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Resumen

En las ultimas décadas el desarrollo de la industria quimica ha contribuido de
forma significativa en varios aspectos del confort en el desarrollo de nuestra vida
cotidiana, pero este desarrollo también tiene aspectos negativos. La exposicion
a formulaciones quimicas y principios activos de productos que utilizamos a
diario ha sido asociada a enfermedades vinculadas con el sistema endocrino,
este grupo de sustancias y formulaciones se las conoce como Compuestos
Disruptores Endocrinos (EDC's). Algunas de estas sustancias pueden imitar las
sefiales estrogénicas, a este grupo de sustancias se las denomina
xenoestrogenos. El objetivo de este trabajo fue identificar y cuantificar
estrogenicidad en productos que utilizamos a diario en nuestros hogares y en el
ambiente laboral utilizando la técnica Yeast Estrogen Screen (YES). Se
evaluaron 59 muestras, de las cuales 17 presentaron actividad estrogénica, 5
corresponden a productos utilizados en el aseo del hogar (aromatizantes de
ambiente, limpiadores de superficie y detergentes concentrados), 7 productos
utilizados para el aseo personal (shampoo, acondicionadores y jabon de bafio),
2 productos utilizados en el control plagas (un insecticida y un herbicida), 2
utilizados en ambientes laborales (una resina epoxi y un extracto de papel de
ticket), 1 en la categoria de productos de proteccion personal y en la categoria
de envases de alimentos no se identificé actividad estrogénica. EI EC50 de los
estandares de estradiol fue de 146 pg /L £ 20,8 ug /L y el limite de deteccion fue
50 pg /L. Para las categorias Aseo del Hogar, Aseo Personal, Fitosanitarios,
Laboral y Proteccion Personal las concentraciones mas altas fueron de 29 ug
EQ-E2/L, 4,97 pg /L, 10,5 pg /L, 518 ug /g y 2,5 ug /L respectivamente. Los
resultados demuestran que la técnica YES es una valiosa herramienta para
determinar actividad estrogénica en muestras complejas, permitiendo ademas
clasificar muestras para ensayos mas complejos y costosos, dichas propiedades
la hacen una herramienta robusta para la vigilancia de la exposicion a
xenoestrogenos.



Abtract

In recent decades, the development of the chemical industry has significantly
contributed to various aspects of comfort in the development of our daily lives,
but this development also has negative impacts. Daily exposure to chemical
formulations and active principles of products that we use daily has been
associated with diseases related to endocrine systems, this group of substances
and formulations are known as Endocrine Disrupting Chemicals (EDCs). Some
of these substances can mimic estrogen signals, called xenoestrogens. The
objective of this work was to detect and quantify estrogenicity in products that we
use daily in our homes and work, using the Yeast Estrogen Screen (YES)
technique. Fifty nine samples of different products were evaluated. Seventeen
presented estrogenic activity, 5 correspond to products used in household
cleaning (air fresheners, surface cleaners and detergents), 7 products used for
personal hygiene (shampoos, conditioners and soap bathroom), 2 products used
in pest control (an insecticide and a herbicide), one used in work environments
(an epoxy resin), in thermo-paper and one in the category of personal protection
products. In food packaging analysed no estrogenic activity was identified. The
EC50 of the estradiol standards was 146 ug /L £ 20.8 ug /L and the limit of
detection was 50 ug /L. For the categories Home Cleaning, Personal Cleaning,
Phytosanitary, Labor and Personal Protection, the highest concentrations were
29 ugEQ-E2/L, 4.97 pgEQ-E2/L, 10.5 pgEQ-E2/L, 518 pgEQ-E2/g and 2.5 pgEQ-
E2/L respectively. The results show that the YES technique is a valuable tool to
determine estrogenic activity in complex samples, also allowing to classify
samples for more complex and expensive tests, these properties make it a robust
tool for monitoring exposure to xenoestrogens.
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Introduccién.

En los organismos pluricelulares, la comunicacion entre células es un
factor clave para garantizar el funcionamiento 6ptimo de los sistemas (6rganos)
de los que depende el desarrollo, manutencion y reproduccién de un organismo
(individuo). La comunicacion celular estd basada en estimulos quimicos, entre
ellos se encuentran las hormonas, algunas de las cuales son producidas por
células especializadas del sistema endocrino. Este sistema de informacion
funciona con un mecanismo basado en estimulo-respuesta y permite a los
organismos, ya sean vertebrados o invertebrados, desarrollarse, reproducirse,
mantener sus funciones vitales, asi como regular el metabolismo, el equilibrio de
iones, la respuesta al estrés, entre otros procesos fisioldgicos claves para el
fitness de un individuo (Norris & Carr, 2013).

Las células enddcrinas producen hormonas para generar respuestas
especificas en células diana (o blanco) mediante la unién a receptores
especificos de membrana o citoplasmaticos. Las células diana pueden estar
ubicadas en 6rganos diferentes de donde fueron excretadas las hormonas. Por
ejemplo, la glandula tiroides puede secretar hormonas que estimulan respuestas
en todo los tejidos del cuerpo o bien pueden ser producidas para regular
procesos locales o de la misma célula excretora (Norris & Carr, 2013; Tortora &
Derrickson, 2010).

Las hormonas estan controladas por el sistema enddécrino y el sistema
nervioso y su conjuncion se denomina sistema neuroendocrino. En vertebrados,
este sistema incluye el cerebro (e.g. hipotalamo, pineal), la glandula pituitaria o
hipofisis, otras glandulas endocrinas clasicas de control tales como la tiroides,
glandulas suprarrenales, gonadas (testiculos y ovarios) y el higado. También hay
biorreguladores que no dependen del sistema nervioso que son secretados por
la glandula paratiroides, el timo, el corazén y el rindn. Estas glandulas solamente
responden a sustancias en sangre, y si bien estan inervadas, su secrecién no
depende del sistema nervioso (Norris & Carr, 2013).

Para que el sistema endocrino funcione correctamente, es clave que en el
proceso de comunicacion no existan interferencias que alteren la recepcién del
mensaje por el receptor. La informacién debe estar entre ciertos parametros y su
destino (el receptor) debe ser especifico, al igual que las instrucciones para
recibir el mensaje. En condiciones normales, se puede garantizar la fiabilidad
para reproducir el mensaje; de lo contrario, las implicancias de reproducir un
mensaje alterado pueden comprometer funciones vitales claves para un
organismo y su progenie que son de gran importancia para la salud publica y
ambiental.
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Estrogenos.

Los estrégenos son parte de un grupo de hormonas esteroideas
principalmente asociadas a las hembras de vertebrados. Estas hormonas
desempeiian un papel vital en ciclos menstruales, en el desarrollo, e inducen
etapas claves de la ovogénesis y de la diferenciacion celular en tejido mamario,
atero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y prostata (Korach, 1994). También
participan en el metabolismo de lipidos y sintesis de proteinas (Kiyama & Wada-
Kiyama, 2015). Si bien su principal funcion esta ligada con los 6rganos
reproductivos, los estrogenos también pueden participar en otros procesos en
tejidos de hueso, higado, mama, sistema cardiovascular y cerebro
(Katzenellenbogen et al., 2000; Noriega Reyes & Langley McCarron, 2008).

En las mujeres con ciclos menstruales normales, el estradiol (E2) es el
principal estrogeno en circulacién, seguido de la estrona y estriol, mientras que
en los hombres los niveles de estradiol en sangre son bajos. El E2 puede ser
sintetizado para ejercer efectos en érganos distantes actuando como un factor
endocrino pero también puede ser sintetizado en sitios extragonadales como en
las mamas, el cerebro, los huesos y el tejido adiposo, actuando como un factor
paracrino e intracrino (Simpson et al., 2005).

Los estrogenos son esteroides de 18 carbonos producidos a partir del colesterol,
sintetizados por glandulas en los ovarios, testiculos, glandulas adrenales,
cerebro y la placenta. En los mamiferos, los principales estrogenos son la
estrona, estriol, y el 17-estradiol (E2) (Figura 1). Estas hormonas tienen una
gran aplicacion clinica, siendo utilizadas en terapias de insuficiencias endocrinas
ya sea en la etapa férti o posmenopausica de la mujer. La presencia de
estrogenos tiene un papel muy importante en los tratamientos de cancer
hormona-dependiente como el cancer de mama en el que es importante
disminuir o controlar la presencia de estrogenos utilizando farmacos que inhiben
la sintesis o la recepcién de estrégenos en tejido mamario (Coppola et al., 2005;
Noriega Reyes & Langley McCarron, 2008).

El mecanismo de accién del estrogeno esta mediado por la union a
receptores hormonales especificos localizadass en el citoplasma y membrana,
denominados receptor de estrogeno (RE) (Couse, 1999; Prossnitz et al., 2008).
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Figura 1: Proceso de esteroidogénesis, gue se inicia con el colesterol, y que incluye
distintos procesos enzimaticos, entre los cuales estéa la familia de enzimas aromatasas
gue van quitando carbonos en cascada hasta obtener los esteroides, tales como la

estrona, estriol y estradiol (Modificado de Haggstrom et al 2014).
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Tabla 1: Estructura quimica de los estrogenos mds comunes en los vertebrados de sexo
femenino, en todos se puede apreciar en comun el anillo fendlico que es el sitio de
union al RE.

Estrégenos naturales

Estriol

Estradiol

Estrona

HO

Estrogenos sintéticos

Alpha etinil estradiol

Dietiletilbestrol =
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Receptores de estrégenos.

Los receptores estrogénicos citoplasmaticos pertenecen a la familia de
receptores nucleares, y funcionan como factores de transcripcion inducidos por
ligando y en respuestas especificas a sefiales fisiologicas y patoldgicas (Nilsson
et al., 2001; Warner et al., 2003).

El primer receptor RE-a fue descubierto por Jensen & Jacobson en 1962 en
experimentos con ratas, y en 1995 se descubre otro receptor con gran
homologia (RE-B) con el primero (Kuiper & Gustafsson, 1997). Ambas isoformas
funcionan como factores de transcripcién cuando se unen a sus respectivos
ligandos que comparten caracteristicas y funciones generales similares (Teppa
Garran & Teran Davila, 2005). Una vez que el ligando se une al receptor, éstos
dimerizan y migran al ndcleo, actuando como factores de transcripcion en genes
blanco mediante Elementos de respuesta estrogénica (ERE). Existen otros RE,
y variantes homélogas en metazoos, receptores huérfanos con dominio de unién
al ligando, o como el GPR30 en humanos el cual actia de manera
independiente, y que ha sido de gran interés en los estudios de la biologia del
cancer de mama, y es un candidato para la terapia hormonal relacionada con
esta enfermedad (Noriega Reyes & Langley McCarron, 2008).

Los RE alfa y RE beta son expresados por diferentes genes localizados en los
cromosomas 60g25.1y 14g23-24.1, respectivamente, y su expresion varia del tipo
de tejido y especie. Esto ultimo es importante dado que sus funciones no solo
se limitan al sistema reproductivo, sino que se extienden a multiples tejidos en
ambos sexos (Warner et al., 2003). El RE-a es expresado en su mayoria por
organos reproductivos (Utero, mama y ovario), seguido por el higado y el sistema
nervioso central. En contraste, el RE-B es mayoritariamente expresado en
tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto urogenital, ovario, sistema
nervioso central y prostata (Anderson, 2002; Nilsson et al., 2001).

