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RESUMEN

La intensificacion en los ultimos decenios de las actividades antropicas ha provocado la
liberacion de cientos de contaminantes que se han dispersado en el ambiente. Particularmente,
existe un gran interés cientifico en un grupo heterogéneo de sustancias quimicas denominadas
perturbadores enddcrinos (PES) que, mediante la alteracion de las sefiales quimicas internas
en los organismos, comprometen la capacidad reproductiva y el desarrollo sexual en
numerosas especies. Algunas de ellas pueden actuar imitando las sefiales estrogénicas, a este
conjunto de compuestos se les conoce como xenoestrogenos. Abarcan sustancias con
diferentes estructuras, incluyendo hormonas sintéticas y naturales, sustancias naturales y una
gran cantidad de sustancias sintéticas como pesticidas, plastificantes y metales pesados. El
objetivo general de este trabajo fue determinar la actividad estrogénica en sedimentos de la
cuenca del Rio Santa Lucia mediante el ensayo in vitro YES y analizar su variacion a lo largo
de la misma. Los principales resultados en este estudio fueron que, se hall6 estrogenicidad en
13 de los 42 sitios analizados. La cuenca con mayor presencia de estrogenicidad fue la del
Colorado con un 55% de los sitios estrogénicos. Si bien la mayoria se asocian a zonas de alta
urbanizacion, y agricultura como ocurre en la cuenca del Colorado, también se encontrd
estrogenicidad en sitios asociados con otros usos del suelo como la ganaderia intensiva. En
funcién de los resultados obtenidos se sugiere incluir como herramienta de monitoreo el usos
de este tipo de bioensayos dado a que otorgan medidas rapidas y redituables de una variable
como la estrogenicidad que si bien no se incluye dentro de los parametros establecidos como
estandares de calidad de agua, los xenoestrogenos poseen efectos nocivos tanto para la biota
asociada a sistemas acuaticos como para la calidad del agua que se consume.

ABSTRACT

The intensification of human activities in recent decades has resulted in the releasing of
hundreds of pollutants into the environment. In particular, there is great concern on a
heterogeneous group of chemicals called endocrine disruptor chemicals (EDCs) which, by
altering the internal chemical signals in organisms, compromise among other functions the
reproductive capacity and sexual development in many species. Some of them act by
mimicking estrogenic signals, these compounds are known as xenoestrogens. They include
substances with different structures, like natural and synthetic hormones, natural substances
and a large number of synthetic compounds such as pesticides, plasticizers and heavy metals.
The overall objective of this work was to determine the estrogenic activity in sediments of the
Santa Lucia River Basin using the in vitro YES assay analysing its variation along the basin.
Estrogenicity was found in 13 of the 42 sites analysed. The Colorado creek showed the
greater presence of estrogenicity. While most sites with estrogenicity are associated with
highly urbanized and agriculture areas, (e.g. Colorado creek), estrogenicity also was found in
different sites associated with other land uses such as intensive farming. This is the first time
on characterize a basin by its estrogenicity in Uruguay, suggesting the employment of these
kinds of bioassays as a tool for environmental monitoring. YES test provides quick and
profitable measures of estrogenicity.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La intensificacion en los Gltimos decenios de las actividades antropicas reflejada por el
incremento en el tamafio de la poblacion humana, el desarrollo econémico y tecnolégico v el
afan del consumo, ha provocado la liberacion de cientos de contaminantes que se han
dispersado en el ambiente. Estos compuestos pueden encontrarse en aguas superficiales y
subterraneas, e incluso agua potable, pudiendo constituir un riesgo para la salud de los

organismos Vivos.

Los sistemas fluviales se ven altamente afectados por este tipo de actividades ya que su
hidrologia, quimica y biologia dependen ademas de la topologia, geologia, clima y vegetacion
(Allan & Johnson, 1997), de las actividades humanas que se realizan en la cuenca de drenaje
(Karr & Schlosser, 1978). Muchas de estas actividades tienen un gran impacto sobre los
ciclos biogeoquimicos, provocando grandes desequilibrios y una de sus principales
consecuencias es el cambio en el uso del suelo (Vitousek, 1994; Pachauri et al., 2014). La
calidad del agua de estos sistemas estd determinada por procesos naturales, asi como por las
actividades humanas, ya sean las descargas directas o puntuales de vertidos urbano-industriales
y domésticos, o la llegada de contaminantes por escorrentia desde tierras agricolas (Schindler
et al., 2008).

Los sistemas fluviales son vistos como sistemas integrados longitudinalmente, existiendo una
fuerte dependencia entre el funcionamiento del rio aguas abajo y aquellos procesos que tienen
lugar aguas arriba (Vannote et al., 1980). Es por ello, que es importante considerar las actividades
0 procesos que puedan estar ocurriendo aguas arriba (e.g. descarga de desechos puntal) para
evaluar cuales pueden ser las consecuencias sobre la calidad de agua aguas abajo. Esto provoca
gue una inmensa cantidad de contaminantes de origen antropogénico se dispersen en el ambiente,
particularmente la  presencia de contaminantes quimicos en el medio ha aumentado
progresivamente en los ultimos afios (Becerril, 2009). Una de las grandes preocupaciones
relacionadas a este tipo de sustancias es que pueden producir efectos adversos en los
organismos expuestos a concentraciones muy bajas (ng L™ a pg L ™) (Gaido et al., 1997).
Dentro de estos compuestos, los perturbadores endocrinos afectan a todos los niveles de
organizacion bioldgica cuando los organismos son expuestos cronicamente a concentraciones

subletales, llegando incluso a generar extinciones locales (Kidd et al., 2007).



Perturbadores endécrinos (PEs)

En particular, existe un gran interés cientifico en un grupo heterogéneo de sustancias que,
mediante la alteracion de las sefiales quimicas internas en los organismos, comprometen el
normal funcionamiento enddcrino, incluyendo la capacidad reproductiva y el desarrollo
sexual en numerosas especies (Norris & Carr, 2006). Estas sustancias son conocidas como
perturbadores endocrinos (PEs), que se definen como: “"Cualquier agente exdgeno que
interfiera con la sintesis, secrecion, transporte, union, accion o eliminacién de una hormona
natural responsables de la mantencién, reproduccién, desarrollo y/o comportamiento de los
organismos™ (EPA, 1997). Los efectos que pueden tener estos compuestos van desde
perturbaciones o desviaciones transitorias y reversibles de la homeostasis, hasta la alteracion
irreversible en la diferenciacion sexual y reproduccion, efectos epigenéticos heredables e
incluso extinciones locales de poblaciones expuestas a concentraciones subletales (Kidd et al.,
2007; Vadja & Norris, 2010). En relacion a los humanos, numerosos estudios demuestran la
relacion de PEs con el desarrollo y proliferacion de canceres (ver review Kabir et al., 2015).
Muchos de estos quimicos pueden actuar ya sea imitando la accion de hormonas naturales,
bloqueandolas, alterando la secrecion o el metabolismo de las mismas, modificando los
niveles de receptores hormonales, o interfiriendo en otros sistemas de sefializacion que estan
directamente relacionados con el sistema enddcrino como el sistema inmune o el nervioso
(Porcher et al., 2009).

Muchos de los PEs identificados hoy en dia poseen actividad estrogénica o antiestrogénica es
decir, actiian modificando la via de accion de los estrégenos naturales ya sea uniéndose a sus

receptores, alterando su patron de sintesis o modificando sus receptores hormonales.

Estrogenos

Las hormonas esteroideas son lipidos derivados del colesterol, y son secretadas por las
gonadas, la corteza adrenal y la placenta. Estas hormonas, controlan la determinacion,
diferenciacion y desarrollo sexual, y pueden dividirse en estrégenos o andrégenos. En
mamiferos, los principales estrégenos son la estrona, el estriol, y el 17p-estradiol (Singhal et
al., 2009). Los estrégenos inducen etapas claves de la ovogénesis y cumplen una funcion
vital en la fisiologia reproductiva tanto femenina como masculina estimulando el crecimiento
y diferenciacion celular en tejido mamario, Utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y

prostata (Korach, 1994). Ademas tienen efectos sobre tejidos del sistema cardiovascular, 6seo



y nervioso entre otros. Razén por la cual, niveles elevados de estrogenos se asocian con un
menor riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares, inicio de enfermedades renales
tardio, ademas de ayudar a mantener la densidad 0sea, y el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso (Barrett-Connor, 1997; Silbiger & Neugarten, 1955; Paganini-Hill &
Henderson, 1994).

La especificidad de la accion estrogénica depende de la presencia de receptores intracelulares
y los estrogenos modulan la concentracion de los mismos. Por ejemplo, el estradiol durante la
fase folicular, induce la sintesis y el desarrollo de receptores aumentando su concentracion
(Malgor & Valsecia, 2000). El Receptor de Estrogeno (RE) es una proteina perteneciente a la
superfamilia de receptores citoplasmaticos, fue identificado en 1962 por el grupo de Jensen,
quienes describieron la presencia de sitios de union del estrégeno en diferentes tejidos de ratas
(Jensen & Jacobson, 1962). En 1996 fue descubierto un nuevo receptor que tenia gran
homologia con el ya conocido, razén por la cual se los denomind RE- a al primero y RE-f al
segundo, los cuales poseen diferentes funciones dependiendo del tejido donde ejercen su
accion. Esto determina que la fisiologia de los estrogenos sea altamente compleja, sin contar
que existen receptores localizados en la membrana, que median también funciones de estas
hormonas lo que determina la existencia de dos vias principales de estrogenicidad: la

gendmica y la no gendmica.
Efectos gendmicos del receptor estrogénico

La teoria clasica de accion de las hormonas esteroideas establece que el receptor
citoplasmatico es activado al unirse al ligando, actuando como un factor transcripcional al
unirse al ADN estimulando la transcripcién de algunos genes. Inicialmente ocurre una
homodimerizacion (a-RE/a-RE) o heterodimerizacion (a-RE/B-RE) del complejo hormona-
receptor y se da el reconocimiento del elemento de respuesta a estrogeno (ERE). Después de
esto se produce la transcripcion al formarse el complejo de iniciacion que incluye
coactivadores, correpresores y proteinas reguladoras de la transcripcion (Beato et al., 1996;
Evans, 1988) (Figura 1.1).



Efectos no gendmicos del receptor estrogénico

Son procesos rapidos que ocurren en minutos o segundos y no requieren la transcripcion y
sintesis de proteinas para producir un efecto sino que son mediados por un receptor localizado
en la membrana. Entre estos efectos rapidos se encuentran flujos de iones, desencadenamiento
de potenciales de accion, descarga de vesiculas secretoras o activacion de proteinas kinasas
asociadas a la membrana, todos ellos ocurren en unos pocos segundos o minutos (Kelly &
Levin, 2001; Pietras et al., 2001) (Figura 1.1). Utilizando diferentes procedimientos se ha
demostrado la presencia de receptores estrogénicos de membrana (REm) en distintos tejidos y
lineas celulares (Pietras & Szego, 1977; 1979). Sin embargo, la mayor atencion en los Gltimos
30 afios ha sido dedicada a estudiar los efectos gendmicos mediados por receptores
citoplasmaticos, parte de esto se debe a que no se ha podido aislar hasta el momento y de esta
manera caracterizar tanto estructural como funcionalmente, a los receptores de membrana que

median los efectos rapidos debidos a hormonas esteroideas.

Su ivencia
FCatutar

Figura 1.1 Efectos gendmicos via receptor citoplasmatico (izquierda) y no genémicos via receptor de
membrana (derecha) del receptor del estrogeno.

Compuestos quimicos con actividad estrogénica

Los xenoestrégenos se caracterizan por generar respuestas agonistas similares a las sefiales

estrogénicas; efecto que se ve favorecido por la relativamente baja especificidad de los
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receptores de estrogeno (Matozzo et al., 2008). Dentro de los efectos actuales reportados de
los xenoestrogenos se encuentran anomalias en el sistema reproductivo de animales (peces,
reptiles y aves principalmente), generacion de estrés oxidativo, feminizacion e induccion de la
proliferacion de carcinomas dependientes del estradiol en humanos, entre otros (Fry, 1995; De
Coster & Van Larebeke, 2012; Kabir et al.,, 2015). Datos epidemioldgicos muestran
evidencias del incremento en la incidencia y prevalencia de algunas enfermedades asociadas
con los PEs tales como el cancer, principalmente de prostata, testiculo y mama (Kabir et al.,
2015). Particularmente para el Uruguay, es de estacar que el cancer de mama es un grave
problema sanitario a nivel nacional. Las neoplasias constituyen la segunda causa de muerte en
la poblacién uruguaya; el cancer de mama es la neoplasia mas frecuente de la mujer uruguaya

y su primera causa de muerte por cancer (Barrios et al., 2002; MSP, 1998; Ferlay et al., 2013).

