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RESUMEN  

La intensificación en los últimos decenios de las actividades antrópicas ha provocado la 

liberación de cientos de contaminantes que se han dispersado en el ambiente. Particularmente, 

existe un gran interés científico en un grupo heterogéneo de sustancias químicas denominadas 

perturbadores endócrinos (PEs) que, mediante la alteración de las señales químicas internas 

en los organismos, comprometen la capacidad reproductiva y el desarrollo sexual en 

numerosas especies. Algunas de ellas pueden actuar imitando las señales estrogénicas, a este 

conjunto de compuestos se les conoce como xenoestrógenos. 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 Río Santa Lucía mediante el ensayo in vitro YES y analizar su variación a lo largo 

de la misma. Los principales resultados en este estudio fueron que, se halló 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 mayoría se asocian a zonas de alta 

urbanización, y agricultura como ocurre en la cuenca del Colorado, también se encontró 

estrogenicidad en sitios asociados con otros usos del suelo como la ganadería intensiva. En 

función de los resultados obtenidos se sugiere incluir como herramienta de monitoreo el usos 

de este tipo de bioensayos dado a que otorgan medidas rápidas y redituables de una variable 

como la estrogenicidad que si bien no se incluye dentro de los parámetros establecidos como 

estándares de calidad de agua, los xenoestrógenos poseen efectos nocivos tanto para la biota 

asociada a sistemas acuáticos 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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INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

La intensificación en los últimos decenios de las actividades antrópicas reflejada por el 

incremento en el tamaño de la población humana, el desarrollo económico y tecnológico y el 

afán del consumo, ha provocado la liberación de cientos de contaminantes que se han 

dispersado en el ambiente. Estos compuestos pueden encontrarse en aguas superficiales y 

subterráneas, 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 

hidrología, química y biología dependen además de la topología, geología, clima y vegetación 

(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 biogeoquímicos, 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 está determinada por procesos naturales, así como por las 

actividades humanas, ya sean las descargas directas o puntuales de vertidos urbano-industriales 

y domésticos, o la llegada de contaminantes por escorrentía desde tierras agrícolas (Schindler 

et al., 2008). 

Los sistemas fluviales son vistos como sistemas integrados longitudinalmente, existiendo una 

fuerte dependencia entre el funcionamiento del río aguas abajo y aquellos procesos que tienen 

lugar aguas arriba (Vannote et al., 1980). Es por ello, que es importante considerar las actividades 

o 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 

que una inmensa cantidad de contaminantes de origen antropogénico se dispersen en el ambiente, 

particularmente la  presencia de contaminantes químicos en el medio ha aumentado 

progresivamente en los últimos años (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
-1

 a µg L 
-1

) (Gaido et al., 1997). 

Dentro de estos compuestos, los perturbadores endócrinos afectan a todos los niveles de 

organización biológica cuando los organismos son expuestos crónicamente a concentraciones 

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

En particular, existe un gran interés científico en un grupo heterogéneo de sustancias que, 

mediante la alteración de las señales químicas internas en los organismos, comprometen el 

normal funcionamiento endócrino, incluyendo la capacidad reproductiva y el desarrollo 

sexual en numerosas especies (Norris & Carr, 2006). Estas sustancias son conocidas como 

perturbadores endócrinos (PEs), que se definen como: ¨Cualquier agente exógeno que 

interfiera con la síntesis, secreción, transporte, unión, acción o eliminación de una hormona 

natural responsables de la mantención, reproducción, 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 alteración 

irreversible en la diferenciación sexual y reproducción, efectos epigenéticos heredables e 

incluso extinciones locales de poblaciones expuestas a concentraciones subletales (Kidd et al., 

2007; Vadja & Norris, 2010). En relación a los humanos, numerosos estudios demuestran la 

relación de PEs con el desarrollo y proliferación de cánceres (ver review Kabir et al., 2015). 

Muchos de estos químicos pueden actuar ya sea imitando la acción de hormonas naturales, 

bloqueándolas, alterando la secreción o el metabolismo de las mismas, modificando los 

niveles de receptores hormonales, o interfiriendo en otros sistemas de señalización que están 

directamente relacionados con el sistema endócrino como el sistema inmune o el nervioso 

(Porcher et al., 2009). 

Muchos de los PEs identificados hoy en día poseen actividad estrogénica o antiestrogénica es 

decir, actúan modificando la vía de acción de los estrógenos naturales ya sea uniéndose a sus 

receptores, alterando su patrón de síntesis o modificando sus receptores hormonales. 

Estrógenos 

Las hormonas esteroideas son lípidos derivados del colesterol, y son secretadas por las 

gónadas, la corteza adrenal y la placenta. Estas hormonas, controlan la determinación, 

diferenciación y desarrollo sexual, y pueden dividirse en estrógenos o andrógenos. En 

mamíferos, los principales estrógenos son la estrona, el estriol, y el 17β-estradiol (Singhal et 

al., 2009).  Los estrógenos inducen etapas claves de la ovogénesis y cumplen una función 

vital en la fisiología reproductiva tanto femenina como masculina estimulando el crecimiento 

y diferenciación celular en tejido mamario, útero, vagina, ovario, testículos, epidídimo y 

próstata (Korach, 1994). Además tienen efectos sobre tejidos del sistema cardiovascular, óseo 
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y nervioso entre otros. Razón por la cual, niveles elevados de estrógenos se asocian con un 

menor riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares, inicio de enfermedades renales 

tardío, además de ayudar a mantener la densidad ósea, y el desarrollo y funcionamiento del 

sistema nervioso (Barrett-Connor, 1997; Silbiger & Neugarten, 1955; Paganini-Hill & 

Henderson, 1994). 