Es importante tener en cuenta que estos no son los Unicos receptores que
puedan ser afectados por sustancias que son consideradas EDC's. Algunas
sustancias quimicas pueden interferir con el sistema endocrino, incluyendo el
sistema estrogénico, sin necesariamente unirse directamente a los receptores
estrogénicos. Estas sustancias pueden afectar la transcripcion de genes
especificos y alterar la sintesis de proteinas involucradas en la respuesta
hormonal. Ademas de la via clasica de sefializacion estrogénica a través de los
receptores estrogénicos, se han identificado otras vias de sefalizacion que
pueden estar involucradas en la accion estrogénica, como los receptores de
membrana GPR30. Algunas sustancias pueden activar estas vias alternativas y
tener efectos estrogénicos independientemente de la interaccion con los
receptores estrogénicos (Hlisnikova et al., 2021).

Los mecanismos pueden ser multiples. Por ejemplo, los ftalatos pueden
modificar la liberacion de hormonas hipotalamicas, hipofisarias y periféricas,
interferir con los receptores nucleares, los receptores de membrana, las vias de
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sefalizacion intracelular y modular la expresion génica asociada con la
reproduccion (Hlisnikova et al., 2021).

Compuestos Disruptores Endocrinos (EDCs).

El concepto de EDC fue acuiiado por Colborn Myers, y Dumanoski (1994) . En
este libro, los autores exponen una gran cantidad de casos de trastornos
reproductivos, desarrollo de enfermedades hereditarias, malformaciones y
algunos tipos de cancer en humanos y vida silvestre, atribuidas a un grupo de
sustancias sintéticas con potencial de alterar la homeostasis hormonal (Colborn
et al., 1997).

Los EDC conforman un grupo heterogéneo de sustancias que tienen la
capacidad de interferir en el flujo de sefiales quimicas de los organismos,
alterando el normal funcionamiento del sistema endocrino, provocando efectos
negativos en la capacidad reproductiva y otros aspectos fisiolégicos en
diferentes especies (Norris & Carr, 2013). Estas sustancias, conocidas como
perturbadores (o disruptores) enddcrinos, se definen mas generalmente como:
“cualquier agente exégeno que interfiera con la sintesis, secrecion, transporte,
unién, acciéon o eliminacion de una hormona natural responsable de la
manutencion, reproduccion, desarrollo y/o comportamiento de los organismos”
(Cirsp et al., 1997). Y segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), "Un
disruptor endocrino es una sustancia o0 mezcla exégena que altera las funciones
del sistema endocrino y, en consecuencia, causa efectos adversos para la salud
en un organismo intacto, o su progenie, o (sub) poblaciones (Kidd et al., 2012).

Mecanismos y modos de accion de los EDC’s.

Los principales mecanismos de alteracion de la homeostasis hormonal
inducidos por los EDC que han sido elucidados en las Gltimas décadas son los
siguientes:

» Modo agonista, se caracteriza por cOmo una sustancia mimetiza la accion de
las hormonas. Esta sustancia puede imitar la actividad biolégica de una
hormona al unirse a un receptor celular, produciendo una respuesta hormonal
de la célula similar a la producida por la hormona natural, pero en un
momento incorrecto o bien en concentraciones excesivas.

» Modo antagonista, se caracteriza por la unién de una sustancia quimica a un
receptor celular sin activarlo, evitando asi la disponibilidad del receptor celular
para unirse a una hormona natural.

» Alteracion del patrén de sintesis y metabolismo de las hormonas endégenas.

» Interrumpir la  modulacion de los niveles de receptores hormonales
(Sonnenschein & Soto, 1998).
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Entre los mecanismos de accion de los EDC més estudiados se encuentran
estrogenicidad/ anti-estrogenicidad, androgenicidad/anti-androgenicidad,
alteracion tiroidea, alteracion de receptores hormonales (receptor de estrogeno
RE, RE asociado a membrana mRE, receptor androgénico RA, receptor de
progesterona RP, receptor aril hidrocarbono RAH (Andreas Kortenkamp 1997,
Gore et al., 2015).

Sustancias con efectos disruptores en el sistema endocrino.

El catalogo de sustancias consideradas EDCs aumenta todos los afios. La UE
ha identificado 680 sustancias con esta descripcion (Arias et al., 2020). A
continuacion, se nombran las familias de EDCs mas estudiadas en funcién del
grado de exposicion a estos agentes y de sus efectos mas conocidos sobre el
sistema endocrino.

Dioxinas.

Estos productos quimicos se generan de forma no intencional por la combustion
incompleta en procesos que incluyen la fabricacién de productos fitosanitarios,
de productos plasticos, y de cloro. La principal via de exposicion a las dioxinas
suelen ser los alimentos contaminados durante los procesos de fabricacién, o en
los envases que los contienen en cuya fabricacion hayan otros procesos
intermedios con productos que estén asociados a la produccion de dioxinas. Las
dioxinas han demostrado tener una elevada toxicidad, produciendo problemas
de reproduccidn, en el desarrollo, afectar el sistema inmunitario, interferir con
hormonas y de esa forma causar cancer (OMS, 2022).

Bifenilos policlorinados (PCBs) y Difenil éteres polibromados (PBDE).

Los bifenilos policlorados son una clase de productos quimicos industriales con
anillos fendlicos apareados y de grado variable de cloracion. Se sintetizaron
exponiendo la molécula de bisfenilo al gas de cloro en presencia de un
catalizador obteniendo 209 congéneres (Boucher et al., 2014; Doi et al., 2013).
Fueron producidos masivamente y utilizados en todo el mundo en resinas,
adhesivos, pinturas, tintas para el cabello, y retardantes de llamas en plasticos,
entre otros usos. Los PCB fueron clasificados como Contaminantes Organicos
Persistentes (COP) y prohibidos en EEUU en 1979 debido a su capacidad de
bioacumulacion y biomagnificacion que generan efectos adversos para la salud
humana y el medio ambiente (Lauby-Secretan et al., 2013). Algunos PCB se
clasifican como EDC por sus acciones tiroidogénicas, estrogénicas vy
antiandroégenicas (Portigal et al., 2002).

Los PBDE se comenzaron a producir a fines de las década de 1970 luego de la
prohibicién de los PCB. Estos compuestos fueron utilizados como retardantes de
llama en plasticos, tapizados, colchones y ropa. Los PBDE comprenden tres
congéneres: pentaPBDE, octaPBDE y decaPBDE, los dos primeros han sido
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prohibidos en Europa y Asia, pero las mezclas del decaPBDE contintan
utilizandose en todo el mundo (Kim et al., 2009).

Plaguicidas.

Los plaguicidas son productos quimicos elaborados para el control de plagas, en
la agricultura y también en situaciones de salud publica. Si bien tienen aspectos
positivos desde el punto de vista sanitario ya que contribuyen a la conservacion
de alimentos o el control de enfermedades transmitidas por insectos, los
plaguicidas pueden constituir también un problema para la salud publica y del
ambiente.

Existen antecedentes de los efectos relacionados con los EDC producidos por
los plaguicidas ya sea en los humanos como en la vida silvestre. Por ejemplo,
el diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus metabolitos (o,p -DDT, 0.p-DDD, p’-
DDE) fueron utilizados como insecticidas luego de 1945. Sin embargo, el DDT

fue prohibido por su capacidad de bioacumulacion en el ambiente, y fue
declarado un Contaminante Organico Persistente. Si bien el DDT fue prohibido
en EEUU en 1972, en otros paises como Uruguay fue utilizado hasta el 2000.
El DDT y sus metabolitos también fueron clasificados como un EDC’s con
efectos estrogénicos en ratas (Gore et al., 2015b).

Son varias las categorias de plaguicidas declarados EDC. Entre ellos se
destacan los organofosforados que también interfirieren en el sistema endocrino
con efectos estrogénicos. Un ejemplo de los organofosforados es el Clorpirifos
que es usado para el control de insectos en frutas, hortalizas y cereales y que
tiene efectos disruptores endocrinos mediados por la fosforilacion del REalfa
(Cocca et al., 2015).

Ftalatos.

Los ftalatos y ésteres de ftalatos son un gran grupo de compuestos que han sido
(y que en algunos paises continlan siendo) utilizados como plastificantes
liquidos. Algunos de los ftalatos mas comunes son DEHP (di (2-etilhexil) ftalato),
DBP (dibutil ftalato), BBP (bencilbutil ftalato), DINP (diisononil ftalato) y DIDP
(diisodecil ftalato). A titulo de ejemlo, el BBzP (butil bencil ftalato) se utiliza en la
fabricacion de plasticos, en los envases PET (tereftalato de polietileno), plasticos
PVC, el DEHP y DiDP es empleado en productos de aseo y el DMP (dimetil
ftalato), DEP (dietil ftalato) o el DBP (dibutil ftalato) en cosméticos (de Prada,
2016). Debido a sus propiedades plastificantes y conservantes, los ftalatos han
sido utilizados para fabricar bolsas, empaques de comida, perfumes, jabones,
detergentes, tintas, y lacas, asi como en ingredientes inertes de plaguicidas,
para repelentes de insectos(Bustamante-Montes et al., 2001; Olea Serrano et
al., 2001). Se ha demostrado que algunos ftalatos tienen efectos sobre la
prevalencia de patologias como malformaciones genitales congénitas
(criptorquidias, hipospasias), deterioro de la calidad seminal, menor fertilidad,
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feminizacion, desarrollo prematuro de las mamas en hembras, efectos tiroideos,
resistencia a la insulina y alteraciones a la respuesta inmune (de Prada, 2016).
La exposicion diaria estimada a uno de los principales ftalatos como el DEHP (di-
2-etilhexil-ftalato) varia de 3 a 30 pg/kg/dia (Koch & Calafat, 2009).

Parabenos.

Si bien los parabenos pueden ser sintetizados por organismos como bacterias e
incluso plantas, aquellos producidos por la industria quimica son los que
despiertan mayor preocupacion, debido a que sus distintos usos determinan su
ubicuidad en el ambiente (Nowak et al., 2018). Los parabenos son producidos
por la esterilizacion de PHBA (&cido hidroxido benzoico) con alcohol en
presencia de un catalizador como el &cido sulfurico (Liao et al., 2013). Los
compuestos mas conocidos son el metilparabeno, butilparabeno (MeP),
etilparabeno (EtP), butilparabeno (BuP), benzylparabeno (BzP) y heptil parabeno
(HepP). Debido a su eficiencia, bajos costos, propiedades antibacterianas y
antifngicas han llevado al uso generalizado de los parabenos en la industria
para la fabricacion de envases para alimentos, productos de cuidado personal y
productos farmacéuticos (Nowak et al., 2018).

Se ha demostrado que el BuP contribuye a la expresion reducida de CYP19al
en ratas, lo que induce alteraciones de los niveles de andrégenos y estrégenos
(Boberg et al., 2016). Altos niveles de estradiol, progesterona y la concentracion
urinaria de parabenos (MeP, PrP y BuP) en mujeres embarazadas estan
asociados a la disminucién del estradiol y la disminucién de la relacién
estradiol/progesterona al aumento de las concentraciones BuP (Aker et al.,
2016). En otros estudios se ha demostrado que el MeP, EtP, PrP y BuP son
capaces de unirse competitivamente a los RE y poseer comportamientos
similares a estrégenos en lo que respecta a inducir la expresion génica
dependiente de los RE (Lillo et al., 2017; Vo et al., 2011).

