
2XRT Reaction Mix 10 ul
RT Enzyme mix 2 ul
agua X ul
Volumen total 20 ul

1. Meazclar con vortex e incubar en el termociclador a:
e 25°2Cpor 10 min
e 42°C por 50 min
e 852Cpor5 min
Enfriar en hielo

2. Agregar 1 ul (2 U) de enzima (E. coli RNAse H) e incubar en el termociclador a
372C por 20 min

3. Guardar a -202C hasta su uso.
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Anexo V Anadlisis complementario de actividad de colinesterasas.

Dados los efectos neurotéxicos de los compuestos bloqueadores solares observados
durante el bioensayo preliminar, se decidié, de manera complementaria y paralela,
analizar la actividad de las colinesterasas en las cabezas de los organismos tratados.
Este trabajo no forma parte de los objetivos del presente proyecto de tesis per se pero
los resultados obtenidos son sumamente interesantes por lo cual se decidié anadir
como anexo al documento.

En el bioensayo final, ademas de colectar los higados, se removieron las cabezas de los
organismos y se guardaron a -209C.

Teniendo en cuenta que las colinesterasas fueron previamente caracterizadas en
organismos no expuestos, se tomaron estos niveles como bases para el analisis
(Rodriguez-Fuentes et al.,2009). De tal manera, se incluyen los resultados obtenidos en
formato para su futura publicacidn.

Considerando los primeros resultados obtenidos en este analisis se invita a la reflexién
sobre el hecho de que el enfoque sobre los efectos endécrinos de los bloqueadores
solares haya llevado en subestimar otros tipos de impactos a los ecosistemas.

Cholinesterase inhibition due to exposure to UV filters on a tropical
damselfish, Abudefduf saxatilis.

Mélina Soto and Gabriela Rodriguez-Fuentes

Abstract

In order to prevent from the detrimental effects of UV exposure, sunscreen products
are widely used in tropical touristic areas like the Mayan Riviera. UV filters used in
sunscreen products are mostly lipophilic organic chemicals. Concerns have emerged
regarding their environmental safety, since they appear to bioaccumulate and act as
potential xenoestrogens in aquatic organisms. Since neurotoxicity was observed during
a bioassay with juveniles of Abudefduf saxatilis, head cholinesterase activity (ChE) was
analyzed. Doses of 5, 25 and 50ug/g of the UV filters oxybenzone, octysalate and
octynoxate showed significant cholinesterase inhibition. More interestingly, a mixture
of the three compounds in a proportion similar to the one used in commercial
cosmetic products inhibited 48,8 +3,5% compared to control. 17B-estradiol at a dose
of 5ug/g, which is often used as positive control for estrogenic effect studies, produced
a cholinesterase inhibition of 54,5 £3,6 %. Changes in ChE activity by UV filters and E;
may be linked to the production of reactive oxygen species (ROS), leading to oxidative
stress.

Keywords: Cholinesterase, Oxybenzone, Octysalate, Octynoxate, 17B-estradiol
and other pollutants inhibit the action

Introduction of AChE and considerably alter the

Acetylcholinesterase (AChE) is the nerve conduction, leading in some
enzyme responsible for the hydrolysis extreme cases to the death of the
of the neurotransmitter acetylcholine organism. The decrease in AChE activity
in the synaptic gap, stopping the nerve has been widely used as a biomarker
impulse and allowing the neuron to for monitoring neurotoxic

return to its resting state. Insecticides
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contaminants in environmental studies
(Sturm et al., 1999).

Studies on the effects of the UV-
filters compounds oxybenzone,
octysalate and octynoxate on fish have
almost entirely focused on their
estrogenicity (Diaz Cruz et al, 2009,
Giokas et al, 2007, Kunz and Fent, 2006,
Schlumpf et al, 2004). During a bioassay
conducted to study the estrogenic
effect of these compounds on juveniles
sergeant major, Abudefduf saxatilis, a
tropical damselfish, nervous toxicity
symptoms have been observed:
disorientation, erratic swimming etc.