Los xenoestrogenos abarcan un rango amplio de sustancias con diferentes estructuras,
incluyendo hormonas (naturales y sintéticas) y una gran cantidad de compuestos quimicos.
Estos compuestos pueden ser sustancias sintéticas como biocidas (herbicidas, insecticidas,
etc), dioxinas, Bifenilos policlorados (PCBs), alquilfenoles, Hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHSs), bisfenol (A y S), ftalatos, metales traza, estrogenos sintéticos como el
Dietilestilbestrol (DES) y el 17a-etinilestradiol (EE;) entre otros. Dentro de las sustancias
naturales se encuentran los fitoestrogenos y los estrogenos naturales (17p-estradiol, estrona y
estriol) (De Coster & Van Larebeke, 2012). Pueden ingresar al medio acuatico a través de
maultiples fuentes de contaminacién. Finalmente, se acumulan en los cuerpos de agua, donde
los organismos acuaticos estan potencialmente expuestos a diversos cockteles de
xenoestrogenos los cuales pueden presentar efectos aditivos o sinérgicos (Norris & Carr,
2006).

Los efectos de los xenoestrégenos en el medio ambiente no dependen Unicamente de su
concentracion, también de otros factores tales como su lipofilicidad, persistencia,
bioacumulacion, tiempo de exposicién, mecanismos de biotransformacion y de excrecion,
entre otros. Cuando estos compuestos ingresan al medio acuatico, comienza su particién entre
la fase sedimento-agua dependiendo de su contenido de carbono organico y de sus propias
caracteristicas fisicoquimicas (e.g. constante de disociacion) (Baker et al., 1991; Zhu et al.,
2008). Debido a la naturaleza hidrofébica de la mayoria de los xenoestrdgenos, estos tienden
a ser absorbidos en el sedimento (Wang et al., 2011). Dependiendo de las caracteristicas

especificas de cada cuenca y las caracteristicas fisicogquimicas de los contaminantes
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(coeficiente octanol/agua), seran principalmente los sedimentos quienes acumulen estos

compuestos (Garcia-Alonso et al., 2011).

Deteccion de sustancias con actividad estrogénica

Una de las dificultades en la deteccidn de este tipo de sustancias, es que los procedimientos
para su medicion deben ser muy sensibles, ya que los efectos biolégicos ocurren a muy bajas
concentraciones. Es por ello que se han adoptados distintos enfoques y formas de evaluar la

presencia de este tipo de contaminantes en ambientes acuaticos.

En una primera instancia, se han desarrollado ampliamente los métodos analiticos en
particular, aquellos basados en la extraccion en fase solida (EFS) y deteccion por GC- MS,
GC-MS-MS, HPLC-MS o HPLC-MS-MS, entre otras técnicas (Petrovic et al., 2002). Esta
aproximacion provee de alta sensibilidad y precision para cuantificar la concentracion de los
PEs. Estos métodos son costosos, particularmente si se trata de una mezcla de compuestos.
La limitante radica en que se cuantifica la presencia de compuestos pero no los efectos, los
cuales pueden ser producidos por la presencia de un gran nimero de PEs y esto se encuentra
modulado por el ambiente particular. Dicha aproximacion también presenta la desventaja de
gue no toma en cuenta la presencia de nuevos compuestos comercializados con actividad

estrogénica desconocida.

Diversos ensayos in vivo también son utilizados tales como la induccion de la expresion y/o
sintesis de vitelogenina (Vg) en hepatocitos de machos, un biomarcador temprano de
feminizacion (Flouriot et al., 1995; Mattsson et al., 2011; Yan et al., 2012). Si bien el uso de
biomarcadores puede reflejar la integracion de las caracteristicas del ambiente asi como los
efectos a nivel de organismo que se presentan, se requiere del sacrificio de animales
vertebrados (e.g. peces), por lo que aproximaciones in vitro, rapidas, de bajo costo y no
invasivas con la fauna local, pueden caracterizar el grado de perturbacién del ambiente, en
armonia con el principio de reduccion, reemplazo y ajuste del empleo de animales para

monitoreo ambiental (www.nc3rs.org.uk).

Los ensayos in vitro son en relacion a los ensayos in vivo, menos costosos, requieren factores
de concentracién menores, no son invasivos y los limites de deteccion son mucho mas bajos
que los de los analisis quimicos debido a su alta especificidad. Proporcionan mediciones
rapidas y redituables, son altamente sensibles y permiten el analisis de compuestos

individuales 0 pueden ser usados para dar una medida integrada del efecto sinérgico de un
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conjunto de compuestos en una muestra dada. Ademéas muchos ensayos in vitro son capaces
de detectar compuestos para los cuales no hay métodos analiticos disponibles (Routledge &
Sumpter, 1996; Frische et al., 2009; Wang et al., 2014b).

Uno de los ensayos mas ampliamente utilizados para determinar estrogenicidad, es el ensayo
in vitro YES (Yeast Estrogen Screen) que utiliza levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
manipuladas genéticamente para detectar estrogenicidad mediante el receptor intracelular del
estradiol. Routledge y Sumpter (1996) pusieron a punto el ensayo con la finalidad de analizar
los principales grupos de agentes tensoactivos debido a la aparicion de dafios en el sistema
reproductivo, problemas en el desarrollo y la elevada incidencia de canceres, detectados tanto
en los seres humanos como en la vida silvestre, relacionados con los contaminantes

ambientales capaces de imitar las actividades bioldgicas de los estrdégenos.

La presencia de un contaminante con potencial estrogénico es detectado por la levadura. Las
células de S. cerevisiae estan transformadas con plasmidos que contienen un promotor del
elemento de respuesta a estrogeno (ERE) ligado a un gen reportero (lacZ) y, en el ndcleo, el
gen receptor del estradiol humano (hER). Luego que el compuesto estrogénico se une al
receptor hormonal (hER), el cual se transforma en un receptor activo, éste estimula al
activador transcripcional (ERE) y se expresa el gen reportero produciéndose la enzima f-
galactosidasa, cuya actividad es medida mediante una reaccion colorimétrica (Figura 1.2). El
producto de la reaccion se detecta mediante un espectrofotometro. La cinética de la aparicién
del nuevo compuesto esta directamente relacionada con la cantidad de enzima producida, que

a su vez se relaciona con la concentracion del xenoestrogeno (Noguerol et al., 2006).

Receptor de
estrégeno

Estrégeno adivadg

:

/ \ Amarillo
/ 2 ESS \
B-galactosidasa ’J—b

) B-galactosidasa Rosa

és / secretada al
m,\ / medio . 6

\\ ~ / g Levadura
\_ Citoplasma _
e -

=

Figura 1.2 Saccharomyces cerevisiae modificada genéticamente mediante la incorporacion en su
nucleo de un receptor de estradiol (hER) (Routledge & Sumpter, 1996).
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La utilizacion de levaduras para determinar estrogenicidad tiene muchas ventajas por su bajo
costo, facil manipulacion y crecimiento rapido en el laboratorio, lo que proporciona la
oportunidad de analizar un gran numero de muestras o compuestos pobremente caracterizados

asi como evaluar simultdneamente su toxicidad aguda (Brix et al., 2010; Pereira et al., 2015).

Dos caracteristicas de la célula de levadura contribuyen al éxito de este tipo de ensayos. En
primer lugar, la levadura no tiene un sistema endégeno homdlogo a receptores de vertebrados
que podrian interferir en el ensayo. En segundo lugar, el proceso de post traduccion y
plegamiento de la proteina de vertebrado en levaduras es muy similar a la de las células de
mamiferos, lo que resulta en la preservacion de la estructura del receptor nativo cuando se
expresa en la levadura. Esto es de interés primordial, ya que la estructura correcta del dominio
de unidn a ligando del receptor determina la especificidad del sistema, es decir, su capacidad

para distinguir entre los ligandos y los no-ligandos (Noguerol et al., 2006).

El uso de bioensayos de screening como el YES proporciona informacion de la estrogenicidad
total de una muestra sin la necesidad de conocer todos los compuestos presentes en ella (Soto
et al.,, 1995; Routledge & Sumpter, 1996). Sumado a que permite integrar efectos de
compuestos estrogénicos y no-estrogénicos presentes en mezclas heterogéneas de PEs. Los
compuestos no estrogénicos son capaces de modular el comportamiento toxicocinético de los
xenoestrogenos, por ejemplo aumentando su absorcion (Rajapakse et al., 2001). Este tipo de
modulacion sinérgica es comun en los sistemas acudticos, donde existen distintos disolventes
organicos para aumentar la solubilidad en agua de algunos componentes y/o también
detergentes aniénicos, que por su propiedad surfactante aumentan la permeabilidad de la
membrana celular permitiendo la entrada de otros compuestos (Hutchinson et al., 2006). Con
este tipo de ensayo se pueden detectar una gran variedad de compuestos estrogénicos ya que
el hER no so6lo se une a estrogenos, como el 17p- estradiol y sus derivados, sino que puede

unirse a otros tipos de estructuras quimicas con efectos feminizantes (Céspedes et al., 2004).

El ensayo YES es ampliamente utilizado para medir estrogenicidad en agua. Sin embargo,
como se menciond anteriormente, los xenoestrogenos tienden a adsorberse en los sedimentos
debido a su moderada naturaleza hidrofobica (Wang et al., 2011). Estudios recientes apuntan
a detectar la presencia de xenoestrogenos en el sedimento de los ecosistemas acuaticos
(Garcia-Alonso et al., 2011; Tuikka et al., 2011; Schnell et al., 2013; Wu et al., 2015). Existen
antecedentes en la deteccion de estrogenicidad a partir de sedimentos del Rio Uruguay,

utilizando un método in vivo como es la induccién en la sintesis de Vg (Rivas-Rivera et al.,
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2014). Sin embargo, en el Uruguay no existen estudios de deteccion de estrogenicidad tanto

en agua como en sedimento de ecosistemas acuaticos a partir de métodos directos.

Situacidén actual de la cuenca del Rio Santa Lucia

La cuenca del Rio Santa Lucia abastece de agua potable para mas del 60% de los uruguayos
ademas de ser utilizado como recurso hidrico para regadio en 6 departamentos del pais
(Achkar et al., 2004). En la cuenca conviven distintos usos del suelo (Achkar et al., 2012;
Figura 1.3) lo que conlleva a la potencial presencia de un amplio rango de sustancias tdxicas,
que se refleja en una importante degradacion ambiental de la misma (Teixeira-de Mello,
2007). El uso de la cuenca como fuente de agua potable y a la vez como zona agro-industrial
hace que existan conflictos de gran importancia socio-ambiental y politica. Resaltando que de
continuar con esta tendencia de aportes antrépicos se pone en riesgo la factibilidad de

potabilizar el agua (Arocena et al., 2008).

FLORES \ FLORIDA Usos del Suelo

- Urbano, Industrial

Infraestiuctura
Agricu tura, Hortic ultura,
Fr Rura

Ganaderia y Lechetia

Morte Natvo

Humedales

Ferestacion

Otros usos

Fuente: MOAP, 2011
Blabeeacion: Achbw. Domingwez. Pesce, 2012

50 0 50 100 klémetos

Figura 1.3. Distribucién de usos del suelo de la cuenca del Rio Santa Lucia (Achkar et al., 2012).

Multiples factores acttan provocando el deterioro de las aguas: la inexistencia de un adecuado
sistema de saneamiento urbano, una inapropiada gestion de los residuos sélidos y de los
vertidos sin tratamiento de efluentes desde las industrias, la erosion de suelos por practicas

agricolas inadecuadas, el uso abusivo de agrotoxicos, el vertido de efluentes de tambos sin
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previo tratamiento y la forestacion con especies exoticas en la cuenca alta (Achkar et al.,
2012). Cabe destacar que no existe en nuestro pais legislacion alguna para regular la

comercializacion o liberacion de compuestos PEs.

Las practicas mencionadas anteriormente pueden liberar decenas de este tipo de sustancias y
su regulacion también deberia tenerse en cuenta dado los efectos drasticos sobre la salud
publica y animal. Esto se traduce en la necesidad de desarrollar nuevas herramientas que
permitan detectar este tipo de contaminantes. ElI uso de bioensayos permitird evaluar la
toxicidad de sustancias como los PEs que son ampliamente liberadas en el Uruguay y sin
embargo, no contempladas por los controles de calidad ambiental nacionales. Particularmente,
el uso de ensayos como el YES presenta innumerables ventajas, incluyendo la de generar una

herramienta de monitoreo no aplicada adn en nuestro pais.

El presente estudio se enfoca en el desarrollo de un mapa de estrogenicidad de la cuenca del
Rio Santa Lucia. La principal hipotesis de trabajo es que los valores de estrogenicidad
diferiran entre los sitios segun los usos de suelo (urbano-industrial, agricola y ganadero)
debido a que liberan diferente cantidad y tipo de sustancias con potencial estrogénico. Dichas

variaciones se espera que se reflejen en las respuestas in vitro.

OBJETIVOS

Obijetivo general

Determinar la actividad estrogénica en sedimentos de la cuenca del Rio Santa Lucia mediante

el ensayo in vitro YES y analizar su variacion a lo largo de la misma.