La Organizacion Conjunta de Agricultura y Alimentacion de las Naciones Unidas
(FAO) y el Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios de la OMS determinaron
en 1974 que la ingesta diaria admisible de MeP, EtP y PrP en conjunto deberia
ser como maximo 10 mg/kg/dia. Sin embargo en 2007, en respuesta a frecuentes
problemas de alta toxicidad, la OMS recomendo retirar del mercado al PrP. A su
vez, la Sociedad Cientifica sobre Seguridad del Consumidor de la UE
recomendo6 en 2010 que la concentracion de PrP y BuP en cosméticos no debe
superar el 0,19%. Las concentraciones permitidas pueden variar segun los
paises en la UE, pero claro estd que estos productos estan restringidos como
aditivos en cosméticos, farmacos, y en envases de alimentos entre otros usos
(Nowak et al., 2018).
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Bisfenol-A.

Sintetizado por primera vez en 1891, el BPA ha sido el producto organico
producido con mayor volumen en el mundo, llegando a producirse 15 millones
de libras en 2013 (Gore et al., 2015a). EI BPA ha sido utilizado (y en algunos
paises es aun utlizado) para la fabricacion de productos plasticos,
revestimientos de envases de bebidas y alimentos enlatados (Gore et al., 2015b;
Juan-Garcia et al., 2015; Vandenberg et al., 2009). Cuando es utilizado como
revestimiento de envases que contienen bebidas y alimentos, el BPA puede
transferirse por la via digestiva, pudiendo afectar la salud de las personas a nivel
hormonal (Vandenberg et al., 2006). Diversos trabajos han demostrado que el
BPA tiene la capacidad de provocar alteraciones en la fisiologia ovarica,
actuando en el ovocito como en las células foliculares. También se ha
demostrado que el BPA es capaz de afectar la estructura de la granulosa,
generando edemas, degeneracion, fragmentacion y picnosis nuclear
(Marconetto et al., 2022).

En EEUU el BPA esta regulado por la EPA, y establece como limite de dosis 50
ug/kg/dia, mientras que la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria redujo la
dosis 4 pg/kg/dia (Gore et al., 2015a).

Deteccidn de sustancias estrogénicas.

En las Ultimas décadas se han realizado grandes esfuerzos en el desarrollo de
métodos para la determinacion de si una sustancia funciona como un disruptor
enddcrino. La idea es que los ensayos deben estar en un contexto reglamentario,
y basados en efectos con el objetivo de identificar las vias de interaccion dado
los criterios que definen los EDC (Gonz & Di, 2019; M2 et al., 2018).

En 1998 EEUU comenzé su politica de detecciéon de EDC a través de la US EPA
mediante la creacion del Programa de Deteccién de Disruptores Enddécrinos (US
EPA, 2011). Un programa similar comenzo en la UE en 1999 (UE-COM., 2020).
Uno de los objetivos centrales de ambos programas fue determinar cuales
sustancias eran motivo de preocupacion para la salud humana. Como resultado
del esfuerzo realizado por estos programas se dio a conocer las primeras listas
de sustancias con potencial de alterar el sistema enddcrino. La diferencia entre
ambos programas es que la US EPA aplica un sistema de ensayos validados de
dos niveles: primero una sustancia es sometida a una bateria de ensayos
(Ilamados de nivel 1), y dependiendo de los resultados, ésta sera sometida a una
bateria de ensayos de nivel 2 (US EPA, 2021). En contraste, la UE a través de
la ECHA, la evaluacion de una sustancia se realiza por revision cientifica (ECHA,
2021), donde se asigna una sustancia a una institucion de referencia de unos de
los paises miembros para que evalle la sustancia y emita un veredicto.
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La tabla 2 muestra una compilaciéon de ensayos realizados por la US EPA para
evaluar la alteracion endocrina entre una sustancia (o mezclas de ellas) y un
organismo. Estos ensayos ademas conforman o bien son parte del conjunto de
ensayos validados por la OCDE (Organizacion para la cooperacion econémica
y el desarrollo) para evaluar sustancias disruptoras endocrinas en mamiferos y
no mamiferos. En el caso de la OCDE los ensayos estan clasificados en cinco
niveles, el criterio es el grado de informacion que estos brindan (OECD, 2018).

Tabla 2: Pruebas realizadas por el EDSP de la US EPA.

Directrices de prueba nivel 1 Directrices de Prueba nivel 2
Metamorfosis de anfibios (rana)

Unidn al receptor de andrégenos Prueba de toxicidad aviar de dos
(préstata de rata) generaciones en la codorniz japonesa

Aromatasa (recombinante humana)

Union al receptor de estrogeno

Activacion transcripcional del receptor
de estrégeno (linea celular humana Medaka Extended One Generation
HelLa-9903) Reproduction Test

Reproduccién de peces a corto plazo

Hombre puberal (rata)

Esteroidogénesis (linea celular Larval Amphibian Growth and
humana - H295R) Development Assay (LAGDA)

Uterotrofo (rata)

Para informacion detallada de cada prueba seguir link https://www.epa.gov/test-guidelines-
pesticides-and-toxic-substances/series-890-endocrine-disruptor-screening-program donde se
podran descargar los protocolos de la US EPA.

Bioensayo in vitro Yeast Estrogen Screen

Entre los métodos recomendados para la detecciébn de sustancias
estrogénicas se encuentra la técnica YES (Yeast Estrogen Screen). Este ensayo
utiliza levaduras Saccharomyces cereviseae que fueron modificadas por
Routledge & Sumpter (1996) insertando un gen receptor de estrégeno humano
(REh) en su cromosoma y un activador transcripcional o elemento de respuesta
a estrégeno (ERE) ligado a un gen promotor Lac Z que expresa la enzima beta-
galactosidasa.

En la figura 2 se muestra como en presencia de un agente con potencial
estrogénico (xenoestrogeno) es detectado por la levadura mediante 1) la union
al REh que activa el receptor , 2) la formacion del complejo ligando-RE que se
une al ERE (Elemento de Respuesta a Estrégeno) en el plasmido, 3) la sintesis
de la enzima beta-galactosidasa por el operon lacZ, 4) la medicion de la actividad
enzimatica mediante una reaccion colorimétrica. La medicion esta determinada
por la produccion de la enzima beta-galactosidasa que metaboliza sustrato
cromogénico rojo de clorofenol-beta-D-galactopiranesida (CPRG) presente en el
medio. Este ultimo es un producto cuyo color va de amatrillo a rojo y que se mide
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mediante espectrofotdmetro a una absorbancia de 540 nm. La cinética del nuevo
compuesto esta directamente relacionada con la cantidad de enzima producida,
y ésta a la concentracion de xenoestrogenos (Routledge & Sumpter, 1996).

' Estrogeno

A Receptor de estrégeno.

’ RE activado.

@ B-Galactosidasa.

REh: Receptor de
Estrégeno humano.

ERE: Elemento de
Respuesta a Estrégeno.

Medio de
analisis LacZ: Gen reportero.

CPRG: Clorofenol-beta-
D-galactopiranesida.

Célula de levadura

Saccharomyces cerevisie

Figura 2: Esquema de las etapas de expresion de enzima Beta-galactosidasa, comienza
con la activacion del receptor de estrégeno (1), seguido de la union a los ERE (2) para
expresar la enzima Beta-galactosidasa al medio (3), donde hay CPRG.

Una de las ventajas de esta técnica es que la levadura naturalmente no posee
un receptor de estrégeno, lo que evita la compleja interaccion que existe entre el
RE y otros receptores esteroides, hormonas peptidicas y factores de crecimiento
gue pueden estar asociados con estos mecanismos. Otro aspecto importante a
resaltar es que el proceso de post traduccién y el plegamiento de proteinas en
células de vertebrados es muy similar al mecanismo de la levadura (Noguerol et
al., 2006). Ademas, esta técnica arroja resultados cuali y cuantitativos, es
altamente especifica, reproducible, y de bajo costo.

Antecedentes en Uruguay.

Una de las primeras detecciones de EDC en Uruguay fue realizada por
investigadores del Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay (LATU) donde se puso
a punto la técnica YES en muestras extraidas de un afluente cloacal y un
efluente de una planta de pulpa de celulosa. Si bien se optimiz6 el ensayo con
éxito, no se detectd actividad estrogénica para las muestras que se analizaron
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(Keel et al., 2010). Posteriormente la Dra. Diana Miguez realiz6 una investigacion
con el objetivo de evaluar los riesgos de la exposicidon a EDC’s en un segmento
de la cuenca el Rio Uruguay. Si bien se concluyé que el estado del agua
presentaba condiciones aceptables, se determinaron niveles detectables de
sustancias consideradas EDC's, resultados que demuestran que la exposicion
de la fauna acuatica a estos agentes quimicos son una realidad, principalmente
aguas abajo de efluentes municipales, o segmentos del rio donde se realizan
actividades agricolas en la cuenca (Miguez, 2013). También se destaca un
trabajo realizado en la cuenca del Rio Santa Lucia, donde se evalu6 la
distribucion de la actividad estrogénica en sedimentos de la cuenca relacionada
a los principales usos del suelo mediante el ensayo YES, (Griffero, 2015). Este
estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Bioensayos en el Centro Universitario
Regional Este (CURE-Maldonado) utilizando la cepa Saccharomyces cerevisiae.

Objetivo General.

Detectar y cuantificar sustancias con actividad estrogénica en productos de uso
diario en el trabajo y en el hogar utilizando la técnica Yeast Estrogen Screen
(YES).

Objetivos especificos.

1. Ejecutar con éxito la técnica YES.
2. Cuantificar los niveles de estrogenicidad con el ensayo YES en muestras de
productos disponibles en el mercado y que se utilizan a diario.

Hipotesis.

Existe la presencia de sustancias y compuestos con actividad estrogénica en
diversos productos que utilizamos a diario como productos de limpieza del hogar
y personal y otros asociados al ambiente laboral.

Metodologia.
Productos a testear.

Las muestras evaluadas provienen de diferentes productos, de uso generalizado
por su disponibilidad en el mercado, disponibilidad asociada a precio y
conocimiento de las marcas, entre ellos se encuentran productos de limpieza,
cosmeéticos y otros productos utilizados en el ambiente laboral, como las resinas
epoxi, productos fitosanitarios, pinturas, entre otros. También se realizaron
extracciones a partir del papel de ticket (impresiones térmicas) que son utilizados
en los supermercados, kioscos, entre otro tipo de comercio, envases de yogures
bebibles, envases de carton de yogur, y bandejas de espumilla de estireno que
son ampliamente utilizadas en los supermercados para fraccionar alimentos.