We measured head cholinesterase
activity on these organisms to assess a
possible neurotoxic effect of
oxybenzone, octysalate, octynoxate
and a mixture of the three compounds.

Materials and Methods
Juveniles of A.saxatilis  were

captured from tide pools of a pristine
rocky shore in the Mexican Caribbean.
They were acclimatized in groups of no
more than 10 individuals in 80L tanks
with flow through filtered seawater
during over two weeks. During this
period they were fed ad libitum twice a
day with live artemias and commercial
flakes.

Three empirical doses (5, 25 and
50ug/g fish) of oxybenzone (Oxi),
octysalate (OS) and octynoxate (ONX)
were intraperitoneally injected to
seven organisms per treatment. The
chemicals were dissolved in 25%
molecular grade ethanol and 75% corn
oil (Leafios-Castaneda et al., 2002). The
negative control group consisted of the
solvents used in the treatments and the
positive control group of 5ug/g of 17B-
estradiol (E;). A mixture of oxybenzone,
octysalate and octynoxate in the
proportions similar to those used in the

Figure 1: Percentage of total cholinesterase activity in A.saxatilis juveniles heads calculated against the control. All
the treatment showed a significant inhibition: E,=54,5+3,6%, 0S5=39,76+5,3%, 0S25=38,96+7,1%,
0S50=32,08+6,2%,0xi5=41,07+6,8%, Oxi25=41,3716,6%, Oxi50=38,8716,5%, ONX5=24,2416,5%, ONX25=3113,2%,
ONX50=2245,1%, Mix=48,8 +3,5%. Significant difference from the other treatments **P<0,01, *P<0,05.

88



commercial sunscreen lotions (6%,5%
and 7,5% respectively) for a final doses
of oxybenzone of 5ug/g was included.
After 96h exposure, organisms were
rapidly terminated by hypothermia.
Heads were removed and kept at -402C
until analysis.

The determination of
cholinesterase activity was carried out
with modifications to the method of
Ellman et al. (1961). The rate of
absorbance at 405nm was measured
for 1 min with 5 sec intervals
(Rodriguez-Fuentes and Gold Bouchot,
2004).

Protein concentration was measured
using Bradford method (1976) using
bovine albumin as standard.

One way analysis of variance (ANOVA)
was conducted to assess statistical
differences between the treatments.

Discussion

The present study investigated the
effects of three UV filters and a mixture
of them on the juvenile Abudefduf
saxatilis. It has been found that all of
them had a significant effect on
inhibiting the cholinesterase activity.

As in a wide variety of marine
teleost  fishes, two kinds of

cholinesterases have been
characterized in Abudefduf saxatilis,:
Acetylcholinesterase and
Pseudocholinesterase or
Butyrylcholinesterase (BChE)

(Rodriguez-Fuentes et al.,2009). In
most marine teleost species, brain
tissues contains almost exclusively
AChE, whereas both AChE and BChE are
present in muscle, nerve tissue and
serum (Sturm et al.,, 1999). As entire
heads have been used in the analysis it
is impossible to know whether
oxybenzone, octysalate and octynoxate
had a major impact on which
cholinesterase, that is why the activity

is referred as of total cholinesterase.
BChE is usually more sensitive than
AChE and the indiscrimination between
them can lead to an over estimation of
the effect (Phillips et al., 2002), thus
the results should be interpreted with
caution.

Because the organisms from the
negative control were handled and
injected the same way as the
treatment, inhibition due to stress can
be ruled out. In the same matter, no
impact from the solvent was observed.
We can reasonably conclude that the
effects observed are indeed due to the
chemicals used.

The mixture of the three
compounds showed a significantly
higher inhibition than any of the three
compounds separately. This synergistic
behavior is of great interest as most of
the commercial sunscreen creams are a
mixture of UV filters and are
susceptible to enter the aquatic
environment by a diversity of pathways
(Giokas et al., 2007).