Obijetivos especificos

o Establecer el impacto antropico en los cursos de agua de la cuenca del Rio Santa Lucia

a través del analisis de parametros fisicoquimicos y de usos del suelo.

o Puesta a punto de la técnica “Yeast Estrogen Screen” (YES) para medir estrogenicidad

en sedimentos.
o Cuantificar los niveles de estrogenicidad por YES y analizar su variacion en la cuenca.

o Caracterizar la asociacion de la estrogenicidad con diferentes variables ambientales y

usos de suelo.
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METODOLOGIA Y AREA DE ESTUDIO

Area de estudio

La cuenca del Rio Santa Lucia localizada al Sur de Uruguay, comprende un area de 13448
km?, posee una altitud maxima de 250 metros sobre el nivel del mar y drena dentro del
estuario del Rio de la Plata. El sistema fluvial comprende tres rios mayores: el San José al
Oeste, el Santa Lucia Chico en el centro, el Santa Lucia desde el Este y subcuencas menores
correspondientes a los Arroyos Canelones (Grande y Chico) y Colorado (Inda & Indarte,
2009). Los principales usos del suelo en la misma son: ganadero (71.3%), agricola (16.2%),
forestal (4.2%) y por ultimo el urbano-industrial (1.1%) (Achkar et al., 2012).

Se seleccionaron 42 puntos de muestreo abarcando el area total de la cuenca (Figura 2.1),
cubriendo un amplio rango de usos de suelo asi como la heterogeneidad de paisajes que
podemos encontrar en la misma. Los 42 sitios los podemos agrupar dentro de las siguientes
subcuencas: Sta Lucia grande, Sta Lucia chico, San José, Canel6n Grande, Canel6n Chico y
Colorado. En la Tabla 2.1 se muestra una descripcion general de la ubicacion de los sitios de

muestreo.

Variables Fisico-Quimicas y usos del suelo

Para tener una aproximacion de la calidad de agua, en cada punto de muestreo se midieron las
siguientes variables fisicoquimicas: pH, conductividad, temperatura, porcentaje de saturacion
de oxigeno (% O;) y concentracion de oxigeno disuelto. En cada sitio, se tomaron 4 réplicas
de agua y sedimento separadas por 25 metros aproximadamente. Se tomaron muestras
superficiales de sedimento en frascos de vidrio &mbar para realizar el ensayo YES. Los

frascos fueron previamente enjuagados con alcohol y acetona.

En paralelo, se tomaron 4 muestras de agua por cada sitio y se determind: concentracién de
Faésforo total (Pt), Nitrogeno total (Nt), Amonio (NH,), Solidos totales disueltos (TSS) vy el
porcentaje de materia organica (%MO) (también como parametros indicadores de calidad de
agua). A partir de las muestras de sedimento ademas se determiné el %MO (Koroleff, 1970;
Valderrama, 1981; APHA, 1995). Se analiz0 la granulometria del sedimento mediante método
laser y la concentracién de Plomo en sedimento (como un indicador o marcador industrial), en

colaboracion con el Laboratorio de Ciencias Ambientales de la UENF, Rio de Janeiro.
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Se determind la cuenca de drenaje de cada sitio de muestreo, su area y el uso de suelo

predominante para cada uno de los sitios de muestreo, utilizando el programa Google Earth

Pro, definiendo para ello 4 categorias de usos de suelo: Agricola, Ganaderia extensiva,

Forestal y urbano-industrial.
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Figura 2.1 Mapa de la cuenca del Rio Santa Lucia con sitios de muestreo.
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Tabla 2.1 Descripcién de la ubicacion de los sitios de muestreo.

Sitio Descripcién

SG1 Desembocadura de A° San Francisco (Minas).

SG2 A° Campanero Chico (nacientes del Sta Lucia Grande).

SG3 Laguna de los Cuervos (nacientes del Sta Lucia Grande).
SG4 Arequita (nacientes del Sta Lucia Grande).

SG5 A° Penitente sobre ruta 8 (nacientes del Sta Lucia Grande).
SG6 Sta Lucia Grande cercano a Fray marcos. Zona de toma de agua Ose.
SG7 Sta Lucia Grande sobre San Ramon.

SG8 A° Casupa. Tributario primer drden Santa Lucia Grande.
CG1 Naciente Canel6n Grande (aguas abajo Santa Rosa).

CG2 Canelon Grande. Cercano a su desembocadura.

C1 A° Las Piedras. Aguas abajo ciudad de La paz y Las Piedras.
C2 Naciente A° Las Piedras.

C3 Naciente A ° Colorado.

C4 Cafiada al Colorado. Zona aguas abajo de chacineria.

C5 AP Colorado aguas abajo de ciudad de Progreso.

C6 A®° Colorado cercano a su desembocadura.

C7 Cafada Conchillas (cafiada al Colorado).

Cc8 Cafiada Juncal (cafiada al Colorado).

C9 Cafada El Dragon (cafiada al Colorado).

SJl Cafada al San José. Aguas abajo de ciudad de Libertad.

SJ2 Rio San Jose. Paso Valdéz, cercano a su desembocadura.
SJ3 Cafiada cercana a Villa Rodriguez (San José).

SJ4 Tributario segundo orden Rio San José.

SJ5 Cafada dentro de la ciudad de San José.

SJ6 Tributario segundo orden Rio San José.

SJ7 A ° Chamizo. Tributario primer orden. Rio San Joseé.

SJ8 Arroyo Mahoma. Tributario primer orden Rio San José (zona de nacientes).
SJ9 Nacientes del Rio San José.

SJ10 Nacientes del Rio San José.

SJ11 A° San Gregorio. Tributario primer orden Rio San José (zona de nacientes).
SJ12 Cafada al San José. Zona de nacientes.

CccC1 Cafada al Canelon Chico sobre las nacientes.

ccC2 Caneldn Chico sobre la ciudad de Canelones.

CC3 Cafiada al Caneldn chico.

CC4 Canelon Chico. Aguas abajo ciudad de Canelones.

SC1 Aguas corrientes. Toma de agua OSE.

SC2 Rio Sta Lucia sobre pueblo 25 de Agosto.

SC3 Cafiada en pueblo La Cruz. Nacientes del Santa Lucia Chico.
SC4 Nacientes de Sta Lucia Chico (cercano a San Gabriel).

SC5 Santa Lucia Chico aguas arriba ciudad de Florida.

SC6 AP Pintado. Tributario primer orden Sta Lucia Chico.

SC7 Embalse Paso Severino. Aguas abajo de la represa.
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Ensayo YES

Preparacion de las muestras de sedimento

Las muestras de sedimento fueron almacenadas en frascos de vidrio ambar, transportadas en

hielo, y congeladas a -20°C.

Se removio la fraccion soluble hidrofilica con un enjuague del sedimento en 250 mL de agua
mili Q durante 24 hs. Se removi6 el agua por decantacion y se realizo el secado completo de

las muestras a 60°C durante 24 hs para luego ser almacenadas en el desecador.

Debido a que las impurezas o la contaminacion pueden causar falsos positivos en este ensayo,
todos los reactivos y los materiales utilizados para la preparacion de soluciones para el ensayo
deben tener un alto grado de pureza. EI material de vidrio utilizado se dedicé exclusivamente
al mismo para evitar posibles interferencias o perturbaciones y fue lavado con solucion de
Extran 10%, enjuagado con agua destilada y Mili-Q. Luego de seco el material de vidrio fue
enjuagado con etanol y acetona de grado analitico (Grau GC, Vetec) y nuevamente enjuagado

en agua Mili-Q.
Extraccidén de compuestos estrogénicos

En un mortero se maceraron 10 gramos de sedimento, se adicionaron 10 mL de metanol (J. T.
Backer®) y una primera extraccion se realizd por ultrasonido durante 5 minutos.
Posteriormente, se separd la fase liquida por centrifugacion (2500 g) a 5 minutos. Este
procedimiento fue realizado 3 veces, llegando a un volumen final de extracto de
aproximadamente 30 mL. Se adicion6 agua Mili Q hasta llegar a un volumen final de 250 mL.

Para mejorar la eficiencia de la extraccion se ajust6 el pH a 2 con HCL.

El extracto se purificé utilizando columnas de extraccion en fase sélida (Solid phase
extraction, SPE) Cig (Strata-X, Phenomenex®) 500 mg/6 mL. Las muestras fueron
procesadas en paralelo por medio de una bomba de vacio, utilizando un Manifold de Agilent

Technologies® (Figura 2.2).
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Muestras

Bombade vacio

Figura 2.2 Sistema utilizado para la Extraccién en fase sé6lida (SPE). Las muestras son procesadas en
paralelo utilizando la bomba de vacio y los compuestos de interés retenidos en los cartuchos Cis.

Los cartuchos Cyg se utilizan como las columnas donde van a ser retenidos los compuestos de
interés. Previo a la extraccion se realizd el acondicionamiento del cartucho Cig utilizando la
siguiente secuencia de solventes: a pH 3 a un flujo constante (3 mL/min). Luego de realizar el
pasaje de 250 mL de muestra, los cartuchos fueron almacenados a -20°C. Por ultimo, las
fracciones retenidas en los cartuchos fueron eluidas con 4 mL de acetona (Grau HPLC
Merk®) en frascos de vidrio ambar de 10 mL. Para finalmente ser secadas en flujo de
nitrégeno y resuspendidas en 2 mL de etanol (Grau HPLC Merk®) (Figura 2.3).
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Extraccion en Fase Solida
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Figura 2.3 Procedimiento utilizado para la Extraccion de las muestras.

Preparacion de Soluciones y medios de cultivo y analisis

La metodologia utilizada para determinar la actividad estrogénica fue desarrollado por
Routledge y Sumpter (1996) con modificaciones de Bila (2005).

Se prepararon las siguientes soluciones en la camara de flujo laminar utilizadas en la

elaboracion de los medio de cultivo y andlisis (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Soluciones y medios de cultivo y andlisis utilizados para el ensayo YES, adoptado de la
metodologia de Routledge y Sumpter (1996). Ver anexo 1.

Solucion Uso
Vitamina Se utilizan para la preparacion de medio
Glucosa de cultivo

Acido L-aspartico
L-treonina
Sulfato de cobre (11)

Medio minimo

Chlorophenol red-p-D-galactopyranoside | Se utilizan para la preparacion de medio
(CPRG)

Medio de cultivo de anélisis

Cultivo de la cepa

La cepa YES de Saccharomyces cerevisiae desarrollada por Routledge y Sumpter (1996) fue
proporcionada por el Laboratorio de Ingenieria Quimica de la Universidad Federal de Rio de

Janeiro (Prof. Marcia Dezotti).

Para su conservacion, se adicionaron en un tubo de centrifugacion de 15 mL estéril 5 mL de
cultivo de levaduras, se centrifugd a 4°C por 10 min a 2000 g, se retir6 el sobrenadante y se
adicionaron 5 mL de medio minimo con 15% de glicerol para finalmente ser congelado.
Previo al ensayo, la cepa se descongeld a temperatura ambiente en cdmara de flujo laminar. El
sobrenadante se descartd, y las células de levadura se resuspendieron en 10 mL de medio de

cultivo para ser transferidas a un frasco para cultivo celular estéril de 50 mL.

La proliferacion celular se realizé6 mediante la adicion de 100 pL de cultivo de levadura a un
frasco para cultivo celular estéril que contenia 10 mL de medio de cultivo. Los frascos de
cultivo se incubaron a 28 ° C y 100 rpm en una incubadora con agitador orbital modelo
Quimis Q816M20. Entre 24 y 48 hs antes de la realizacion del ensayo se repite este

procedimiento para que la cepa pueda ser utilizada.
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Placas de analisis

En primer lugar, se prepar0 la bateria de diluciones de las muestras en una placa de 96
pocillos, afadiendo 200 pL del extracto de sedimento al primer pocillo de la fila. Luego se
agregaron 100 pL de etanol en todos los pocillos excepto el primero y se realiz6 una dilucion
seriada de 1:2. En seguida se transfirieron 10 pL de cada pozo a la fila correspondiente en la
placa de ensayo. Para preparar la placa de ensayo inicialmente se afiadieron 10 pL de etanol a
cada pocillo de las filas correspondientes a los blancos. Luego de la evaporacién completa de
las muestras se adicionaron 200 puL de medio de andlisis con la levadura Saccharomyces

cerevisiae en cada pozo como se indica en la Figura 2.4.

Como curva estandar se utilizo el 17p-estradiol (E2) como referencia. Esta curva abarcé el
rango de concentracion de 26,6 ng/ L a 54,48 pg/ L. La solucién se preparé a partir de
estandares de E2 (> 98%, Sigma-Aldrich) en etanol (Grado HPLC, Sigma-Aldrich). Al igual
que para las muestras, la dilucion se realizé en una placa de 96 pocillos realizando diluciones
seriadas de 1:2.
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Figura 2.4 Placa de 96 pocillos utilizada en el ensayo YES. Las lineas A y C corresponden a las
diluciones de 17B-Estradiol por duplicado. Las lineas E y G representan las diluciones de la muestra
analizada por duplicado. Las lineas B, D, F y H corresponden a los blancos (s6lo etanol).