Es importante aclarar que, debido al gran universo de sustancias y formulaciones
presentes en los productos disponibles en el mercado, se empleé un enfoque
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basado en criterios toxicoldgicos para la seleccién de los productos a evaluar.
Para esto hay que tener en cuenta los siguientes factores; el grado de
exposicion; la susceptibilidad potencial del individuo, que se traduce en que
categorias de esa poblacion es la mas vulnerable; la duracion y frecuencia de la
exposicion, que se traduce en que actividades o conjunto de actividades
determina que ciertas categorias de la poblacibn puedan adquirir dosis
peligrosas, pudiendo ocasionar efectos agudos o crénicos. El producto de estos
factores establece aquellos productos que son prioritarios para evaluar en
funcién de su riesgo y las poblaciones vulnerables ver la tabla 3.

Una vez adquiridas las muestras de los productos, éstas fueron clasificadas en
sélidas y liquidas, donde las solidas incluian las impresiones térmicas, los
envases de yogur, ya sea tipo carton o nylon y bandeja de espumilla de estireno.
Para este tipo de muestras sélidas se emple6 la metodologia de extraccién
utilizada por (Liao & Kannan, 2011). Para las muestras clasificadas como liquidas
se procedi6 a realizar diluciones con etanol absoluto.

Agrupacion de las muestras.

Con el objeto de realizar observaciones que puedan atribuirse a los diferentes
ingredientes de los productos evaluados, se clasificaron las muestras en funcion
del uso previsto en las siguientes categorias:

» Aseo personal; shampoo para bebes, shampoo para adultos,
acondicionador y jabon liquido para nifios.

» Proteccion personal; protectores solares para adultos, nifios y locion para
mosquitos.

» Fitosanitarios; Herbicidas e insecticidas disponibles en el mercado sin
restricciones, si bien pueden ser usados en &mbitos laborales, su uso no
se limita solo a ese ambiente, quedando comprendidos a usos del hogar
también.

» Laboral: Resinas epoxi, masillas epdxicas, combustibles, anclajes para
hormigon.

» Aseo del hogar: Detergentes, entre ellos los considerados industriales,
aromatizantes y desengrasantes concentrados en pasta.

» Alimentos: Envases de yogurt de cartén y de nylon, manteca y bebidas
saborizadas.
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Figura 3: Diagrama de flujo esquematizando la metodologia empleada para someter
los productos seleccionados al ensayo YES, estd organizado en etapas, preparacion de
los productos a testear, preparacion de medios de crecimiento y el andlisis de los
resultados.

Pagina | 15




Tabla 3: Muestras seleccionadas para ser evaluadas con el ensayo YES. numeradas, detallando su uso y se le asigné un codigo con el fin de
no exponer las marcas. Ademas, se detallan los criterios tenidos en cuenta para la seleccién de los productos, criterios basados en la toxicologia,
peligrosidad PT* (potencial estrogénico), exposicion, susceptibilidad del individuo (poblacién vulnerable), la combinaciéon de estos factores define
el riesgo potencial de que un producto tenga efectos adversos y con eso la prioridad para ser evaluado.

Exposicion Poblacién vulnerable

ID Uso Codigo T Doméstica | Laboral Ciclo de vida v Sexo S Riesgo Prioridad

1 | Detergente doméstico DDAL XX X X Nifios y adultos X X Alto Alta

2 | Limpiador cremoso LCrFN X X - Adultos X X Moderado

3 | Detergente doméstico DDCG X X X Nifios y adultos X X Alto Alta

4 | Detergente doméstico DDNC X X X Nifios y adultos X X Alto Alta

5 ;:EE:SZ;;TUHIUSO LMED X X - Adultos X X Moderado | Moderado

6 | Jabon liquido ropa JLR X X - Adultos X X Moderado | Moderado

Insecticida IYPF XX - X Adultos X X Moderado | Moderado

10 | Insecticida Icip X - X Adultos X X Moderado | Moderado
14 | Hormiguicida HAr X - X Adultos X X Moderado | Moderado
16 | Herbicida HD48 X - X Adultos X X Moderado | Moderado
15 | Herbicida HWMax X - X Adultos X X Moderado | Moderado
17 | Detergente Cristal DCFV X X - Adultos X X Moderado | Moderado
18 | Fabuloso Limén FLC X X Adultos X X Moderado | Moderado
19 | Liquido Lavamanos LLG X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
20 | Gel ducha GDB X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
21 | Papel de ticket Pticket XXX - X Adultos X X Alto Alta
22 Envase de yogur EYoCdy X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
23 Bandeja de estireno Best X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
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24 Envase de carton jugos EcJuAs X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
25 | Shampoo para bebe SpB X X - Nifios X X Moderado | Moderado
26 | Shampoo para adultos SpA XX X - Adultos X X Moderado | Moderado
29 Shampoo SHC XX X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
30 | Shampoo SEL XX X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
31 | Shampoo para nifios SpnS XX X - Nifios X X Moderado | Moderado
32 | Protector solar PSC50 XX X X Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
33 | Locién Piopel-Piojicida LPHA XX X - Nifios X X Moderado | Moderado
34 | Mascarilla facial MFc X X - Adultos - X Moderado | Moderado
35 | Resina epoxi Repox XXX X Adultos X X Alto Alta
38 | Catalizador epoxi Cepox XXX - X Adultos X X Alto Alta
39 Detergente DAL X X - Nifios y adultos X X Alto Alta
40 Pintura PRW XX - X Adultos X X Moderado | Moderado
41 | Herbicida HG XXX - X Adultos X - Alto

42 | Shampoo para nifios SpnJ XX X - Nifios X X Moderado | Moderado
43 E;(:;er(]:it;(r);solar SFP 50 SEPSC -~ X ) Nifios X X Moderado | Moderado
44 | Losi6n antimosquitos LJ XX X - Nifios X X Moderado | Moderado
46 ;\/g;siréz en Polvo de VPEM XXX x X Adultos X X Alto Alta
47 Shampoo bebe SJ X X - Nifios X X Moderado | Moderado
48 | Acondicionador bebe Al X X - Nifios X X Moderado | Moderado
49 Protector Solar 50 PSD X X X Nifios y Adultos X X Moderado | Moderado
50 | Protector solar bebe PE X X - Nifios X X Moderado | Moderado
51 | Shampoo antidafio STC X X - Adultos X X Moderado | Moderado
52 | Shampoo control caida SH&S X X - Adultos X X Moderado | Moderado
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53 | Shampoo Hidra Liso SHLD X X - Adultos X X Moderado | Moderado
54 | Acondicionador hidra-liso AHLD X X - Adultos X X Moderado | Moderado
55 | Protector Solar 30 FPS PSN X X X Nifios y Adultos X X Moderado | Moderado
56 | Jabon liquido beby JLpnD X X - Nifios X X Moderado | Moderado
57 Detergente Verde DB X X X Adultos X X Moderado | Moderado
58 | Detergente concentrado DC X - X Adultos X X Moderado | Moderado
59 | Protector solar 30 FPS PSC X X - Nifios y Adultos X X Moderado | Moderado

Silicona Antihongos para | SantHSi Adultos Moderado | Moderado
60 ., X - X X -

construccion kC

Adhesivo para anclajes AdhSikF Adultos Alto Alta
61 . X - X X -

parte A iX-2

Adhesivo para anclajes AdhSikF Adultos Alto Alta
62 . X - X X -

parte B iX-2
63 | Gasaoil GA X - X Adultos X X Moderado | Moderado
64 | Bebida-Frutté Naranja BFNS X X X Nifios y Adultos X X Moderado | Moderado
65 | Fragancia Lavanda FLS X X X Adultos X X Moderado | Moderado
66 Limpiador Multiuso LMR X X X Adultos X X Moderado | Moderado
67 | Fragancia Concentrada FCF X X X Adultos X X Moderado | Moderado
68 leplaqor Qesodorante EPL x x X Adultos X X Moderado | Moderado

fragancia pino
69 En\(ase de cartén yogur EVoCe x x i Nifios y adultos X X Moderado | Moderado

frutilla
70 Envase de manteca EMaCe X X - Nifios y adultos X X Moderado | Moderado
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Ajuste de concentracion de las muestras.

Cuando la elevada viscosidad de alguna muestra dificultd el uso de las
micropipetas, se hicieron diluciones con etanol absoluto (Figura 3- Preparacion
de muestras). Para ello, se peso el contenido de las muestras y luego se agregé
etanol, el rango de lo agregado de etanol a las muestras de productos abarco
400 a 1000 pL. Seguidamente se determiné la masa de 1000 uL de etanol a fin
de convertir este volumen a mg y asi expresar las concentraciones de las
muestras en % de dilucion masa/masa. Con este porcentaje de dilucion
masa/masa (%m/m) se realizaron los graficos para la actividad estrogénica y la
toxicidad de cada muestra.

Extractos de envases de alimentos y papel de ticket.

Para evaluar la actividad estrogénica en matrices de envases de carton y de
papel de ticket se comenzo por limpiar el material con abundante agua caliente
y esponja, y posteriormente a cortar los materiales en pequefios trozos
(cuadrados de 1cm x 1lcm), empleando una tijera previamente esterilizada.
Luego se pesaron los trozos de papel con balanza de precision (sartorius-
CP2245) y se le agreg6 etanol absoluto (marca DORWIL) para analisis hasta
realizar los ensayos. La cantidad de etanol agregado vario dependiendo del
volumen ocupado por los materiales evaluados ver tabla 4, el tiempo que las
muestras estuvieron en etanol fue de 44 dias.

Tabla 4: Cantidades utilizadas para las muestras sdlidas, con sus respectivos agregados de
etanol absoluto.

Producto Peso | Etanol Ejemplo

9) (9)

Envase de cartdén de jugos Ades 2,3 5,83

Espumilla de estireno 0,2 8,07

Envase de cartén Yogur Frutilla 2,3 7,46

Impresion térmica (ticket) de 0,5 6,93

supermercado

Envase de nylon yogur Claldy 0,5 4,76

Envase de manteca Conaprole 0,9 9.68

19



Ensayo YES

Reconstruccion de la cepa.
Preparacion de soluciones y medios de analisis.

En la fase inicial se elaboré el medio de crecimiento esencial (medio minimo),
utilizando metodologia de Roughtledge y Samper (1996) con modificaciones de
(Griffero, 2015). Para ello, se pesaron los insumos detallados en el anexo Il con
balanza de precision Sartorius modelo CP224S y se diluyeron en un 1 litro de
agua ultrapura en botella de vidrio Schott estéril. Posteriormente se extrajeron
alicuotas del medio minimo en tubos Falcon de 50 mL previamente esterilizados

en autoclave a 121°C por 20 minutos para reducir los riesgos de contaminacion
del medio (Fig. 3).

1 litro de MM Alicuotas de 45 mL
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Figura 4: Esquema de elaboracion de las alicuotas.

Posteriormente se agregaron al medio minimo estéril L-treonina, L-&cido
aspartico, solucion de vitaminas, solucion de glucosa, sulfato de cobre I, (las
cantidades estan detalladas en el anexo 1), con estos agregados se obtiene el
medio de crecimiento (Medio Completo) (fig. 4)
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Figura 5: Tubos Falcon de 50 mL empleados para las alicuotas de medio minimo, y
para las soluciones que se agregan para formar el medio completo, las cantidades de
cada solucion de detallan en el anexo I.
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Elaboracion del cultivo.

Partiendo de un banco de levadura almacenada a -80 °C, se extrajo con
micropipeta 200 pL de levadura, y se agregaron a 50 mL de medio de crecimiento
completo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. El cultivo de levadura se llevo a
incubadora DAIHAN Scientific por 48 horas en un rango de temperatura de 28-
30°C con agitacion a 100 rpm usando el agitador Orbital Shaker modelo OS-20
(Figura 6).