To our knowledge none of the
three compounds used in this study
have been investigated for
cholinesterase inhibition. Schlumpf et
al. (2004) reported a developmental
toxicity of others UV filters (4-
methylbenzylidene camphor 4MBC and
3-benzylidene camphor 3BC) on rats
offsprings. The litter size and surviving
rate were significantly decreased with
doses of 70ug/g/day of 4MBC and
24pg/g/day 3BC, and the puberty was
delayed with doses 10 times lower. The
reproductive organs and the central
nervous system are indeed sensitive
targets for developmental effects of
xenobiotics compounds. Our data show
that oxibenzone, octisalate and
octinoxate, separatly or in a mixture,
have neurotoxic effects.
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Despite the rather well known
implication of E; in reproduction and
growth, it also plays an important role
on cognition, serotonin pathways,
spatial memory and cholinergetic
system (Mc Ewen, 2001). It has been
shown that E, induces
acetylcholinesterase activity (Moudgil
et al., 1973, Greco et al., 2007) and has
the ability to enhance neuronal
excitability by accelarating the closure
of potassium channels in neuronal
membrane (Fatehi et al, 2005).
Estrogens are now considered as
neurotrophic and  neuroprotective
agents outside of the reproductive
brain (Pellegrini et al., 2005). Estrogen
like E, appears to act through both
estrogen-receptor and non-receptor
mediated effects (Weiss et al., 2002).
Its antioxidant properties may help
reduce the tissue damage, while the
estrogen receptor ERa on cholinergic
neuron seem to play a central role in
neuroprotection by physiological E, (Mc
Ewen, 2001). All these effects occur at
physiological concentrations of E; in the
range of ppt to ppb.

Welshons et al. (2003) show that at
higher doses, in the range of the ppm,
like the positive control used in that
study (5ug/g), E» has acute cytotoxicity
effects; it is its toxicological dose range.
Although this doses have been used in
other bioassays as a positive control for
vitellogenin VTG analysis (Leafios-
Castafieda et al., 2002) on adult fishes,
our experiment used juvenile
organisms whom may be more
sensitive to estrogen variation as they
are in their developing phase.
Furthermore, Petersen and Tollefsen
(2011) have seen that rainbow trouts
(Onchorhyncus mikyss) exposed to E, at
ppb to ppm concentrations showed an
important decrease in their cell viability
when the response of vitellogenin

production did not change. Exposure to
E, at ppb to ppm concentrations
induced high mortality rates in tiger
shrimp (P.semisulcatus) larvae and
juveniles (Aktas et al., 2011). Catalyze
of estrogens by cytochrome P450 leads
to the formation of semiquinones and
quinones, which through redox cycling
can produce reactive oxygen species
(ROS) (Rempel et al, 2009). If the
gluthatione  metabolism  fails  to
restaure the redox status, the ROS
cause oxidative stress to the cell by
enzyme inactivation, lipid peroxidation
or DNA damage (Pefa-Llopis et al.,
2003). Brain and cholinergic cells are
particularly vulnerable to oxidative
stress because neuronal membranes
are potential substrates for lipid
peroxidation and has relatively low
levels of  antioxidant  enzymes
compared to other tissue (Behl, 1999).

With E,, like any other chemical
compound, the dose makes the poison,
and it is probably its oxidative effect
causing the inhibition of the ChE
observed in this study.

Conclusion

Oxybenzone, octysalate and
octynoxate were able to inhibit total
cholinesterase activity at about a 35%
of the activity of the negative control.
The mixture of these three compounds
had a synergistic effect, the inhibition
observed reached 48,8 % +3,5.
Nevertheless, it is important to note
that the exposures were based on
doses that might not necessarily
represent the environmental doses.
The E; dose used as positive control for
VTG was in fact in the toxicological
range although no mortality was
reported. Further studies on the
mechanisms of toxicity of these UV
filters, individually and in mixture, at
environmentally relevant dose should
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be conducted as the focus on their
estrogenicity might have misleaded
their impact on aquatic organisms.
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