Las placas fueron agitadas durante 2 min en un agitador de placas de 96 pocillos (IKA, MS-
3). Posteriormente se incubaron a 30 ° C durante 72 horas. Luego se dejaron reposar durante 1
hora antes de la lectura. En esta etapa es posible observar el cambio de color en los pocillos,
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que pasa de amarillo a tonos de color rosa (indicando actividad estrogénica) y a la vez un
aumento de la turbidez como resultado de la produccion de B-galactosidasa y del crecimiento

de la levadura.

La lectura de absorbancia se realizo en las longitudes de onda de 540 nm para la reaccion
colorimétrica, y 620 nm para la turbidez en un lector de placa de 96 (Softmax Pro 5
SpectraMax M3).

Luego de la lectura las placas se autoclavaron a 121 ° C durante 15 min antes de ser
desechadas al igual que todo el material que haya entrado en contacto con la cepa

recombinante de Saccharomyces cerevisiae.
Analisis de datos ensayo YES

En primer lugar, para corregir la respuesta estrogénica obtenida se removio el efecto del
crecimiento de la levadura aplicando la siguiente ecuacion para los datos de cada pocillo de la

placa, adoptada por Bila (2005):

Acorregida = Amuestra540nm - (Amuestra620nm - AblancoGZOnm)

Luego, se construyeron los graficos con las curvas dosis-respuesta que relacionan el valor de
la absorbancia corregida con el factor de dilucion de la muestra en escala logaritmica. EI E2
se utiliz6 como estdndar o control positivo de actividad estrogénica, por lo que para cada
ensayo se construyd también una curva dosis-respuesta del E2, relacionando el valor de
absorbancia corregida con la concentracion. Se obtuvo ademas el limite de deteccién (LD), el
cual se calculé como la concentracién de E2 obtenida en el control negativo, es decir etanol
absoluto, mas tres desviaciones estandar. Se realiz6 ademas, el calculo del ECso que
corresponde a la concentracion que produce una respuesta igual al 50% de la actividad
méaxima de la B-Galactosidasa (Bila, 2005; Beck et al., 2006).

La actividad estrogénica de las muestras ambientales se calculé interpolando el valor de
absorbancia corregida en la curva dosis-respuesta del E2 y se expresé en equivalentes de
estradiol (EQ-E2). La curva de E2 se ajusto (funcion sigmoidal) utilizando el programa Origin
version 6.0, a partir del cual se obtuvieron los valores minimos y maximos, la pendiente y el

valor de ECsg.
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A partir de esos parametros se utilizd la siguiente funcion logistica para determinar los EQ-E2
en ng/L:

AI_AE
P
(%)
X

Donde el valor de y es la absorbancia corregida; A; corresponde a la induccion méxima de la

y= + 4,

actividad estrogénica; A, corresponde al limite de deteccion; p es la pendiente de la curva; X

es la concentracion de la sustancia estrogénica y Xo corresponde al valor de ECsy.

Para cada muestra que presentd actividad estrogénica, se escogidé aquel valor de absorbancia
que se encontraba en la fase lineal ascendente de la curva y por encima del LD, para
minimizar los errores a la hora de interpolar los valores en la curva sigmoidal donde se
pueden subestimar o sobreestimar valores con mayor probabilidad en las fases de meseta de la

misma.

Luego se corrigio el valor de concentracion en ng/L por el volumen de resuspension utilizado
y la cantidad de sedimento a partir de la cual se obtuvo el extracto, para obtener la

equivalencia final en ng/g de sedimento de EQ-E2. Para ello se utilizé la siguiente ecuacion:

X*FD*V
EQ-E2 (nglg) = " *1Ps

1000

Donde x es el valor de EQ-E2 en ng/L, FD el factor de dilucion que se calcula multiplicando
por un factor de 20 (debido a que en todos los casos se tomaron 10 pL y se diluyeron en 200
uL de medio de analisis) y por el cociente entre el volumen total y el volumen de suspension
de muestra en cada pocillo de la placa de dilucion. Este ultimo cociente variaba segun la
dilucién que se realizaba, por ejemplo en el primer pocillo fueron 200 pL totales/ 200 pL de
muestra, es decir 1. Mientras que en el segundo pocillo fueron 200 pL totales/ 100 pL de

muestra, es decir se multiplica en este caso por un factor de 2, y asi sucesivamente para todas
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las diluciones. Vg el volumen de extracto resuspendido (2 mL) y Ps el peso seco de sedimento
extraido (10 g).

Debido a que en algunos puntos se observd la ocurrencia de citotoxicidad, se utilizo la
relacién presentada por Frische y colaboradores (2009) para cuantificar la inhibicion del

crecimiento de la levadura:

Abs 620 muestra
Toxicidad= 1-

Abs 620 blanco

Analisis de datos

Se realizé un Analisis de componentes principales (ACP) para estudiar la ordenacion de los
sitios segun su clasificacion de uso de suelo. Las variables fueron centradas y estandarizadas

previamente al anélisis.

Para comprobar la existencia de diferencias significativas entre los valores de los parametros
fisico-quimicos entre los grupos definidos segun la clasificacion de usos del suelo se realizo el
Analisis de Similitud (ANOSIM, p<0.05). EI ANOSIM se basa en una matriz de similitud (en
este caso se utilizd el indice de Bray-Curtis para la construccion de dichas matrices) y la
significacion se basa en la comparacion de esa matriz con permutaciones aleatorias (Clarke &
Warwick, 1994). Se efectuaron en todos los casos 10000 permutaciones (p<0.05). Para las
comparaciones de a pares se corrigié el nivel de significacion de acuerdo a Bonferroni (1935).

Para dicho analisis se utilizo el software PAST version 1.68 (Hammer et al., 2001)

Formulacion del modelo estadistico

La variable estrogenicidad no presenta una distribucion normal al test de Shapiro-Wilk (W =
0.46; p = 3.33e-11). Al realizar el histograma de esta variable (Figura 2.5) se observa un
claro exceso de ceros en la muestra. Ademas la varianza presenta un valor extremadamente
mayor (908.69) con respecto a la media (12.12), lo que indica que existe una gran sobre-
dispersion de los datos.
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Figura 2.5 Histograma de la variable estrogenicidad (EQ-E2).

Para investigar si la estrogenicidad se ve afectada por el tipo de uso de suelo y otras variables

ambientales, se plantea un GLM (Modelo Lineal Generalizado) con distribucion Poisson:
Y~ Poisson(p)

1) Parte Sistematica (explicada): n = XB donde X contiene las variables explicativas

categoricas.
2) Parte Aleatoria (no explicada): no hay pues p= o en este tipo de distribucion.
3) Funcion de conexion: g(E(Xp)) = log (XB)---------- u=exp(Xp)

Cabe destacar que para el caso de las variables explicativas continuas se realizé el centrado y
estandarizado previo al analisis. Se planted el siguiente modelo para investigar la relacion
entre la estrogenicidad y la variable categdrica “uso del suelo” ml1= EQ-E2 ~ Uso del suelo.
Al obtenerse el valor de los pardmetros en la escala logaritmica, para la correcta interpretacion

de los mismos en la escala lineal, se aplicé la funcion inversa exponencial.

Se planted un segundo modelo de regresion simple para investigar si la estrogenicidad puede
explicarse por la variable continua “concentracion de Plomo en sedimento”: m2 = EQ-E2 ~
Pb. Teniendo en cuenta que el plomo puede ser utilizado como un marcador industrial.

Nuevamente se modelaron los errores aleatorios de la variable de respuesta utilizando la
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funcién de distribucion Poisson, aplicandose la funcion exponencial a los valores de los
pardmetros.

Para ambos modelos, se utilizaron unicamente los sitios donde se halld estrogenicidad para el
analisis de datos, dado a que varias muestras presentaron citotoxicidad y por lo tanto no pudo

determinarse la estrogenicidad.
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RESULTADOS

Caracterizacién del uso del suelo

El &rea de las subcuencas que abarcan los sitios de muestreo estudiados fue muy variable, con

una extensién minima de 0.94 Km?y maxima de 8929 Km?. La cobertura de uso de suelo
también difirio entre las subcuencas, predominando el uso agricola con un promedio por

cuenca de 70.42 %, seguido por la ganaderia extensiva (21.26 %), el urbano (4.88%) vy el

forestal (3.49%) (Tabla 3.1)

Tabla 3.1 Area de drenaje y porcentaje del uso del suelo de cada sitio de muestreo sobre la cuenca del

Rio Santa Lucia. Sitios de muestreo ordenados por su ubicacion en la cuenca: Santa Lucia Grande
(SG), Canel6n Grande (CG), Colorado (C), San José (SJ), Canelén Chico (CC) y Santa Lucia Chico

(SC).

Area Agricola Urbano Gan Ext  Forestal
Sitio (Km?) (%) (%) (%) (%)
SG7 2964,83 65,78 0,34 24,96 8,91
SG6 2499,21 62,48 0,33 29,32 10,16
SG1 201,26 5,83 4,12 78,10 11,95
SG4 180,21 23,87 0,00 63,63 12,50
SG8 155,73 33,86 0,00 48,81 17,33
SG3 145,05 21,54 0,00 68,49 9,97
SG5 34,56 6,47 0,00 82,51 11,02
SG2 0,94 9,74 0,00 77,87 12,39
CG1 411,86 97,22 2,23 0,00 0,54
CG2 80,08 12,02 86,67 0,00 1,31
C3 1950,85 100,00 0,00 0,00 0,00
C1 1493,18 69,09 29,94 0,00 0,96
C4 263,17 100,00 0,00 0,00 0,00
Cc2 224,78 94,95 0,40 0,00 4,65
C5 28,41 50,51 47,67 0,00 1,82
Cc9 11,95 100,00 0,00 0,00 0,00
C8 3,17 99,58 0,00 0,00 0,42
c7 1,80 98,28 1,72 0,00 0,00
C6 1,61 77,19 22,81 0,00 0,00
SJ6 3290,08 98,71 0,00 0,00 1,29
SJ9 2615,31 58,87 0,00 38,99 2,14
SJi1 302,49 50,78 0,00 48,24 0,98
SJ10 92,64 72,77 0,00 27,23 0,00
SJ1 26,57 100,00 0,00 0,00 0,00
SJ5 16,46 84,44 0,19 14,46 0,91
SJ2 10,19 87,46 0,33 11,49 0,72
SJ8 6,87 35,55 0,00 61,73 2,71
SJi12 6,86 100,00 0,00 0,00 0,00
SJ3 4,54 96,85 3,15 0,00 0,00
SJ7 1,49 73,30 0,00 22,56 4,14
SJ4 141 100,00 0,00 0,00 0,00
CcC4 8928,97 97,45 2,28 0,00 0,00
CC1 258,70 100,00 0,00 0,00 0,00
CC3 65,21 100,00 0,00 0,00 0,00
Ccc2 7,15 98,57 1,16 0,00 0,27
SC1 7581,28 78,58 1,07 12,95 7,41
SC6 202,80 67,36 0,00 32,64 0,00
SC5 97,97 65,88 0,03 32,87 1,22
SC3 83,87 98,86 0,00 0,00 1,14
SC4 82,96 17,92 0,00 72,16 9,92
SC7 21,52 69,96 0,18 28,92 0,93
SC2 14,72 76,03 0,40 14,97 8,59

30



Variables Fisico-Quimicas

Todas las variables fisicoquimicas mostraron oscilaciones entre los diferentes sitios,

destacandose los amplios rangos hallados en las concentraciones de nutrientes: 4.18-1529.67

ug/L para el Fosforo total, 352.48-20538.38 pg/L para el Nitrogeno total y 4.12-10595.90

Mg/L para el Amonio (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Parametros fisicoquimicos: solidos totales en suspension, (SST), materia orgéanica en
suspension (MOS), concentracion de oxigeno disuelto (O.D), pH, conductividad (Cond), temperatura
nitrégeno total (Nt), amonio (NH,), materia orgéanica en
sedimento (MO), didmetro medio de grano (phi) y concentracién de plomo en sedimento (Pb). Sitios
de muestreo: Santa Lucia Grande (SG), Canelén Grande (CG), Colorado (C), San José (SJ), Canel6n
Chico (CC) y Santa Lucia Chico (SC).