Figura 6: Agitador orbital Shaker modelo OS-20 (izquierda), incubadora DAHIAN
Scientific (derecha).

El procedimiento de cultivo se realizé en cAmara de flujo laminar marca Dwyer
(modelo: MARK II), previamente esterilizada con 15 minutos de luz ultravioleta 'y
alcohol antes de comenzar cada cultivo. Tanto los matraces Erlenmeyer como
los tips de las micropipetas fueron autoclavados antes a 120 °C por 20 minutos.

Viabilidad de la cepa

Se hicieron tres cultivos para estabilizar la levadura. La verificacion del
desemperio de la levadura se realizdé con un estandar con una solucién patron
17 Beta- Estradiol de concentracion 28 pg/L. El montaje del ensayo se realiz6 en
una placa de 96 pocillos estériles donde se hicieron diluciones seriadas con un
factor 1:2, obteniendo el siguiente rango de concentraciones 0,0136; 0,0273;
0,0546; 0,1093; 0,2187; 0,4375; 0,875; 1,75; 3,5; 7; 14 y 28 ug/L de sustrato).
Posteriormente se procedio con el ensayo segun el protocolo elaborado para el
ensayo Anexo lll.

El objetivo de esta fase fue de obtener un gradiente de sustrato que empieza a
visualizarse a las 48 horas y debiendo hacer las lecturas antes de las 72 horas.
Para verificar si el ensayo fue exitoso, se procedio al analisis estadistico de los
datos ajustandose una curva de forma sigmoide debido al tipo de interaccion
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cooperativa entre moléculas de enzima y el sustrato (Weiss, 1997). Al ajustar la
curva se verifica que la levadura tuvo un buen desempefio y el ensayo no se
contamind. Para este trabajo se emplearon tres ensayos exitosos consecutivos
antes de la evaluacion de las muestras de estudio.

Ensayo YES.

Para el montaje de la prueba se adoptd el protocolo desarrollado por
Roughtledge y Sumpter (1996) con modificaciones de (Bila, 2005). Antes de
realizar el ensayo, se procedio a limpiar con alcohol la superficie de trabajo, las
pipetas y los contenedores de los tips. Todos los materiales para las soluciones
fueron debidamente esterilizados y se emplearon placas de analisis de 96
pocillos estériles (marca Axygen).

En primer lugar, se hicieron las diluciones de las muestras en placas de 96
pocillos, donde se afiadieron 100 puL de etanol absoluto desde la segunda
columna hasta la columna 12. Luego de los 100 pL de etanol se agreg6 100 pL
de la muestra a analizar al primer pocillo, procediendo con diluciones seriadas
con un factor 1:2. El rango de concentraciones se representd en % solucion m/m,
obteniendo rangos 100 hasta 0,05 (para aquellas no diluidas) y de 83 hasta 0,04
(para aquellas diluidas). En el protocolo se puede ver mas en detalle el esquema
de dilucién Anexo |. Hechas las diluciones, se transfieren a la fila correspondiente
10 pL a la placa de analisis. Todas las muestras se hicieron por duplicado.

Para obtener la curva estandar se utiliz6 una solucién patrén de 28 ug/L de
17beta estradiol (E2, que se prepard a partir de estandares de E2 (marca
Steraloids) en etanol absoluto. Al igual que las muestras, las diluciones seriadas
se hicieron con un factor de dilucion 1:2 de manera que el gradiente abarcase un
rango de concentraciones de 0,0136; 0,0273; 0,0546; 0,1093; 0,2187; 0,4375;
0,875; 1,75; 3,5; 7; 14 y 28 pg/L (Fig. 7).
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Figura 7: Esquema de una placa de dilucion, por cada fila una muestra con un gradiente de
mayor a menor A1 hasta A12. Los colores representan cada muestra, las diluciones se

realizaron de izquierda a derecha (de mayor a menor concentracion) con un factor de dilucion
1:2.
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De esta forma en la placa que contenia la curva estandar también se agrego:
-Una fila de control negativo, se utilizé 10 uL de etanol y medio de analisis.

-Una fila de blanco, se utilizé el medio de analisis (CPRG con cultivo de no mas
de 48 horas).

Luego de transferir los 10 ul a la placa de andlisis, se la dejo reposar unos 10 a
15 minutos en camara de flujo laminar hasta verificar el secado de las gotas en
el fondo de los pocillos. Luego se agregaron 200 uL de solucion medio de andlisis
provenientes de un tubo Falcon de 50 mL que fue elaborada en el momento.
Esta solucion contiene el reactivo (CPRG) y medio de cultivo de levadura que
fue preparada con no mas de 48 horas de antelacién. Se tomaron medidas para
reducir el efecto de la luz sobre el CPRG durante la elaboracion del medio de
analisis.

En el primer pocillo de la placa se agregaron 100 pL de cada muestra (diluida y
resuspendida) con concentraciones en (%, m/m) y se realizaron diluciones con
el mismo factor de dilucién 1:2 siguiendo los mismos pasos detallados en el
parrafo anterior. La siembra se hizo transfiriendo 10uL de qué cada muestra
(pocillo) y se le agregd el medio de analisis, se agitd a 100rpm por 2 minutos y
se cultiva a 30°C en incubadora por 72 horas para permitir que las levaduras
proliferen. Luego, se retiran las placas de la incubadora y se realizan las lecturas
en un lector de placas.

Se realiza lectura a dos longitudes de onda distintas, permitiendo determinar si
existe citotixicidad (a 600 nm) a determinada concentracion del analito y luego
estrogenicidad a 540nm.

Analisis de datos.

Luego de 72 horas de incubacion, se procedi6é a realizar lectura en lector de
placas FLUOstarOPTIMA a 540 nm para reaccion colorimétrica y 640 nm para
corregir el efecto de la turbidez por el crecimiento de la levadura. Esta correccién
fue realizada con el método propuesto por (Fent et al., 2006).

Absorbancia Corregida = Abs. Muestra 540nm —(Abs. Muestra 640 — Abs. Blanco 640)
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Ecuaciéon 1

Una vez obtenida la absorbancia corregida, se procedio a realizar la estimacion
de los pardmetros de la curva dosis-respuesta que permite relacionar la
absorbancia corregida con la dilucion realizada de las muestras.

Criterios de seleccién del modelo matematico.

El ajuste de la curva dosis-respuesta se realizO empleando el software
estadistico R vy la interfase RStudio version 4.1.1 (Core Team, 2020), con el
paquete “drc” . Se utilizo la funcién de Hill de cuatro parametros;

Ecuacion 2.

d—c
AbsC =c + ( )

N
1+ 10°9()

Donde AbsC, es la absorbancia corregida, obtenida de la ecuacion 1.
c, corresponde a la minima induccién de la actividad estrogénica.

d, corresponde a la méxima induccién de la actividad estrogénica,

b, es la pendiente de la curva,

X, es la concentraciéon de la actividad estrogénica,

e, corresponde al EC50.

Esta funcidon de Hill se selecciond en base a bibliografia (Fent et al., 2006) ya
que las condiciones de cooperatividad en la interaccion ligando-receptor se
manifiesta en la forma sigmoidea de la curva (Weiss, 1997). La funcion “drm” es
parte del paquete “dcr” y permite analizar y ajustar datos de ensayos dosis
respuestas a modelos no lineales empleando el método de estimacién de
maxima verosimilitud (Ritz et al., 2015).

Como era esperable, en algunas lecturas se observd ocurrencia de toxicidad
(manifestada por la inhibicién del crecimiento de la levadura), antes de comenzar
cada ensayo se hizo lectura a 5 pocillos con 100 uL de cultivo, el valor esperado
es 0.6-0.8). Este valor permite conocer la poblacion minima necesaria de
levadura para garantizar una respuesta estrogénica en caso de que exista la
presencia de un agonista del REh en las muestras, y de esta forma forzaria a la
reaccion colorimétrica de amarillo a rojo, que sera traducida en valores de
absorbancia en el espectrofotbmetro a 540 nm y 640 nm. Pero pueden
presentarse muestras que produzcan la lisis de la levadura o bien inhiban el
crecimiento, de esta forma la lectura sirve como linea base, para determinar el
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enmascaramiento toxico que pueden tener ciertas formulaciones, pudiendo
provocar interpretaciones de falsos negativos (Frische et al.,, 2009). Para
cuantificar la inhibicién del crecimiento de la levadura se utilizd la expresion
planteada por (Frische et al., 2009).

Ecuacion 3.

Absorbanciamuestra640nm
Toxicidad =1 —

Absorbanciablanco640nm

Posteriormente se grafico la absorbancia con los valores de toxicidad respecto a
la concentracion de las muestras %m/m. También se determind el limite de
deteccién (LD) a partir de la siguiente ecuacion (limite de deteccién de un método
analitico) como LD-=3,3SDg, donde SDs corresponde a la desviacion estandar del
blanco del ensayo (etanol + medio de andlisis) (Boqué, 2004).
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Resultados.

Se evaluaron 59 muestras, realizandose 5 ensayos, cada uno de ellos con la
curva de estradiol (E2) correspondiente, un control negativo y un control para el
medio de analisis. La curva de E2 se hizo por triplicado, mientras que las
muestras se hicieron por duplicado. A continuacion se ilustra como se ven los
resultados a las 72 horas de una placa con el estandar de E2 y los blancos de
incubacion a 30 °C (Figura 8).

Figura 8: Ensayo a las 72 horas en placa de analisis, triplicado de E2, control negativo
y blanco. La coloracion roja representa respuesta estrogénica debido a la produccion de
enzima beta-galactosidasa que al reaccionar con el CPRG (el reactivo) produce cambio
de color, la coloracion varia en funcién de la concentracion de la enzima la cual esta
asociada a la concentracion de Estradiol. El color varia de amarillo a rojo en funcién de
la presencia de enzima beta- galactosidasa, si es amarillo es de esperar que no haya
respuesta estrogénica.

La curva de concentracion-respuesta estrogénica se realizd6 con unrango (1,37
ng/L a 2800 ng/L) para todas las muestras evaluadas y tiene una forma
sigmoidal, con un valor promedio minimo de absorbancia de 1,37 y un maximo
de 3,45, expresado en 53 pug EQ-E2/L y 226 ug EQ-E2/L respectivamente. Para
cada ensayo se calculé el EC50 (o cantidad de sustrato que genera una
respuesta equivalente a la mitad de la respuesta maxima) a partir del estandar
de estradiol elaborado para cada ensayo. El EC50 resulta de la estimacion del
parametro (e) ajustado para la funcién de Hill de 4 parametros, los parametros
estimados se muestran en la (tabla 5). EIl EC50 promedio tomando los 5 ensayos
fue de 146 ug/L con un error estandar de 20,8 pg/L. El limite de deteccion fue en
promedio considerando los 5 ensayos de 50,5 pg/L E2.
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Ajuste de las curvas de calibracion de E2 a la ecuacién de Hill.

El ajuste matematico para la ecuacion de Hill para los cinco estandares de E2

fue estadisticamente significativo para sus cuatro parametros.

Parametros F;a;rt?rrnnaeérooss SE* p-valor
b -3,85 0,145 | 3,92e-08
V1 c 1,31 0,008 | 2,48e-14
d 3,33 0,012 | 4,65e-16
e 226,6 3,88 | 8,21e-12
b -3,23 0,354 | 1,67e-05
v2 c 1,39 0,029 | 4,28e-11
d 3,58 0,038 | 1,88e-13
e 150,33 6,22 | 9,26e-09
b -2,85 0,172 | 1,81e-07
v3 c 1,42 0,017 | 554e-13
d 3,56 0,021 | 1,85e-15
e 116,88 3,028 | 224e-10
b -3,03 0,403 | 6,76e-05
va c 1,35 0,031 | 8,88e-11
d 3,33 0,038 | 3,90e-13
e 123,9 5,935 | 291e-08
b -3,68 0,119 | 1,35e-09
vs c 1 0,007 | 6,16e-15
d 3 0,009 | <2.2e-16
e 116,42 1,34 | 3,43e-13

Tabla 5: En la siguiente tabla se presentan los 4 pardmetros estimados para la ecuacion de

Hill, las estimaciones se hicieron para cada ensayo, Y1 corresponde a la curva de calibracion del
ensayo 1, y asi hasta el Y4. El pardmetro (e) corresponde al EC50 ug/L.

Para la seleccién del modelo estadistico se realiz6 una comparacién entre la
ecuacion de Hill de 4 parametros y la de 3 parametros, dichos ajustes fueron
comparados en base a sus residuales, presentando un mejor ajuste la de 4
pardmetros. En los graficos debajo en la (figura 9), se muestra los ajustes
realizados para cada curva de E2, la linea negra punteada representa los valores
de absorbancia corregida obtenidas con el espectrofotometro a 540 nm y 640
nm. Mientras que la linea verde representa la calidad del ajuste utilizando la
ecuacion de Hill de 4 parametros, la linea negra con los asteriscos representa
los blancos de cada muestra (etanol y medio de andlisis).
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Figura 9: Ajustes estadisticos realizados para cada curva de calibracion. La linea negra
con estrella corresponde a los blancos, la linea negra con puntos rojos corresponde al
promedio del triplicado de E2, con su error estandar, y la linea verde punteada
corresponde al ajuste de la ecuacién de Hill de 4 parametros.
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Figura 10: En esta imagen se presenta los ajustes para la estimacion de los 4
parametros (b,c,d y e) de la funcién de Hill, se realizaron para cada muestra con
reaccion colorimétrica, cuatro muestras no presentaron buenos ajustes al modelo de
Hill de 4 parametros, no pudiendo estimar los parametros para realizar los gréficos.
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De los 59 productos evaluados, 17 presentaron actividad estrogénica a las 72
horas. Entre ellos, 5 corresponden a productos utilizados en el aseo del hogar, 7
productos utilizados para el aseo personal, 2 productos utilizados con fines de
control de plagas (fitosanitarios), 2 utilizados en ambientes laborales una resina
epoxi y un extracto de papel de impresion térmica (ticket de supermercado) y 1
producto dentro de la categoria de proteccion personal (tabla 6). Los extractos
de envases de alimentos con la extraccién realizada, no presentaron actividad
estrogénica para el rango de deteccion del ensayo (Figura 10).

Entre las muestras categorizadas como aseo personal con actividad estrogénica,
se encuentran shampoo y acondicionadores para adultos y nifios y un jabén
liquido para nifios. Entre los productos de aseo del hogar presentaron actividad
estrogénica detergentes, limpiadores multiuso, aromatizantes, jabon liquido para
ropa y un aromatizante con fragancia de limon. En los categorizados como de
exposicion laboral, el extracto de papel de impresion térmica (ticket de
supermercado) y un catalizador de resina epoxi tuvieron actividad estrogénica.
En la categoria de fitosanitarios, presentaron actividad estrogénica 1 herbicidas
y 1 insecticidas (tabla 6). En la categoria de productos de proteccion personal
presentd actividad estrogénica un protector solar. Las restantes muestras de
productos no presentaron actividad estrogénica para el rango de deteccion de
los ensayos.

Tabla 6: Resumen de resultados de los datos positivos a actividad estrogénica.

Categoria Muestras | Positivos %
Aseo Hogar 13 5 38,5
Aseo Personal 17 7 41,2
Fitosanitario 7 2 28,6
Laboral 2 28,6
Proteccion Personal 1 111
Alimentos 0 0,0
Total 59 17 28,8

A modo de ejemplo, en la (figura 11) se puede apreciar la coloracion roja,
caracteristica de un resultado con actividad estrogénica, debido a la presencia
de la enzima beta-galactosidasa expresada por la levadura, la enzima reacciona
de amarillo a rojo por la presencia del reactivo CPRG en el medio donde crece
la levadura. Los colores amarillos corresponden a que no hay presencia de beta-
galactosidasa, si bien el cambio de color es un buen indicador de respuesta
estrogénica, esto se confirmd comparando las absorbancias corregidas con el
limite de deteccion. Todas las muestras con reaccidn colorimétrica que
presentaron valores de absorbancia corregida mayores al limite de deteccion, el
cual fue de 0,44 fueron consideradas con actividad estrogénica. También se
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aprecia el gradiente de color que presentaron algunas de las muestras
evaluadas. Si bien el gradiente de coloracion (rojo suave a rojo fuerte) se corta
a medida que aumenta la concentracion de las muestras, puede ser producto de
la inhibicion de crecimiento de la levadura. La inhibicibn de crecimiento es
esperable para ciertas concentraciones de las muestras evaluadas, ya que los
ingredientes activos de muestras como los shampoo y los detergentes estan
formulados con alguna base de tensoactivos, y éstos pueden romper la
membrana de la levadura inhibiendo su crecimiento, lo que afecta
negativamente el desempefo de la levadura en los ensayos, a este efecto se
le denomina enmascaramiento toxico (Frische et al., 2009).

Figura 11: Apariencia de una respuesta con actividad estrogénica de las muestras
evaluadas, ver la similitud de los duplicados para validar el resultado positivo. Arriba a
la izquierda se presentan tres muestras con reaccion colorimétrica (29, 30 y 31), arriba
a la derecha la muestra 38 (catalizador resina epoxi), debajo a la izquierda muestra 80
(ticket de supermercado) y debajo a la derecha muestra 25 (shampoo para bebe), la
validaciéon de la actividad estrogénica se asigna si pasa el limite de deteccion
(absorbancia corregida 0,44)

En las muestras que presentaron actividad estrogénica (tabla 7) se presentan los
rangos de EQ-E2 en ug/L, entre las muestras con mayor actividad se encuentran;
un catalizador de resina epoxi, un insecticida y un protector solar para nifios si
tenemos en cuenta su concentracion vs respuesta estrogénica.
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Tabla 7: Resultados en EQ-E2 con su respectivo rango de concentracion en %
masa/masa, en esta tabla también podemos comparar los resultados de las muestras
con EC50 del estandar de estradiol. Para el caso de las extracciones de productos
liquidos se expresaron en % masa/masa y para las extracciones de matrices solidas
(i.e. papel de impresion térmica peso/volumen).

S Producto I(Er%/Elj Dllzyc(:);én Estrogenicidad
AP Shampoo 1 121,3 2,44 4,97 ug EQ-E2/L
AP Shampoo 2 66 18,5 0,357 pg EQ-
AP Shampoo 3 62,3 1,14 | 546 g EQE2IL
AP Shampoo 4 215,8* 83 0,26 pg EQ-E2/L
AP Shampoo para nifios 164* 18,5 0,89 ug EQ-E2/L
AP Gel de ducha 165* 25 0,66 ug EQ-E2/L
AP Shampoo para nifios 56 4,75 1,18 pg EQ-E2/L

L Catalizador (J!e resina 330+ 11,75 2,82 ug EQ-E2/L

epoxi
L Papel, impresién 259+ 100 518 pg EQ-E2/g
térmica

Insecticida 76,6 0,73 10,5 pg EQ-E2/L

Hormigicida 145 25 0,58 ug EQ-E2/L

PP Protector solar 97,3 4,75 2,05 pg EQ-E2/L
AH Detergente doméstico | 177* 74 0,24 ng EQ-E2/L
AH Limpiador multiuso 206* 70 0,29 pg EQ-E2/L
AH Fragancia de limpieza | 118,5 1,5 7,9 ug EQ-E2/L
AH Liquido lavamanos 117 3,12 3,75 ng EQ-E2/L
AH Detergente 116 0,39 29,7 pg EQ-E2/L

*Valores de estrogenicidad por encima del EC50 del estandar de estradiol, 146 ng/L.

Para las muestras con actividad estrogénica se realiz6 una agrupacion de las
categorias asignadas, a las cuales se les calculo los EQ-E2 a partir de la
ecuacién 2. Calculados los EQ-E2 se realizaron 5 graficos, uno para cada
categoria, absorbancia corregida en funcién de los valores de EQ-E2 obtenidos
(Figuras 12 y 13). Estos graficos permiten ver si los productos (representados
con codigos) tienen una actividad estrogénica creciente o decreciente dentro de
la misma categoria o si hay diferencias de respuesta estrogénica entre las
categorias, pudiendo brindar informacidn para crear subcategorias en funcion de
Su composicion.
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Figura 12: Se muestra un conjunto de graficos de los resultados de las muestras con
actividad agonistas de estrégenos en funcion de su porcentaje de dilucibn masa-masa.
Los graficos estan presentados por las categorias asignadas. También se puede
apreciar los resultados por encima del EC50 promedio del estandar de E2 tomando los
5 ensayos, representada por linea vertical roja punteada.
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Figura 13: Corresponde al mismo conjunto de graficos anterior, esta categoria
presentd una sola muestra con actividad estrogénica, dicha muestra corresponde a un
protector solar.

La inhibicién del crecimiento de la levadura se tomé como citotoxicidad, que se
determind en base a la ecuacién 3. Es importante contar con esta determinacién
para tener en cuenta el efecto del enmascaramiento toxico que pueden ejercer
determinadas sustancias como parte de una formulacion (céctel) que se
pretende evaluar.

De las 59 muestras evaluadas, solo 4 presentaron valores de absorbancia
corregida mayores a 1 utilizando la ecuacién planteada por Frische 2009. Entre
los cuatro productos se encentran un detergente concentrado de grado industrial,
una locién repelente de mosquito para nifios, un protector solar para adulto y un
veneno para hormiga en polvo. Estos resultados se dan por la inhibiciéon de
crecimiento en funcion del aumento de la concentracion del porcentaje
masa/masa, como se muestra en la (Figura 14), la linea roja intercepto en eje y
representa el limite en donde los valores comienzan a tomarse como citotoxicos,
gue es cuando los valores de la ecuacion de Frische toma valores mayores a 1.

34



[y
N

s

o
o

Cod
DC
— Ll
-= PSC
VPFM

o
~

Absorbancia Corregida (Frische 2009)
o
o

0.1 1.0 10.0 100.0
% de dilucion m/m

Figura 14: Citotoxicidad en funcion del porcentaje de dilucion m/m. Para la
determinacion de la citotoxicidad se utilizé la funcién de Frische 2009. Los valores que
estan por encima de la linea roja (cuando toman valores mayores a 1), se consideran

citotoxicos.