(T), concentracién de fésforo total (Pt),

Sitio STS MOS  O.D. pH Cond T Pt Nt NH, MO Diametro Pb

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (MSfem) (°C)  (ug/L)  (ug/L)  (pg/L) (@ (phi) (Ho/g)
SG1 57,28 1593 4,08 742 22100 17,00 36,05 57588 82,85 1,75 0,39 9,75
SG2 6497 2579 1024 730 264,00 13,80 22,02 42116 39,82 5,25 1,63 7,83
SG3 2352 1365 9,32 7,69 131,10 19,30 27,97 37853 76,92 3,50 0,64 8,79
SG4 1470 4,39 9,40 7,65 11950 1590 29,67 369,06 66,12 2,75 0,64 8,31
SG5 547 1,93 6,60 7,43 96,20 15,00 4,18 352,48 46,56 1,25 -0,11 6,17
SG6 1367 5,08 4,80 6,88 176,80 1520 46,88 646,13 4,12 2,50 0,11 7,40
SG7 1502 6,29 7,62 745 190,30 16,80 6353 60587 9,25 1,25 0,11 7,40
SG8 2825 10,67 7,67 7,65 13650 1580 24,15 66587 18,66 2,75 4,04 6,30
CG1 8454 1950 3,79 744 83800 16,30 587,63 233226 85,20 7,50 5,96 7,77
CG2 66,53 1059 8,60 750 283,00 11,96 688,28 1102,81 10,20 11,75 1,04 15,70
Cl 2859 947 5,50 7,37 631,00 1445 1529,67 1438347 32731 2,50 5,40 9,48
C2 2235 541 9,48 7,88 34500 13,09 72583 1527,08 25120 7,50 1,94 17,55
C3 5454 851 8,08 7,80 59500 14,27 806,86 1792,74 51586 6,50 0,80 7,55
C4 5830 1264 774 795 79300 1406 77326 22058 15752 5,75 5,97 9,63
C5 1425 642 5,44 792 637,00 1539 124411 704334 44016 2,75 -0,34 3,67
C6 2216 845 5,52 7,99 702,00 1530 717,00 384847 35021 3,75 0,78 9,35
C7 3065 7,93 8,68 8,04 707,00 14,98 616,10 364147 21,55 2,75 3,44 7,55
c8 11,90 531 8,71 8,07 610,00 1558 59528 109334 5,60 6,00 4,49 9,52
C9 4151 733 3,97 7,73 516,00 16,21 502,14 1368,05 10,07 3,75 6,30 9,44
SJ1 9610 2011 633 7,05 239,00 1500 472,47 195535 51,00 6,25 6,52 6,22
SJ2 358 193 7,42 757 227,00 1598 94494 134910 66,75 6,25 6,52 6,22
SJ3 4064 11,08 578 745 19800 1503 836,79 131246 390,74 6,00 5,61 9,47
SJ4 8091 1500 5,07 7,28 113,00 1550 529,07 1977,03 176,89 8,25 5,61 6,63
SJ5 31,87 1260 275 749 34300 1573 102691 2053828 1059590 5,50 0,31 2,22
SJ6 91,53 1651 7,21 7,83 379,00 1570 45122 110555 10759 9,25 5,77 3,78
SJ7 6820 1261 7,89 7,92 177,00 1459 24895 811,90 83,97 3375 6,06 7,28
SJ8 2515 7,74 9,74 756 187,00 11,47 27,97 532,46 48,40 2225 589 5,08
SJ9 5561 9,52 9,38 7,67 18400 1160 13379 71323 56,68 13,00 4,07 4,04
SJ10 1516 347 8,44 7,68 23800 11,87 5814 61061 53,00 1325 4,98 4,56
SJI11 92,41 4927 526 743 190,00 11,83 19385 842,69 31549 1425 453 4,30
SJ12 70,60 12,66 882 721 367,00 1162 26297 627,98 177,71 2150 4,05 4,43
CCl 3698 7,29 7,68 721 53800 9,00 277,14 87426 12,52 7,25 6,58 6,69
CC2 22,34 4,95 4,70 7,03 486,00 11,04 97,37 75598 99,42 9,75 1,99 6,69
CC3 90,40 17,84 7,80 7,22 582,00 10,90 656,47 932,68 23,26 1025 6,58 13,21
CC4 131,02 1766 8,00 758 162,00 1834 590,18 1003,72 60,56 5,25 1,99 6,61
SC1 3250 6,78 8,74 7,43 202,00 14,29 140,02 43537 37,06 1750 3,69 19,72
SC2 2088 851 10,36 7,35 188,00 12,41 24031 66745 59,75 16,25 1,89 15,63
SC3 5331 1378 879 7,70 260,00 12,82 27657 91531 42856 9,33 5,93 6,81
SC4 12,00 5,60 8,13 725 119,40 14,80 56,45 46852 22,03 2,50 1,68 6,61
SC5 20,02 4,94 8,76 7,30 192,00 16,81 142,00 156892 14,57 1,50 0,25 5,99
SC6 51,19 3502 810 7,38 261,00 16,39 198,38 152235 71,40 2,75 1,17 4,50
SC7 2546 6,12 5,79 7,30 99,00 17,22 32544  1657,33 19,58 4,00 0,09 2,82
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Caracterizacién de la cuenca sequn uso de suelos y variables Fisico-Quimicas

Los patrones de uso del suelo de los sitios estudiados se muestran en la Figura 3.1, donde se
puede observar 4 grandes grupos de sitios. Se retuvieron dos dimensiones las cuales explican
el 99.86% de la varianza observada, con un valor propio de 1.87 y 1.30 respectivamente. Los
aportes de cada sitio y de las variables (usos del suelo) a las dos dimensiones se muestran en
la (Tabla 3.3). El grupo 1 retne a los sitios que en general tienen una alta contribucion a la
dimension 1 en sentido negativo: CG1, C2, C3, C4, C7, C8, C9, SJ1, SJ3, SJ4, SJ6, SJ12,
CC1, CC2, CC3, CC4 y SCa3. Esta dimension a su vez esta determinada en sentido negativo
por la variable agricultura (Tabla 3.3). El grupo 1 estaria conformado por sitios que presentan
altos porcentajes de superficie agricola (rango: 94.95-100%). El grupo 2 (CG2, C1, C5y C6)
estd conformado por sitios que presentan altos porcentajes de superficie urbanizada (rango:
22.81-86.67%). El grupo 3 (SG1, SG2, SG3, SG4, SG5, SG8, SJ8, SJ11, SJ9 y SC4) se
compone por sitios con altos porcentajes de superficie ganadera (rango: 38.99-82.51%).
Finalmente, un cuarto grupo (SJ7, SG6, SG7, SJ10, SC1, SC2, SC5, SC6, SC7, SJ5 y SJ2)
estd conformado por sitios que no explican la varianza observada para ninguna de las

dimensiones.

El grupo 2 presenta un 75% de sitios que mostraron actividad estrogénica y citotoxicidad,

seguido por el grupo 3 con un 60%, el 1 con un 47%, y finalmente el grupo 4 con un 45%.

5,6
4,81

44

Dimensién 2: 37,66%

3,27

2,41

1,67

odf

Agricola Ganadero 3

— > —_—
0,8 +-0, + + 0 0,8 1,2 1,6 2 o 2.4

4 -0,81

Dimensién 1: 62, 20%

Figura 3.1 Andlisis de Componentes Principales de sitios de muestreo en la cuenca del Santa Lucia.
Se observan 4 grupos segun los usos del suelo.
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Tabla 3.3 Contribucion de los sitios de muestreo y las variables de usos del suelo a los factores
considerados en el ACP. Sitios de muestreo: Santa Lucia Grande (SG), Canelon Grande (CG),
Colorado (C), San José (SJ), Canel6n Chico (CC) y Santa Lucia Chico (SC).

Sitio Dimensién 1 Dimensién 2
SG1 2,1363 -0,20229
SG2 2,0567 - 0,45381
SG3 1,6849 -0,43436
SG4 1,5551 -0,40133
SG5 2,198 -0,479
SG6 0,27154 -0,28416
SG7 0,13501 -0,26131
SG8 1,1113 -0,31811
CG1 -0,85023 -0,10428
CG2 0,77694 5,127
Cl -0,31343 1,6135
Cc2 -0,81717 -0,19268
C3 -0,902 -0,24565
C4 -0,902 -0,24565
C5 0,039692 2,7161
C6 -0,46586 1,1663
c7 -0,86911 -0,13918
C8 -0,89503 -0,2431
Cc9 -0,902 -0,24565
SJ1 -0,902 -0,24565
SJ2 -0,47751 -0,26266
SJ3 -0,84177 -0,050668
SJ4 -0,902 -0,24565
SJ5 -0,37203 -0,28098
SJ6 -0,88059 -0,23782
SJ7 -0,03568 -0,30261
SJ8 1,3256 -0,45374
SJ9 0,512 -0,37452
SJ10 0,060711 -0,34472
SJi1 0,81978 -0,41522
SJi12 -0,902 -0,24565
CC1 -0,902 -0,24565
cc2 -0,87534 -0,17221
CC3 -0,902 -0,24565
Cc4 -0,85392 -0,10288
SC1 -0,30087 -0,18164
SC2 -0,22235 -0,22319
SC3 -0,88308 -0,23873
SC4 1,8139 -0,44802
SC5 0,28094 -0,35598
SC6 0,25198 -0,3644
SC7 0,1395 -0,33402

Variable Dimensién 1 Dimensién 2

Agricola -0,7141 -0,2031
Urbano 0,05447 0,938
GanExt 0,6979 -0,281
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Al realizar el Andlisis de Similitud (ANOSIM, p<0.05) utilizando los cuatro grupos definidos
anteriormente, se detectaron diferencias significativas entre los valores de usos del suelo

(ANOSIM, R =0.90, p < 0.0001). Indicando una clara discriminacion entre los sitios.

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los valores de los pardmetros fisico-
quimicos, teniendo en cuenta los grupos definidos segun los usos del suelo, se realizo el
Analisis de Similitud (ANOSIM, p<0.05). Dicho andlisis detectd diferencias significativas al
utilizar los 4 grupos (ANOSIM, R = 0.31, p = 0.0001). Es decir, los sitios asociados a los

diferentes usos del suelo diferirian en los valores de las variables fisicoquimicas.

Los diferentes usos del suelo se asocian de manera distinta a algunas variables fisicoquimicas.
El porcentaje de urbanizacion se correlaciona positivamente con la concentracion de fésforo y
Plomo y negativamente con el oxigeno disuelto. ElI porcentaje de superficie agricola se
correlaciona también de forma positiva con la concentracion de fosforo, la conductividad y
con los sélidos totales disueltos. El area de ganaderia extensiva y forestacion presentaron el
mismo patrén, ambas se correlacionaron negativamente con la concentracion de fosforo total

y con los sélidos totales disueltos (Tabla 3.4)

Tabla 3.4 Correlaciones para las variables ambientales. Para la Temperatura y el pH se utiliz6 el
coeficiente de correlacion lineal mientras que para el resto de las variables no paramétricas el
coeficiente de correlacion de Spearmman. Los valores en negrita son significativos (p<0,005).

Variable |Pb Phi MO MOS§ STS K 02 Amonio Fosforo Area Agr Urb  Gan  Forest pH T
Pb 1

Phi 0,079 1

MO 0,003 047 1

MOS 0,14 0,1 0,18 1

STS 0,14 01s 0.2 082 1

K 0,26 0,22 0,1 0,085 01 1

02 -0,19 0,08 032 -0,096 0,13 -0,09 1

Amenio -0,0068 0,25 0,0013 034 0,27 -0,1 -0,2 1

Fosforo 0.1 0,15 -0,0023 018 03 046 03 042 1

Aren 0,003 0,21 0,18 0.2 022 0,28 -0,057 -0,18 04 1

Agri 0,036 0,22 0.2 0,17 04 037 0,15 0,19 06 04 1

Urb 035 0,0037 -10 0,14 0,14 0,27 03 0,14 038 0,2 0,15 1

Gan -0,18 0,24 -0,088  -0,14  -034 -051 0,23 -0,29 082 048 081 0,29 1

Forest -0,048 0,22 0,32 0,21 -04 D46 0,25 -0,22 064 041 0,70 0017 071 1

pH 0,13 0,026 0,027 0,0063 0,094 0,29 0,11 -0,037 0,2 -019 o016 -011 0,11 -033 1
T 0098 026 -005  poss 012 024 0,15 0,18 0,13 017 0,14 0,064 0,024 0,015 019
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Estrogenicidad

Se realizaron un total de 6 ensayos, cada uno con la curva de E2 correspondiente. Tanto para
el E2 como para las muestras con actividad estrogénica, en las lineas A y C se observa la
coloracion rosa resultado de la sintesis de B-galactosidasa. Mientas que, en los pocillos B, D,
F y H correspondientes a los blancos o a las muestras sin actividad estrogénica se observa la
coloracion amarilla tipica del medio de analisis (en el caso de la placa de estradiol estos

Gltimos pocillos se encuentran vacios) (Figura 3.2).

Figura 3.2 Placa de ensayo del 17B-Estradiol (izquierda) y de las muestras C9 (Colorado) y SJ3 (San
José) (derecha).

La curva concentracion-respuesta para las diferentes concentraciones de E2 (26.6 ng/L a
54.48 pg/L) muestra una forma sigmoidal caracteristica con un valor promedio minimo de
absorbancia de 1.03 y maximo de 3.04. Se calcul6 para cada ensayo el valor de ECsy,
revelando un valor promedio de 1.63 + 0.47 pg/L. A partir de estos datos, y de acuerdo al
rango de diluciones realizadas, se calcularon los valores por gramo de sedimento. El valor del
Limite de Deteccion fue de 0.69 ng EQ-E2 /g de sedimento (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Curva de 17p-Estradiol (E2) promedio de los 6 ensayos realizados. Densidad optica (540
nm) en unidades arbitrarias.

Los resultados de los ensayos de actividad estrogénica a partir de las muestras de sedimento
para todos los puntos se muestran en la Tabla 3.5. Se observo estrogenicidad en 13 de los 42
sitios analizados. En todas las subcuencas se hall6 actividad estrogénica excepto en la del
Canelon Chico (Figura 3.4).