Discusion.

Con los resultados obtenidos se observa que es frecuente la presencia de
formulaciones que presentaron actividad estrogénica. En todos los ensayos
realizados se detectd alguna sustancia agonista al E2. Si bien la cantidad de
muestras para las diferentes categorias no eran iguales, si tomamos sus
porcentajes (Figura 15), los productos utilizados para el aseo personal y aseo
del hogar presentaron mayor porcentaje respecto a las demas categorias,
41,2%, 38,5% respectivamente. En menor medida los productos utilizados en el
ambiente laboral, productos fitosanitarios y los de proteccion personal
presentaron una frecuencia relativa de 28,6%, 28,6% y 11% respectivamente,
mientras que en la categoria alimentos no se detecto actividad estrogénica.
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Figura 15: Este grdfico representa los porcentajes de las muestras con respuesta estrogénica
entre las distintas categorias asignadas. Se puede apreciar que el aseo personal y aseo del
hogar presentan los mayores porcentajes.

La actividad estrogénica detectada en las muestras evaluadas con el ensayo
YES esta en concordancia con el marco tedrico, que si bien no es abundante la
bibliografia, hay antecedentes sobre la identificacion de sustancias con actividad
estrogénica en cosmeéticos (Chebbi et al., 2022; L. Myers et al.,, 2011),
protectores solares (Kunz & Fent, 2006; Morohoshi et al., 2005), y también en
impresiones térmicas (Liao & Kannan, 2011; Molina-Molina et al., 2018).

En la categoria de Protectores Personales se cuantificé actividad estrogénica en
un protector solar con una concentracién de 2,05 ug EQ-E2/L, dicha actividad
puede asociarse a la presencia de parabenos (Kunz & Fent, 2006; Morohoshi et
al., 2005; Schlumpf et al., 2001), también se la puede asociar a los alquilfenoles
que pueden ser utilizados en las formulaciones y ya han demostrado tener
actividad estrogénica (Routledge & Sumpter, 1996). En lo que respecta a los
resultados de la categoria Aseo Personal se detectd actividad estrogénica en 6
marcas de shampoo y un gel de ducha, alcanzando concentraciones de 5,46 ug
EQ-E2/L, lo que puede estar explicado por la utilizacion de benzofenonas y
parabenos, siendo los méas utilizados el metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno, butilparabeno, isobutilparabeno, isopropilparabeno vy
bencilparabeno (Golden et al., 2005), o bien a la presencia de ftalatos (ftalado de
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butilo y ftalato de benceno), para los cuales que se ha identificado actividad
estrogénica por (Chebbi et al., 2022).

En la categoria Laboral se cuantifico actividad estrogénica en el papel de ticket
(impresiéon térmica) y en un catalizador de resina epoxi. El papel de ticket
presento una concentracion de 518 ug EQ-E2/g, es posible que sea debido a las
concentraciones de BPA (Liao & Kannan, 2011; Molina-Molina et al., 2018) o de
algun sustituto como el Bisfenol (BPS o BPF), los contenidos dependeran de las
reglamentaciones de cada pais sobre el tema (Molina-Molina et al., 2018). La
concentracion detectada en la resina epoxi fue de 2,82 ug EQ-E2/L, y se debe a
que en su formulacion se utiliza BPA (ficha de seguridad).

En la categoria de Fitosanitarios, se cuantific6é actividad estrogénica en 2
productos, ambos insecticidas, la concentracién mas alta corresponde a 10,5 g
EQ-E2/L, el principio activo declarado de este producto es cipermetrina, para el
cual ya hay menciones de la sobre su peligrosidad. Con los resultados obtenidos
seria interesante someter las muestras a metodos analiticos basados en
cromatografia (GC-MS, GC-MSMS, HPLC-MS o HPLC-MS-MS), estos métodos
permitirian identificar y cuantificar que compuestos de las formulaciones estan
mas asociados a la respuesta estrogénica (e.g. bifenoles, ftalatos, alquilfenoles,
parabenos, entre otros grupos de sustancias quimicas que han sido
mencionadas en el marco tedrico y asociadas a la actividad estrogénica).

En lo que respecta a la frecuencia de la actividad estrogénica encontrada en las
muestras evaluadas, un factor posible es el vacio de reglamentacion sobre el
control se sustancias EDC’s en Uruguay. Esto hace que en Uruguay se puedan
utilizar productos o cantidades de productos que han demostrado ser agonistas
de estrogenos sin restricciones, o bien cuando existen restricciones los controles
no son eficaces. En paises como EEUU y miembros de la UE ya poseen
reglamentacion que restringe o ha eliminado el uso de principios activos
declarados EDC’s en productos destinados al publico. Por citar un ejemplo,
Francia ha prohibido el empleo de BPA en la produccién de papel de impresion
térmica, también en el uso de biberones para nifios.

Si hacemos una comparacion entre las categorias asignadas, se observa que
las concentraciones mas altas se dan en el ambiente laboral (figura 15), en este
caso pertenece a un papel de impresion térmica con 518 pg EQ-E2/g. También
se resalta un detergente de uso doméstico con 29,7 ug EQ-E2/L, lo que se
destaca de estos productos es que poseen peligrosidad preocupante debido al
tipo de exposicion frecuente y a individuos que son considerados “poblacién
vulnerable”.

37



Categoria

B8 Aseo Hograr

3001 ®8 Aseo Personal

B Fitosanitario

B Laboral

— Proteccion Personal

[p%]
o
o

4 Ec50 146 pg/iL |-

EQ-E2 (ug/L)

1007

Aseo Hograr Aseo Personal Fitosanitario Laboral Proteccion Personal

Figura 16: Comparacién de los EQ-E2 obtenidos por categoria con el EC50 del
estandar de E2 en ng/L.

En las categorias aseo del hogar y personal se detect6 con frecuencia actividad
estrogénica, incluso con concentraciones elevadas si las comparamos con el
EC50 del estandar E2. La idea de comparar los EQ-E2 obtenidos de las
muestras, es que nos permite conocer a que concentracion las muestras generan
una repuesta similar a la generada por el estandar de E2, lo que determina la
afinidad que poseen las muestras con actividad estrogénica a acoplarse y activar
el RE-h inserto en el plasmido de la levadura. Comparar con el EC50 del
estandar de E2 puede ser un indicador de peligrosidad, y de los riesgos que
posee una sustancia de afectar el sistema endocrino de un organismo.
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Conclusiones.

Se detect6 actividad estrogénica en 17 productos de los 59 evaluados con el
bioensayo YES. Una vez puesta a punto la técnica, ésta brinda informacién util
respecto a la interaccion de las sustancias/formulaciones con el REh, de esta
forma permite seleccionar las muestras evaluadas para ensayos mas costos en
lo que respecta a tiempo y tecnologia, como lo pueden ser la prueba de
reproduccion extendida de una generacion de Medaka.

Los resultados confirman que la exposicibn a compuestos con actividad
estrogénica resultado de nuestras actividades diarias es una realidad. Dicha
exposicion esta presente en el ambiente laboral y doméstico. Se identifico y
cuantifico la presencia de actividad estrogénica en productos de aseo personal,
aseo del hogar y productos utilizados en el ambiente laboral. Los resultados
muestran que hay formulaciones que tienen niveles estrogénicos elevados
principalmente en el ambiente laboral y también en algunos tipos de shampoo
para adultos.

Recomendaciones.
En base a los resultados obtenidos se hacen las siguientes recomendaciones:

e Evaluar los productos dispuestos en el mercado mediante técnicas basadas
en efectos, la utilizacién de la técnica YES es una herramienta util y de bajo
costo que permite la seleccién de muestras para realizar o someter muestras
de interés a baterias de ensayos que brindan un mayor nivel de informacién
y determinar si son EDC's.

e Continuar con la evaluacién de productos a los que estamos expuestos a
diario, con énfasis en aquellos que se utilizan con frecuencia, como productos
de limpieza o de aseo personal.

e Incorporar en el seguimiento a la salud de los trabajadores la exposicion a
EDC’s, con énfasis en tareas que se utilizan resinas epoéxicas y la utilizacion
de productos fitosanitarios.

e Someter productos estrogénicos a cromatografia, para asociar respuesta
estrogénica a principios activos y determinar su restriccion o prohibicion a
nivel nacional como ya se viene realizando en otros paises.

e Revisar los procedimientos normativos que rigen para la aprobacién de la
importacion de productos quimicos, esto implica al MSP, MGAP, Direccién
Nacional de Aduanas y Ministerio de Ambiente. Estas instituciones de
control deberian incluir este tipo de ensayos para determinar la peligrosidad
de los productos que ingresan al pais.
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Anexo .

Elaborado por: Winston Aparicio Sosa

Version 02

Protocolo de ensayo YES

Fecha:

Preparacion de soluciones- medios de cultivo y analisis.

Esta metodologia fue desarrollada por Routledge y Samper 1996 (Routledge & Sumpter,
1996), para determinar la actividad estrogénica por células de levadura Saccharomyces
cerevisiae, e implementada con éxito en Uruguay por (Griffero, 2015) y Alejandra

Bertone.

Parte I.

Medio minimo (Solucién I).

A 1 litro de agua ultrapura se le agregan las siguientes sustancias:

Sustancia Cantidad @
KH2PO4 13.61¢g

(NHa4) 2S04 198¢g

KOH 4.2¢g

MgS04 0.2¢g

Fe2(S0a4) 1mL (40mg/50mL de agua ultrapura)
L-leucina 50 mg

L-histidina 50 mg

Adenina 50 mg

L-arginina 20 mg

L-metionina 20 mg

L-tirosina 30 mg

L-isoleucina 30 mg

L-lisina-HCl 30 mg

L-fenilalanina 25 mg

Acido glutdmico 100 mg

L-valina 150 mg

L-serina 375 mg

La solucion debe ser autoclavada a 121 °C durante 20 minutos y almacenada a
temperatura ambiente en frasco de vidrio.
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Solucion de vitaminas.

En 180 mL de agua ultrapura: @
Tiamina 8 mg
Piridoxina 8 mg
Pantetonato de calcio 8 mg
Inositol 40 mg
Solucién de Biotina ( 2mg/100 mL de 20 mL
Agua Ultrapura)

La solucién se esteriliza y filtra usando un kit de filtracién estéril con membrana de 0.2
micras y almacenar a4 °C (en alicuotas).

Solucion de Glucosa.

La solucién de glucosa se prepara al 20% w/v (disolver 20g de glucosa en 100 mL de
agua ultrapura).

Autoclavar a 121 °C durante 10 minutos y almacenar a temperatura ambiente.
Solucion de L-Aspartico.

Se prepara en una concentracion de 4mg/mL con agua ultrapura, y se autoclava a 121
°C durante 10 minutos.

Se almacena a temperatura ambiente.
Solucion de L-Treonina.

Se prepara en una concentracion de 24 mg/ mL con agua ultrapura y se autoclava a
121°C durante 10 minutos. Se almacena a e4 °C.

Solucién de Sulfato de Cobre.

En una concentracion de 20mM (0.5g/100mL) con agua ultrapura. Se esteriliza con kit
de filtracién estéril con membrana de 0.2 micras y se almacena a temperatura
ambiente.
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Medio completo o medio de crecimiento (Solucion II).