Estrogenicidad

@® 02599
@ 4600

@ <

8 !ndustriahizacion

Citotoxicidad
O 00301
O o105
O s Cuenca Rio Santa Lucia
E
v 0 20
1
} -gd:mencz Rio de Ia Plata
\

Figura 3.4 Mapa de estrogenicidad y citotoxicidad en la cuenca del Rio Santa Lucia. La
estrogenicidad se presenta en 3 rangos de concentraciones al igual que la citotoxicidad de acuerdo a la
relacién de Frische (2009) teniendo en cuenta el factor de dilucion 1.
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La cuenca con mayor presencia de estrogenicidad fue la del Colorado con un 55% de los

sitios, seguido por Santa Lucia Grande y Canelon Grande (50% ambas), Santa Lucia Chico

(28.6%) y San José (8.3%).

Tabla 3.5 Actividad estrogénica expresada en equivalentes de estradiol (EQ-E2) y citotoxicidad. Santa
Lucia Grande (SG), Canelén Grande (CG), Colorado (C), San José (SJ), Canelén Chico (CC) y Santa

Lucia Chico (SC).

sitio EQ-E2  (iiotoxicidad
(ng/g)

SG1 5,32 NO
SG2 <LD NO
SG3 26,61 NO
SG4 28,64 NO
SG5 <LD NO
SG6 <LD NO
sG7 <LD NO
sG8 26,14 NO
cG1 <LD NO
cG2 41,94 NO
c1 <LD sl
c2 6,04 sl
c3 2,92 NO
ca 170,18 NO
C5 <LD Sl
cé <LD NO
c7 42,57 NO
c8 <LD NO
o 47,59 NO
sJ1 <LD NO
32 2230 NO
sJ3 <LD NO
sJ4 <LD NO
sJ5 <LD NO
sJ6 <LD NO
sJ7 <LD NO
sJ8 <LD sl
sJ9 <LD NO
$J10 <LD sl
sJ11 <LD NO
SJ12 <LD NO
cct <LD NO
ce2 <LD sl
cc3 <LD NO
cca <LD NO
sc1 <LD NO
sc2 <LD sl
sc3 <LD sl
sca 7525 NO
sC5 <LD NO
SC6 13,66 NO
sc7 <LD sl
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Los valores de estrogenicidad teniendo en cuenta Unicamente los sitios donde se halld
actividad se muestran en la Figura 3.5. El valor maximo (170.18 EQ-E2 ng/g de sedimento)
se hall6 en el A° Colorado, mientras que el minimo (2.92 EQ-E2 ng/g de sedimento) se

observo en las nacientes del mismo arroyo.
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Figura 3.5 Valores de equivalentes de estradiol para los sitios que presentaron estrogenicidad: Santa
Lucia Grande (SG), Canel6n Grande (CG), Colorado (C), San José (SJ), Caneldn Chico (CC) y Santa
Lucia Chico (SC).

Citotoxicidad

En nueve muestras se constato inhibicién del crecimiento de la levadura adjudicado a la alta
toxicidad de las mismas. Esta inhibicion se cuantifico de acuerdo a la relacion presentada por
Frische (2009) y se presenta en la Tabla 3.6, para las diferentes diluciones de las muestras

donde se observé inhibicion del crecimiento de S. cerevisiae.
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Tabla 3.6 Estimacion de la citotoxicidad (inhibicion del crecimiento de la levadura). Colorado (C),
Santa Lucia Chico (SC), San José (SJ) y Canel6n Chico (CC). Se presentan los sitios donde los

valores de absorbancia de las muestras fueron menores a los del blanco

Factor de
Sitios dilucién
1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0313

C5 0,92 0,63 0,20 NO NO NO
CC2 0,26 0,075 0,063 0,046 0,032 NO

C2 0,23 NO NO NO NO NO

C1 0,24  0,0038 NO NO NO NO
SC3 0,081 NO NO NO NO NO
SC2 0,050 NO NO NO NO NO
SJ8 0,050 0,042 NO NO NO NO
SC7 0,041 0,039 NO NO NO NO
SJ10 0,035 0,021 0,017 NO NO NO

Legenda NO: No observado

Estrogenicidad y variables fisicoquimicas

Se realizaron analisis de correlaciones no paramétricos entre la estrogenicidad y las diferentes
variables ambientales. Se encontrd Unicamente una relacion negativa entre la estrogenicidad y
la materia organica en suspension y marginalmente positiva entre la estrogenicidad y el

tamanio del grano (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Correlaciones no paramétricas para las variables ambientales y la estrogenicidad. Los
valores de los coeficientes de correlacion de Spearmman en negrita son significativos (p<0,005).

Variable Estrogenicidad p

Pb 0,24 0,11
Phi 0,3 0,056
MO -0,064 0,69
MOS -0,31 0,046
STS 0,034 0,83

K 0,0043 0,98

02 0,067 0,67
Amonio 0,0088 0,96
Fdsforo 0,26 0,10
Area 0,016 0,96
Agricola -0,096 0,53
Urbano 0,091 0,56
Ganaderia -0,048 0,76
Forestacion -0,076 0,63
pH 0,069 0,66

T 0,27 0,075
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Asociacién entre la estrogenicidad y usos del suelo

Al graficar la estrogenicidad para los diferentes usos del suelo, se observa que el nivel

agricola presenta el mayor valor, seguido por el urbano y por ultimo el ganadero (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Valores de estrogenicidad (para los sitios que presentaron actividad estrogénica) segun los
diferentes usos del suelo: Agricola, Ganaderia extensiva y Urbano. Las barras corresponden a los
valores de error estandar.

Se plante6 un GLM para investigar si la estrogenicidad podia explicarse segun los diferentes
usos del suelo. Para ello se utilizé la ordenacion en 4 grupos obtenida mediante el analisis de
componentes principales (Figura 3.1). El output de este modelo muestra que los valores de
estrogenicidad para los sitios donde predomina el uso agricola difieren significativamente de
los valores correspondientes al uso de ganaderia extensiva pero no al uso urbano (p = 3.16e-
07 y 0.13 respectivamente) (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8 Modelos utilizados para evaluar la relacion entre la estrogenicidad (EQ-E2 ng/g de
sedimento) y la variable categdrica uso del suelo, asi como la estrogenicidad y la concentracion de
Plomo en sedimento. Se muestran los valores de ajuste de ambos modelos asi como los resultados de
los parametros y errores estandares (SE).

Modelo R? p
ml=EQ-E2 ~
Usuelo 0,064 0,0074
m2=EQ-E2 ~ Pb 0,024 1,35e -06
Usos del Suelo Medias SE
Urbano 42,10 1,19
Agricola 54,05 1,06
Ganaderia Extensiva 32, 46 1,10
Concentracion Pb ~ Parametro SE
Intercepto 66,02 1,17
Pendiente 0,96 1,015

La variable categdrica uso del suelo tuvo un efecto significativo sobre la estrogenicidad. Los
valores de las medias obtenidos para los diferentes grupos coinciden en general con las
tendencias observadas en el anélisis exploratorio de los datos (Figura 3.6): los sitios que
presentaron la mayor estrogenicidad fueron los asociados al uso agricola seguidos por el uso

urbano y por ultimo el ganadero.

Usando el Plomo como marcador industrial en el segundo modelo, se observa una asociacién
significativa sobre la variable de respuesta (p = 2e-16). A partir de los componentes y
pardmetros del modelo (Tabla 3.8) se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion:

EQ-E2 =66.02 + 0.96 *Pb.

Esto significa que por cada unidad de aumento de concentracion de plomo el valor de

estrogenicidad aumenta 0.96 veces.

DISCUSION

Calidad de agua en la cuenca del Rio Santa Lucia

A partir de la determinacion de diferentes parametros ambientales asi como la caracterizacion
de los usos de suelo de la cuenca, se pudo llegar a una aproximacién del estado de calidad de

agua de la cuenca, que en general concuerda con otros estudios realizados en la misma (Inda
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& Indarte, 2010; DINAMA, 2011; Informe Udelar, 2013). Resaltando la sobrecarga de
nutrientes sobre todo de Fosforo que existe en varios puntos de la cuenca y que generalmente
se ha acompafiado con problemas de eutrofizacion y presencia de blooms algales (Inda &
Indarte, 2010)

Los valores de oxigeno disuelto difirieron significativamente entre sitios, el sito que presento
menores valores (2.75 mg/L) se encuentra ubicado sobre una cafiada en la ciudad de San José,
donde el agua permanecia estancada y con mucha carga de desechos organicos lo que
favorecia los bajos niveles de OD generando un ambiente con hipoxia. Este valor es inferior
al limite de 5 mg/L que establece la legislacion como estandar de calidad para aguas naturales
de rios (Decreto 253/79). Sin embargo, solo unos pocos sitios mostraron este comportamiento
(valores menores a 5 mg/L) indicando que la mayoria presentaron niveles aceptables de
oxigeno disuelto de acuerdo a los valores estandares de calidad de agua. Es importante tener
en cuenta que los muestreos fueron realizados durante los meses de abril y mayo (donde en
general no se presentaron altas temperaturas) y que niveles méas altos de este parametro en los
meses frios, son esperados de acuerdo a la relacion inversa entre temperatura y concentracion

de oxigeno disuelto en agua.

El pH mostr6 un rango de entre 6.88 y 8.07, cayendo dentro del nivel aceptable para aguas
naturales (6.5-8.5) (DINAMA, 2011). A pesar de que este pardmetro no mostrd una variacion
significativa ni ningan patrén espacial, existe una pequefia variacion del pH que puede tener
un efecto sobre la ionizacion de algunos grupos funcionales de PEs, pudiendo alterar los
niveles de sustancias quimicas estrogénicas en el medio (Li et al., 2011). Ademas el valor del
pH puede afectar la capacidad de absorcion de algunos compuestos estrogénicos como el EE2
(Wang et al., 2014a).

Tanto los valores de materia organica en suspensién como los de conductividad en general
coinciden, para el caso de la cuenca del Colorado, con aquellos obtenidos en estudios
anteriores sobre la misma (Teixeira-de Mello, 2007), indicando poca variacion en las
condiciones ambientales para dicha subcuenca en la utlima década.

Los niveles de Fosforo Total (exceptuando los sitios de Santa Lucia Grande, dos sitios de la
cuenca alta del San José y un sitio en la naciente del Santa Lucia Chico) superaron la
concentracion maxima de 100 pg/L indicada segun la normativa del Ministerio de Vivienda
Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente (MVOTMA, 2013. Expte. 2013/08319.), donde
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se ajusta la concentracion de estos y otros parametros para rios y arroyos de cuenca del Rio
Santa Lucia. De acuerdo a los valores obtenidos, de los 42 sitios analizados, 7 cayeron dentro
del rango de aguas eutroficas para la concentracion de Pt (35-150 pg/L) y 29 dentro del rango
de aguas supertroficas (>150 pg/L) (OCDE, 1982). Si bien no es tan sencillo establecer las
causas de este exceso en Fdsforo, debe considerarse que muchos de los sitios que presentaron
altos valores estan establecidos dentro de microcuencas con intensa actividad agricola,
ademas de la presencia de ciudades importantes en sus cercanias. Por lo cual reciben el aporte
difuso de fosforo probablemente de origen agroquimico, ademas de aportes puntuales de
origen doméstico o industrial. EI valor minimo fue hallado en el Arroyo Penitente de la
cuenca del Santa Lucia Grande. El valor maximo se encontrd en el Arroyo Las Piedras, que
fue ligeramente mayor al encontrado por Teixeira-de Mello (2007) sobre el mismo punto.
Este sitio, por su ubicacion en la subcuenca recibe los aportes de una importante zona con
actividad industrial y de las ciudades de La Paz y Las Piedras. Cabe destacar que resultados
de Teixeira-de Mello muestran que sobre este mismo Arroyo se registro el valor minimo del
indice de Calidad Agua dentro de la cuenca del Colorado. Existe una gran preocupacion por
controlar los efluentes industriales sin tratamiento que se vierten en este arroyo ademas de los
domeésticos, teniendo en cuenta sobre todo que solo el 22% de la poblacion de Las Piedras
cuenta con saneamiento y que ademas la cuenca de este arroyo es el destino de la red de

saneamiento de la ciudad de La Paz.

Por otro lado, la carga de Nitrogeno también fue bastante alta en algunos puntos presentando
su valor maximo en el sitio ubicado sobre una cafiada en la ciudad de San José (que recibe
todos los desechos domésticos de la ciudad y coincide con el punto donde se hallaron
menores valores de OD). Otro de los puntos que presento valores altos (14383,47 ug/L) fue el
sitio ubicado sobre el Arroyo Las Piedras (donde se halld6 la maxima concentracion de
fosforo). Nuevamente, las posibles causas que explicarian estos y otros valores altos
encontrados (como son la mayoria de los sitios del Colorado, la cuenca baja del San José, el
Canelon Grande y del Santa Lucia Chico cercano a la ciudad de Florida) se relacionan con el
efecto de los vertidos urbanos e industriales proximos, asi como los aportes desde las tierras
cultivadas. EI valor minimo se hallé6 nuevamente en el Arroyo Penitente del Santa Lucia
Grande. Dentro de la subcuenca de Santa Lucia Chico, el sitio que present6 la mayor carga de
nitrégeno con un valor de 1657.33 ug/L, fue el del embalse de Paso Severino. Este sitio
también presento niveles elevados de fésforo (325.44 pg/L) cayendo en el rango de aguas

supertroficas. Cabe destacar que este embalse constituye la principal reserva de agua dulce,
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gue se destina para su potabilizacion y distribucion en el area metropolitana del pais. La alta
carga de nutrientes en este tipo de sistemas favorece la eutrofizacion, y la pérdida de calidad
de agua. Estos resultados apoyan los publicados en el informe de DINAMA (2011) en donde
destacan la importancia de investigar cual es el origen de la descarga de estos nutrientes a fin
de realizar gestiones para reducir el aporte, ya sea desde efluentes puntuales (como descargas
domeésticas de la ciudad de Florida o desde afluentes provenientes de tambos) o a partir de

fuentes difusas (agricultura).

Por ultimo, el valor maximo de amonio también fue hallado en el punto sobre la cafiada del
Rio San José superando los estdndares establecidos por la legislacion nacional (1.5 mg/L)
(OSE, 2006). Probablemente estas altas concentraciones estén vinculadas al vertido de aguas
domésticas sin tratamiento en este punto. Los valores en los restantes sitios fueron inferiores

al limite establecido por dicha legislacion.

En resumen, la mayoria de los indicadores de calidad de agua cumplieron con los pardmetros
establecidos en la normativa nacional, excepto para el fosforo en la mayoria de los sitios.
Otros parametros, presentaron valores puntualmente fuera del rango establecido por dicha
normativa. El principal sitio que aparece comprometido en cuanto a su calidad de agua, es el
de la cafiada que recibe desechos domésticos sin tratamiento de la ciudad de San José (tanto
por la sobrecarga de nutrientes, los bajos valores de OD y la contaminacion por amonio).
Otros puntos donde se hallaron algunas problematicas son: los sitios de la cuenca del
Colorado particularmente sobre el Arroyo Las Piedras, el embalse de Paso Severino y los

sitios ubicados sobre el Arroyo Canelén Grande por su alta carga en fosforo total.

Las subcuencas con mayor superficie cultivada (representadas principalmente por las
nacientes del Colorado, la cuenca baja del San José, todos los puntos del Canel6n Chico y una
de las nacientes de Santa Lucia Chico, segun los resultados del Analisis de Componentes
Principales) se caracterizaron por poseer mayor conductividad, concentracién de fésforo y
solidos en suspension. Esto podria explicarse por una mayor tendencia a la erosion de los
suelos cultivados, degradados y sin su vegetacion natural (Barreto, 2008), asi como por el uso
de fertilizantes que generalmente se asocia con el aumento de los nutrientes y de la
conductividad (Strayer et al., 2003). Por otro lado, las microcuencas con mayor superficie de
urbanizacion (representadas por sitios asociados a las ciudades de La Paz, Las Piedras y
Progreso, asi como un sitio sobre la desembocadura del Canelon Grande) también poseen

mayores concentraciones de fésforo ademas de plomo y menores valores de oxigeno disuelto.
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Estas zonas estarian caracterizadas entonces por un enriquecimiento de fésforo debido a las
descargas puntuales de efluentes domésticos e industriales y a su vez una menor calidad de
agua indicada por los valores bajos de OD asi como la mayor concentracion de Pb que

representa un marcador industrial.

Actividad estrogénica en la cuenca del Rio Santa Lucia

Se observo estrogenicidad en la cuenca a partir del uso del ensayo YES. Se determiné la
presencia de xenoestrogenos a partir de compuestos hidrofobicos presentes en los
sedimentos, limitando nuestras observaciones a los compuestos absorbidos al mismo. Dentro
de los 13 sitios estrogénicos, se hallaron valores relativamente altos si comparamos con otros
estudios. Se resalta que la técnica utilizada es una aproximacién bastante conservadora, es
decir se obtuvieron valores con limites de deteccion altos (de 0.69 ng EQ-E2 /g de sedimento)
(Tabla 4.1).

Si bien la mayoria de los sitios que presentaron estrogenicidad se encuentran en la subcuenca
del Colorado asociado a areas con gran urbanizacion y agricultura, se hallé actividad
estrogeéncia en sitos que eran considerados con bajo impacto antrépico, lo que nos indica que
hay mdaltiples fuentes que pueden estar actuando como xenoestrogenos ademas de la urbana y
la agricola. Ejemplo de ellos son la Laguna de los Cuervos, el sitio ubicado sobre el Arequita
y sobre el Arroyo Casup4, todos localizados cerca de las nacientes del Santa Lucia Grande. En
el caso del Arequita puede asociarse con la liberacion de productos como detergentes como
resultado de las actividades que alli se realicen (e. g. lavado de autos en los pasos de ganado).
Para los otros sitios seguramente esté involucrada la liberacion de pesticidas asociados a las
actividades agricolas que pueden estar actuando como xenoestrégenos, ademas de los

surfactantes etoxilados que forman parte de la formulacién de muchos de ellos.
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Tabla 4.1 Valores comparativos de estrogenicidad (media) en sedimento y agua para diferentes

sistemas (lagos, rios, estuarios y arroyos).

Sistema Pais EEQ E2 EEQ E2 agua Bibliografia
sedimento (ng/L)
(ng/g)
Rio Santa Lucia Uruguay 170.18 - -
Lago Dlugi Staw Polonia 140 - Garcia-Reyero & Pifia, 2005
Rio Liaohe China 0.12 1.06 Wang et al., 2011
Laguna Yundang China 24 14 Zhang et al., 2011
Maryland USA - 2.0 Alvarez et al., 2013
Rio Danube Alemania 1 - Grund et al., 2011
Rio Cotia Brasil - 3.1 Jardim et al., 2012
Rio Paraiba do Sul Brasil - 17 Dias et al., 2015
Rio Ebro Espafia 0.3 2.0 Gorga et al., 2015
Pefarrubia Espafia 0.0101 - Schnell et al., 2013
Estuario Darwin Harbour  Aystralia 6.29 - Frenc et al., 2015
Arroyo Browns Australia - 291 Coleman et al., 2008
Rio Yeongsan Korea - 59 Duong et al., 2010

Otro de los sitios donde llamo la atencion los altos valores de estrogencidad hallados (75.25
ng de EQ-E2/g de sedimento) fue en las nacientes del Santa Lucia Chico (cercano al pueblo
San Gabriel). Todos estos puntos tienen la caracteristica comun de que, ademas de areas de
cultivo, presentan parches de forestacion cercanos. La preparacion del terreno para las areas
de forestacion incluye el control de malezas, la fertilizacion y el combate de hormigas, lo cual
implica la aplicacion de herbicidas, fertilizantes quimicos y hormiguicidas. También son
aplicados herbicidas para el control de malezas después de la plantacién y después de
cortados los &rboles para eliminar los rebrotes (Carcamo, 2010). En Uruguay muchas
empresas utilizan compuestos que incluyen herbicidas, sustancias como el Agral 90 utilizado
como coadyuvante (que en este caso refuerza la accion del herbicidas) y para el lavado de
maquinas (que posee concentrado de oxido de etileno nonilfendlico como principio activo),
hormiguicidas y fertilizantes (Carcamo, 2010). Algunos herbicidas utilizados en esta actividad
como el acetoclor, oxifluorfen, haloxifop metil y el hormiguicida fipronil, estan considerados
como potencialmente carcinogénicos segun la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC), la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US/EPA) y la Union
Europea (Pesticide action network UK, 2009). Ademas, el herbicida acetoclor esté catalogado
dentro de la lista de potenciales PEs (Pesticide action network UK, 2009). Otro herbicida

utilizado durante la forestacion es el glifosato, sobre el cual también existen estudios que lo

46



vinculan con el desarrollo de canceres ademas de sefialar que puede producir malformaciones

neuronales, cardiacas e intestinales (RAP-AL, 2009).

Otro de los sitios considerado de bajo impacto antropico y que sin embargo presentd
estrogenicidad fue sobre el Arroyo Pintado que es un tributario de primer orden del Santa
Lucia Chico. Aqui pueden estar involucradas otras actividades dado a que es una zona de
ganaderia con presencia de tambos. Histdricamente, las preocupaciones relativas a zonas
donde existe cria de ganado han sido relacionadas principalmente a problematicas asociadas a
la liberacion de nutrientes (Jongbloed & Lenis, 1998). Mas recientemente, las preocupaciones
se han focalizado también sobre otros constituyentes presentes en el estiércol, tales como
hormonas de origen natural (Hanselman et al., 2003). Algunos trabajos muestran que la
estrona, es el estrogeno natural mas comunmente detectado en aguas superficiales asociadas
con actividades ganaderas o campos donde estaba el estiércol animal formando parte del
fertilizante aplicado (Céspedes et al., 2004; Thorpe et al., 2006). En el sector agropecuario,
algunos animales son tratados con hormonas para optimizar el crecimiento y la fertilidad,
como consecuencia de ello, lo que no es tomado por el organismo se elimina en las excretas
que puede llegar a los rios o fuentes de agua mas préximas (Daughton, 2006). Estas hormonas
sintéticas, como el etinilestradiol, que a diferencia de las hormonas naturales son persistentes,

podrian ser fuente de xenoestrogenos.

En la desembocadura del Canelon Grande y Chico también se hallaron valores altos de
estrogenicidad, aqui se recibiria la descarga no solo de los residuos de tratamientos del cuero
en las curtiembres, los productos de desechos de frigorificos u otras industrias o la
contaminacion domeéstica de la ciudad de Canelones, sino que también la liberacion de
desechos desde fuentes difusas agricolas. Es importante tener en cuenta que estos arroyos
desembocan a 1 km aguas arriba de la represa de Aguas Corrientes (OSE), es decir del lugar
donde se toma el agua a potabilizar. También se hallé estrogenicidad sobre la desembocadura
del Rio San José, lo que podria estar vinculado al arrastre de los desechos domésticos,
industriales y agricolas que se vierten sobre el mismo. Estos sitios, al igual que el punto
ubicado sobre el Arroyo San Francisco en la ciudad de Minas y los del Arroyo Colorado,
cuentan con plantas de tratamiento de aguas residuales, por lo que la estrogenicidad en estos

puntos nos habla de la ineficiencia de las mismas para remover este tipo de compuestos.

Como ya se menciond, la subcuenca del Colorado fue en la que se hall6 mayor cantidad de

sitios con estrogenicidad, donde ocurre algo similar que con el sitio ubicado sobre el Canelon
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Grande. A su vez, el punto donde se hall6 el valor maximo fue en esta misma microcuenca
cercano a una zona de curtiembre. Esto se puede relacionar con el tratamiento que se realiza a
las pieles usando una variedad de compuestos quimicos, los cuales en la mayoria de las
ocasiones luego de ser utilizados se arrojan a las fuentes hidricas mas cercanas sin previo
tratamiento. Por otro lado, en este tipo de actividades se utilizan detergentes etoxilados como
productos de limpieza, lo que puede evidenciar la respuesta estrogénica que se encontrd en
dicha muestra (170.18 ng de EQ-E2/g de sedimento).

Ademas de las 13 muestras con estrogenicidad, se hallaron 9 sitios con presencia de
citotoxicidad. Uno de ellos fue en el embalse de Paso Severino aguas abajo de la represa
(donde también se hallaron elevados valores de fosforo). Si bien la citotoxicidad puede estar
dada por multiples tipos de compuestos no necesariamente PES, es importante tener en cuenta

la efectividad del tipo de tratamiento que se realiza en estas aguas.

Para el Unico caso que se pudo calcular la actividad estrogénica aunque haya habido
inhibicion del 23% del crecimiento de la levadura, fue para la muestra correspondiente al
punto ubicado en la naciente del Arroyo Las Piedras. La muestra perteneciente al sitio
ubicado aguas debajo de la ciudad de Progreso, fue la que provocé la mayor inhibicién del
crecimiento de la levadura con respecto al blanco, llegando a un 92% es decir, el crecimiento
de la levadura fue 92% inferior al observado para el blanco. Ademas, se observa que los
diferentes puntos responden distinto en cuanto a su toxicidad a las diferentes diluciones. Esto

podria deberse a distintos tipos de compuestos con diferente umbral de toxicidad.