» Lavar bien las manos.
» Colocar guantes.
» Limpiar con alcohol las superficies de la camara de flujo laminar.

Tabla 5: Elaboracion de Medio Completo (MM + Sustancias en tabla).

En tubo falcon 50 mL* En 20 mL
Sustancia Cantidad @ @
Solucién de Glucosa 5ml 2 ml
Acido L-aspartico 1.25 ml 0.5 ml
Solucién de Vitaminas | 0.5 ml 0.2 ml
Solucién de L-Treonina | 0.4 ml 0.16 ml
Sulfato de cobre Il 125 ul 0.5 uL
Medio minimo 45 ml 18 ml
Total

Cultivo de la cepa.

*Para e cultivo de 50 ml, se vierten 50 ml de medio de Cultivo Completo (tablal) en
matraz ERLENMEYER 250 ml, y agregamos 200 uL de cultivo YES activado (cultivo
elaborado con poco dias).

** Para el cultivo de 20 ml, se vierten los 20 ml en matraz ERLENMEYER 25 ml y
agregamos 80 uL de cultivo YES activado.

Se deja 48 horas a 28 °C, con agitacion de 100 rpm en incubadora.

Fecha y Hora de inicio:

Fecha y Hora de extraccidn:

Parte II- Sembrado

Tabla 6: Ajuste previo de las concentraciones.

N° Descripcion Muestra ajustada: m;
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Estandar y diluciones de muestras.

1. Se hace la concentracion de estradiol E2, en este caso con una concentracion
(28 pg/L).
Tomamos 1 placa para hacer las diluciones.

3. Enlaplaca 1 se coloca en cada pocillo 100 pl de etanol (Etoh) ppa, menos en
el primer pocillo donde ira concentracion pura.

4. Posteriormente se coloca 100 pl de E2 (28 pg/L) realizando diluciones
seriadas 1:2.

5. Posteriormente giramos la placa y transferimos 10 ul para placa de analisis.

Tabla 7: Elaboracion del Medio de Andlisis (MA).

En un tuvo falcon de 50 mL
Medio de cultivo completo 25 mL 50 mL
(solucidn | + solucion Il)
CPRG* 250 pL 500 pL
Cultivo de levadura (crecimiento no 25 uL 50 uL
mayor a 48hs y una concentracion de
108/ml)

Nota: Un CPRG permite hacer 100 mL de medio de andlisis, lo que nos permite sembrar
6 placas de 96 pocillos.

*CPRG: Se prepara en el dia, en botella dmbar lavadas con acetona, con una
concentracién de 60 mg/L (Se pasan 0,0101 g en Eppendorf de 1.5 mL y se le agrega
1000 pL de agua ultrapura), también puede preparase en un tubo falcén y se cubre con
papel de aluminio para evitar fotorreacciones.

Cultivo YES: Se mide absorbancia a 640 nm y el valor debe estar entre 0,6 y 0,8 ( en caso
de pasar los pardmetros establecidos hay que hacer diluciones).

IMPORTANTE: jiEl tuvo falcén y él Eppendorf debe cubrirse con papel de aluminio!! u
otro material que evite el pasaje de luz, debido a la sensibilidad del reactivo CPRG al
contacto con la luz.

Tabla 8: Detalle de los insumos utilizados.

Insumos, materiales y equipos Marca Serie o lote
Solucién de medio completo Elaborado en laboratorio
Agua MQ Se extrae en maquina

Etanol absoluto

Guates estériles

Film de membrana para placa de
analisis

Placas de analisis estériles

Alcohol 75 %

50



Diluciones.

N° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
100 pl
Etoh | 100! | 100 100pl | 100l | 100 | 100l | 100 pl | 100 | 100 ul | 100 pl
A E + Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh Etoh
2 100 ul + + + + + + + + + +
Ez“ E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2 E2
B 28 14 7 ul/L 3,5 1l/L 1,75 0,875 0,438 0,219 0,109 0,055 0,027 0,014
ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L ul/L
G
H

Giramos y tomamos 10 pl de cada pocillo de la placa 1 hacia la placa de andlisis . Se transfieren 10 pl a
cada pocillo, menos el tltimos el cual se coloca solo 10 ul de E2 28 pg/L, y 10 pl de la muestra sin diluir.
Una vez hecho esto se lleva camara de flujo para que seque y se prosigue con incorporar 200 pul de
medio de andlisis (MA) a cada pocillo.

Esquema del sembrado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
10l E2 | 10l E2 | 10 E2 | 10l E2 | 10plE2 | 1OW E2 | 10l E2 | 10l E2 | 10l E2 | 10 pl E2 | 10wl E2 | 10 pl E2
A + 200l | + 200p | + 200l | + 200l | + 200ul | + 200 | + 200u | + 200p | + 200p! | + 200p | + 200p! | 28 pg/L
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA +200 pl
MA
10 W E2 | 10WE2 | 10WE2 | 10w E2 | 10plE2 | 10 E2 | 10w E2 | 10 W E2 | 10 E2 | 10plE2 | 10l E2 | 10 wlE2
B + 200pl [ + 200l | + 200ul | + 200ul | + 200ul | + 200ul | + 200ul | + 200ul | + 200ul [ + 200ul | + 200ul | 28 pg/L
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA +200 pl
MA
10l E2 | 10l E2 | 10 E2 | 10l E2 | 10l E2 | 1O E2 | 10l E2 | 10l E2 | 10l E2 | 10 pl E2 | 10wl E2 | 10 pl E2
. + 200ul | + 200p | + 200l | + 200l | + 200ul | + 200 | + 200u | + 200p | + 200p! | + 200p | + 200p! | 28 pg/L
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA +200 pl
MA
10l m; | 10l m; | 10pl m; | 10pl m; [ 10pl m; | 10pl m; | 10l my; | 10pl m; | 10pl m; | 10pl my; | 10pl m; | 10pl m;
D +200 pl [ +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl [ +200 pl
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA
10l m; | 10l m; | 10pl m; | 10pl m; [ 10ul m; | 10pl m; | 10pl my; | 10ul m; | 10pl m; | 10pl m; | 10pl m; | 10pl m;
E +200 pl [ +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl | +200 pl [ +200 pl
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA
10ul m; 10ul m; 10ul m; 10ul m; 10ul m; oul m; 10ul m; 10ul m; 10ul m; 10ul m; 0ul m; 10ul m;
F +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA
10ul m; 10pul m; 10l m; 10l m; 10ul m; 10l m; | 10pl m; 10ul m; 10pul m; | 10ul my; 10pl m; | 10pl my;
G +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl [ +200 pl [ +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl | +200 pl
MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA MA
H V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200 | V+ 200
ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA ul MA

V: Vehiculo (Etoh) , m; ajustada: Muestrai-123,,n -

Luego de incorporar el MA se agita a 100 rpm por 2 min, se coloca film membrana. Y
se pone en incubadora a 30°C por 72 ho
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Anexo Il.

N° Descripcion Cod de Muestras Categoria ESELD ¢Estrogénica?
1 Detergente doméstico DDAL Aseo Hogar Evaluado No
2 Limpiador cremoso LCrEN Aseo Hogar Evaluado No
3 Detergente doméstico DDCG Aseo Hogar Evaluado No
4 Detergente doméstico DDNC Aseo Hogar Evaluado Si
5 Limpiador multiuso antibacterial LMED Aseo Hogar Evaluado Si
6 Jabédn liquido ropa JLR Aseo Hogar Evaluado No
9 Insecticida IYPF Fitosanitario Evaluado No
10 Insecticida Icip Fitosanitario Evaluado Si
14 Hormiguicida HAr Fitosanitario Evaluado Si
16 | Herbicida HD48 Fitosanitario Evaluado No
15 | Herbicida HWMax Fitosanitario Evaluado No
17 Detergente cristal DCFV Aseo Hogar Evaluado Si
18 |Fabuloso limén FLC Aseo Hogar Evaluado Si
19 Liguido Lavamanos LLG Aseo Hogar Evaluado Si
20 | Gelducha GDB Aseo Personal Evaluado Si
21 | Papel de ticket Pticket Laboral Evaluado Si
22 | Envase de Yogurt EYoCdy Alimentos Evaluado No
23 | Bandeja de espumilla de estireno Best Alimentos Evaluado No
24 | Envase de carton Jugos EcJuAs Alimentos Evaluado No
25 | Shampoo para bebe SpBHC Aseo Personal Evaluado Si
26 | Shampoo para adultos SpAH Aseo Personal Evaluado Si
29 | Shampoo SHC Aseo Personal Evaluado Si
30 | Shampoo SEL Aseo Personal Evaluado Si
31 | Shampoo para nifios SpnS Aseo Personal Evaluado Si
32 | Protector solar PSC50 Proteccion personal Evaluado No
33 | Losion Piopel-Pigjicida LPHA Proteccion personal Evaluado No
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34 | Mascarilla facial MFc Proteccion personal Evaluado No
35 | Resina epoxi Repox Laboral Evaluado No
38 | Catalizador epoxi Cepox Laboral Evaluado Si
39 | Detergente DAL Aseo Personal Evaluado No
40 | Pintura PRW Laboral Evaluado No
41 | Herbicida HG Fitosanitario Evaluado No
42 | Shampoo para nifios SpnJ Aseo Personal Evaluado Si
43 | Protector solar SFP 50 para nifios SFPSC Proteccion personal Evaluado No
44 | Losion para antimosquitos LJ Proteccion personal Evaluado No
46 | Veneno en Polvo de hormiga VPEM Fitosanitario Evaluado No
47 Shampoo bebe SJ Aseo personal Evaluado No
48 | Acondicionador bebe Al Aseo personal Evaluado No
49 Protector Solar 50 PSD Proteccion personal Evaluado Si
50 Protector solar bebe PE Proteccion personal Evaluado No
51 Shampoo antidafio STC Aseo Personal Evaluado No
52 Shampoo control caida SH&S Aseo Personal Evaluado No
53 | Shampoo Hidra liso SHLD Aseo Personal Evaluado No
54 | Acondicionador hidra-liso AHLD Aseo Personal Evaluado No
55 | Protector Solar 30 FPS PSN Proteccion personal Evaluado No
56 | Jabén liquido bebe JLpnD Aseo Personal Evaluado No
57 | Detergente Verde DVB Aseo Personal Evaluado No
58 | Detergente concentrado DC Aseo Personal Evaluado No
59 | Protectgor solar 30 FPS PSC Proteccidn personal Evaluado No
Adhesivo para anclajes de altas
61 | prestaciones AdhSikFix-2 Laboral Evaluado No
Adhesivo para anclajes de altas
62 | prestaciones AdhSikFix-2 Laboral Evaluado No
63 | Gasoll GA Laboral Evaluado No
64 | Bebida-Frutté Naranja BFNS Alimentos Evaluado No
65 | Fragancia Labanda FLS Aseo Hogar Evaluado No
66 | Limpiador Multiuso LMR Aseo Hogar Evaluado No
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67 | Fragancia Concentrada FCF Aseo Hogar Evaluado No
68 | Limpiador desodorante fragancia pino FPL Aseo Hogar Evaluado No
69 | Envase de Yogurt Frutilla EYoCe Alimentos Evaluado No
70 | Envase de manteca EMaCe Alimentos Evaluado No
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