Asociacién entre parametros Fisico-Quimicos y estrogenicidad

Uno de los objetivos de trabajo era buscar posibles correlaciones entre las variables
ambientales y la estrogenicidad. Dichas correlaciones no fueron halladas al menos de manera
significativa, a excepcidn de la correlacion negativa entre la materia organica en suspension y
la estrogenicidad, aunque esa relacién se esperaba encontrar para la materia organica en
sedimento y de manera positiva, dado a que la absorcion de algunos PEs puede estar
correlacionada con el contenido de carbono organico en sedimento (Lai et al., 2000). También
se encontr6 una correlacion positiva marginalmente significativa entre la estrogenicidad y el
tamafio de grano de sedimento, dicha relacion se esperaba fuese inversa teniendo en cuenta

que el sedimento fino tiende a retener mas los contaminantes.
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Si bien se obtuvieron muchos valores por debajo del limite de deteccion (LD = 0.69 ng EQ-
E2/g de sedimento), esto no significa que no exista estrogenicidad, y sumado a los puntos que
presentaron alta citotoxicidad en donde tampoco se pudo medir estrogenicidad, encontramos
que los resultados muy conservadores, nos permiten asegurar la ausencia de falsos positivos.
Ademas, la ausencia de una correlacion entre la estrogenicidad y los pardmetros indicadores
de calidad de agua, concuerda con la existencia de diversas fuentes con descargas
intermitentes de contaminantes, resultado que coincide con los hallados en otros estudios
(Lopes et al., 2010).

Se utilizaron dos modelos para investigar si la estrogenicidad podia asociarse a los distintos
usos del suelo y/o a la presencia de actividad industrial (concentracion de Plomo en
sedimento). Si bien se hall cierta asociacion entre el Plomo y la estrogenicidad, el modelo
planteado no presenta un buen ajuste, lo que impide afirmar que esta variable esta
directamente vinculada con la actividad estrogénica. De todas formas, si puede estar asociada
de manera indirecta con la misma por ejemplo, los lugares que presentan mayor concentracion
de plomo pueden estar relacionados con sitios de mayor contaminacion urbana y por lo tanto,
mayores fuentes puntuales de xenoestrogenos disponibles. De todas formas, resulta
interesante el estudio de estrogenicidad ambiental vinculado a la presencia de metales pesados
sobre todo teniendo en cuenta el efecto sinérgico que estos pueden tener con otros
contaminantes. Estudios experimentales utilizando el ensayo YES demostraron que metales
como el Cadmio, Cobre y Zinc eran capaces de potenciar la respuesta del estradiol, de forma
dosis-dependiente, disminuyendo el valor del ECso del estradiol en un factor de 10.
Evidenciando que estos metales pueden actuar como PEs modulando la actividad estrogénica

de hormonas enddgenas (Denier et al., 2009).

Por otro lado, se hallaron diferencias estadisticas entre los distintos usos (eg. ganadero y
agricola), siendo como era de esperar el uso ganadero el que produce una menor liberacién de
este tipo de sustancias. Si bien el uso agricola fue el que present6 en promedio los mayores
valores de estrogenicidad, se halld estrogenicidad en todas las subcuencas y asociado a los
diferentes usos del suelo, reforzando la idea de que la estrogenicidad ambiental es una

variable multifactorial, dependiendo de mdltiples actividades antropicas.
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¢/,Cuales son las posibles fuentes de xenoestrégenos en la cuenca de Santa Lucia?

Existen diversos compuestos que pueden estar actuando como fuente de xenoestrogenos, sin
embargo algunos de ellos pueden tornarse mas importante teniendo en cuenta sobre todo el
tipo de descarga o liberacién al medio que poseen. La liberacion al ambiente desde sitios
urbanos (domésticos) por ejemplo, puede asociarse con la descarga de estrogenos sintéticos
como el EEZ2, que si bien se encuentra en concentraciones generalmente casi imperceptibles
es altamente estrogenico y persistente (Allinson et al., 2010), o los utilizados por mujeres
durante la menopausia para reducir los sintomas. Ademas de los estrogenos naturales como la

estronay el E2.

Teniendo en cuenta que durante la extraccion de las muestras de sedimento las mismas
fueron lavadas en agua para eliminar muchas sustancias que podian estar interfiriendo con el
crecimiento de la levadura, seguramente los compuestos que fueron retenidos son
principalmente hidrofébicos. De esta forma, nos enfocamos a sustancias estrogénicas como
los alquilfenoles polietoxilados (AP), un grupo de surfactantes no ionicos, que en las plantas
de tratamiento de aguas residuales, son inicialmente biodegradados derivando en metabolitos
persistentes y altamente lipofilicos, incluyendo alquilfenoles etoxilados y finalmente, en
alquilfenoles tales como el nonilfenol (NP) y octilfenol (OP) (Routledge & Sumpter, 1996).
La solubilidad en agua del octil y nonilfenol es de 3,4 y 1,1 mg/L a 25 °C respectivamente.
Debido a su naturaleza hidrofobica y a que son descargados muchas veces directamente a los
efluentes, son encontrados en concentraciones elevadas y en general, sus niveles son mayores
en sitios cercanos a grandes ciudades o asociados a la actividad agricola o industrial (Gorga et
al., 2015). Los mismos son surfactantes, es decir bajan la tension superficial por lo que
mejoran la dispersion de los activos que se usan en detergentes, plaguicidas, ceras,
detergentes para lavar cueros, lana y los mismos animales en tambos entre otras cosas. Las
posibles fuentes de entrada de estas sustancias al medio son durante su produccién, uso y
deposicién. La descarga de este tipo de compuesto va a parar a los cuerpos de agua y dada su
alta hidrofobicidad, tienden a acumularse en los sedimentos. En Europa se han catalogado
como sustancias peligrosas prioritarias en el &ambito de la politica de la Directiva Marco del
Agua (DMA\) de la Unién Europea (UE) y en el afio 2001, se establecié la eliminacion
progresiva de sus emisiones (Decision n° 2455/2001/CE). En el afio 2003 se prohibié en gran
medida la comercializacion y el uso del NP y sus etoxilados con un contenido superior al 0.1

por parte de la UE (Directiva 2003/53/CE), Sin embargo, estudios que incluyen paises dentro
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de la UE demuestran que no hay reducciones en la contaminacion por NPs y confirman
concentraciones elevadas de los mismos (Scheuer, 2010). La dltima normativa vigente,
restringe el uso de estas sustancias también como productos de consumo, limpieza doméstica
y tratamiento de textiles ademas del uso industrial (Reglamento 2009/552/CE). Sin embargo,
los resultados de monitoreo y evaluacion de contaminacion con NPs por parte de las
autoridades no son tan claros, por lo tanto, es dificil determinar si realmente se esta logrando
la reduccion progresiva de estas sustancias al ambiente tal como exige la normativa (Scheuer,
2010).

En Uruguay, son multiples los productos utilizados que contienen etoxilados en sus
formulaciones. De hecho hay 91 productos domisanitarios (productos de limpieza,
desinfeccion, desinfestacion que se usan a nivel doméstico, industrial e institucional)
registrados en el Ministerio de Salud Publica de uso autorizado que contienen este tipo de
compuestos (DIGESA, MSP). Entre ellos se encuentran productos de limpieza, aromatizantes,
desinfectantes, insecticidas, desengrasantes, entre otros. De todas maneras, existen muchos
otros compuestos quimicos que pueden ser perturbadores endocrinos y mas aun dependiendo
de la presencia de otros compuestos organicos e inorganicos, la biodisponibilidad y toxicidad
de los mismos puede variar. Es por ello que consideramos el analisis de la respuesta (i.e.
estrogenicidad) y no la cuantificacion analitica de un compuesto determinado como la mejor

herramienta para determinar el grado de calidad de ambiental de un cuerpo de agua.

La regulacion de los PEs es escasa, debido al desconocimiento de sus efectos, ademas de que
no se tiene un inventario de “todas” las especies quimicas presentes en una muestra
ambiental, por limitaciones analiticas. Aunque muchos estudios han mostrado los efectos de
los PEs todavia muchos paises no tienen establecidos limites de los mismos en el vertido de
aguas residuales (Belgiomo et al., 2007). La clave para resolver el problema que se plantea es
que las emisiones de estas sustancias quimicas sean eliminadas de manera progresiva, y sus
usos sustituidos por alternativas mas seguras. Es necesario incrementar el conocimiento sobre
el origen, la transformacion y los efectos de estos contaminantes, para prevenir la
comercializacion y liberacion al medio de estas sustancias y proponer los mecanismos de
tratamiento del agua, con el fin de garantizar una calidad idonea y sin efectos para la salud

humana y los organismos acuaticos (Liu et al., 2009).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la contaminacion en sedimentos por
sustancias estrogénicas ocurre en diversos sitios de la cuenca del Rio Santa Lucia, asociado a
maltiples fuentes de contaminacion. Esta tesis describe por primera vez en Uruguay la
presencia de sustancias estrogénicas en el ambiente a partir de un método directo como el
ensayo YES, muchas veces mostrando valores realmente altos comparado a otros trabajos

indicando la pertinencia de estas mediciones en nuestros cuerpos de agua.

Los resultados muestran que el material particulado transportado por los distintos afluentes y
efluentes que forman el sistema fluvial del Rio Santa Lucia, tiene un alto potencial de efectos
de perturbacion enddcrina. La entrada de contaminantes se da por pulsos liberados al agua, los
cuales luego se acumulan en los sedimentos por procesos de especiacion y particion, y luego
son resuspendidos nuevamente a la columna de agua (e.g. por difusion simple). Es por ello
que resulta relevante a la hora de evaluar la calidad de agua, los analisis de estrogenicidad en
sedimento ya que la dinamica de acumulacién en la columna de agua dependera de los puslos

de liberacién y la resuspensién desde los mismos.
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ANEXO 1. Preparacion de soluciones del ensayo YES
Medio minimo

Se afiadiendo los siguientes reactivos a 1 L de agua ultrapura: 13.61 g de KH,POy; 1.98 g de
(NH,) 2S04; 4.2 g de KOH; 0.2 g de MgSQOy; 1 mL de solucién de Fe; (SO4) (40 mg / 50 mL
de agua ultrapura); 50 mg de L-leucina; 50 mg de L-histidina; 50 mg de adenina; 20 mg de L-
arginina; 20 mg de L-metionina; 30 mg de L-tirosina; 30 mg de L-isoleucina; 30 mg de L-
lisina-HCI; 25 mg de L-fenilalanina; 100 mg de &cido glutdmico; 150 mg de L-valina y 375
mg de L-serina. La solucién fue autoclavada a 121 ° C durante 20 minutos y almacenada a

temperatura ambiente en frascos de vidrio.
Solucion de Vitamina

Se afiadieron los siguientes reactivos a 180 mL de agua ultrapura: 8 mg de tiamina; 8 mg de
piridoxina; 8 mg de pantetonato de calcio; 40 mg de inositol y 20 mL de solucion de biotina
(2 mg/100 mL de agua ultrapura). La solucion se esterilizé usando un kit de filtracion estéril

con membrana de 0.2 micras y se almacen6 a 4 ° C en alicuotas de 10 mL.
Solucion de glucosa

La solucion de glucosa se prepar6 al 20% wi/v (disolviendo 20 g de glucosa en 100 mL de
agua ultrapura). Luego fue autoclavada a 121 ° C durante 10 min para finalmente ser

almacenada a temperatura ambiente en frasco de vidrio.
Solucion de L-aspartico

La solucion de &cido L-aspartico se preparé a una concentracion de 4 mg/mL con agua
ultrapura, y se autoclavé a 121 ° C durante 10 min. Luego se almacend a temperatura

ambiente
Solucién de L-treonina

La solucion madre se prepar6 a una concentracion de 24 mg/mL con agua ultrapura y

autoclavo a 121 ° C durante 10 min. Luego fue almacenadaa 4 ° C.
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Solucién de sulfato de cobre (1)

Se preparé a una concentracion de 20 mM (0,5 g/100 mL) con agua ultrapura. La solucion se
esterilizé utilizando un kit de filtracion esteril con membrana de 0.2 micras y se almaceno a

temperatura ambiente.
Solucién CPRG (Chlorophenol red-p-D- galactopyranoside)

Esta solucion se preparaba el mismo dia en que se realizaba el ensayo, a una concentracion de
10 mg/ mL usando agua Milli-Q. Se almacend en frascos de vidrio ambar estériles a 4 ° C.

Los frascos fueron cubiertos con papel de aluminio para evitar fotdlisis.
Medio de cultivo

Se preparé mezclando: 5 mL de solucién de glucosa; 1.25 mL de solucion de &cido L-
aspartico; 0.5 mL de solucion de vitamina; 0.4 mL de solucion de L-treonina; 125 pL de
solucion de sulfato de cobre (1I) y 45 mL de medio minimo. La solucion se almaceno en
frasco de vidrio estéril, a temperatura ambiente y se utilizé en un plazo maximo de dos

semanas.
Medio de analisis

En un tubo de centrifugacion de 50 mL estéril se afiadieron 25 mL de medio de cultivo, 250

uL de solucion de CPRG y 25 pL de solucion A.
Solucion A

En un tubo de centrifugacion (50 mL) estéril se afiadieron 4.0 mL de medio de cultivoy 1.1
mL del cultivo de levadura (preparado de 1 a 2 dias antes). A continuacion, se leyo la
absorbancia a 620 nm de ese preparado para obtener una cantidad adecuada de células, hasta
alcanzar un valor de entre 0.8 y 1.0. Este procedimiento es una adaptacion del método original
de Routledge y Sumpter (1996) para facilitar el paso de recuento de las células de levadura y

ha sido adoptado con éxito en diversos estudios (Beck et al., 2006; Frische et al., 2009).
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