La especificidad de la acción estrogénica depende de la presencia de receptores intracelulares 

y los estrógenos modulan la concentración de los mismos. Por ejemplo, el estradiol durante la 

fase folicular, induce la síntesis y el desarrollo de receptores aumentando su concentración 

(Malgor & Valsecia, 2000). El Receptor de Estrógeno (RE) es una proteína perteneciente a la 

superfamilia de receptores citoplasmáticos, fue identificado en 1962 por el grupo de Jensen, 

quienes describieron la presencia de sitios de unión del estrógeno en diferentes tejidos de ratas 

(Jensen & Jacobson, 1962). En 1996 fue descubierto un nuevo receptor que tenía gran 

homología con el ya conocido, razón por la cual se los denominó RE- α al primero y RE-β al 

segundo, los cuales poseen diferentes funciones dependiendo del tejido donde ejercen su 

acción. Esto determina que la fisiología de los estrógenos 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 vías principales de estrogenicidad: la 

genómica y la no genómica.  

Efectos genómicos del receptor estrogénico  

La teoría clásica de acción de las hormonas esteroideas establece que el receptor 

citoplasmático es activado al unirse al ligando, actuando como un factor transcripcional al 

unirse al ADN estimulando la transcripción de algunos genes. Inicialmente ocurre una 

homodimerización (α-RE/α-RE) o heterodimerización (α-RE/β-RE) del complejo hormona-

receptor y se da el reconocimiento del elemento de respuesta a estrógeno (ERE). Después de 

esto se produce la transcripción al formarse el complejo de iniciación que incluye 

coactivadores, correpresores y proteínas reguladoras de la transcripción (Beato et al., 1996; 

Evans, 1988) (Figura  1.1). 
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Efectos no genómicos del receptor estrogénico  

Son procesos rápidos que ocurren en minutos o segundos y no requieren la transcripción y 

síntesis de proteínas para producir un efecto sino que son mediados por un receptor localizado 

en la membrana. Entre estos efectos rápidos se encuentran flujos de iones, desencadenamiento 

de potenciales de acción, descarga de vesículas secretoras o activación de proteínas 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 

líneas celulares (Pietras & Szego, 1977; 1979). Sin embargo, la mayor atención en los últimos 

30 años ha sido dedicada a estudiar los efectos genómicos mediados por receptores 

citoplasmáticos, 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 rápidos debidos a hormonas esteroideas. 

 

 

 

Figura 1.1 Efectos genómicos vía receptor citoplasmático (izquierda) y no genómicos vía receptor de 

membrana (derecha) del receptor del estrógeno. 

 

Compuestos químicos con actividad estrogénica 

Los xenoestrógenos se caracterizan por generar respuestas agonistas similares a las señales 

estrogénicas; efecto que se ve favorecido por la relativamente baja especificidad de los 
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receptores de estrógeno (Matozzo et al., 2008). Dentro de los efectos actuales reportados de 

los xenoestrógenos se encuentran anomalías en el sistema reproductivo de animales (peces, 

reptiles y aves principalmente), generación de estrés oxidativo, feminización e inducción de la 

proliferación de carcinomas dependientes del estradiol en humanos, entre otros (Fry, 1995; De 

Coster & Van Larebeke, 2012; Kabir et al., 2015). Datos epidemiológicos muestran 

evidencias del incremento en la incidencia y prevalencia de algunas enfermedades asociadas 

con los PEs tales como el cáncer, principalmente de próstata, testículo y mama (Kabir et al., 

2015). Particularmente para el Uruguay, es de estacar que el cáncer de mama es un grave 

problema sanitario a nivel nacional. Las neoplasias constituyen la segunda causa de muerte en 

la población uruguaya; el cáncer de mama es la neoplasia más frecuente de la mujer uruguaya 

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

Los xenoestrógenos abarcan un rango amplio de sustancias con diferentes estructuras, 

incluyendo hormonas (naturales y sintéticas) y una gran cantidad de compuestos químicos. 

Estos compuestos pueden ser sustancias sintéticas como biocidas (herbicidas, insecticidas, 

etc), dioxinas, Bifenilos policlorados (PCBs), alquilfenoles, Hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (PAHs), bisfenol (A y S), ftalatos, metales traza, estrógenos sintéticos como el 

Dietilestilbestrol (DES) y el 17α-etinilestradiol (EE2) entre otros. Dentro de las sustancias 

naturales se encuentran los fitoestrógenos y los estrógenos naturales (17β-estradiol, estrona y 

estriol) (De Coster & Van Larebeke, 2012). Pueden ingresar al medio acuático a través de 

múltiples fuentes de contaminación. Finalmente, se acumulan en los cuerpos de agua, donde 

los organismos acuáticos están potencialmente expuestos a diversos cóckteles de 

xenoestrógenos los cuales pueden presentar efectos aditivos o sinérgicos (Norris & Carr, 

2006). 

Los efectos de los xenoestrógenos en el medio ambiente no dependen únicamente de su 

concentración, también de otros factores tales como su lipofilicidad, persistencia, 

bioacumulación, tiempo de exposición, mecanismos de biotransformación y de excreción, 

entre otros. Cuando estos compuestos ingresan al medio acuático, comienza su partición entre 

la fase sedimento-agua dependiendo de su contenido de carbono orgánico y de sus propias 

características fisicoquímicas (e.g. constante de disociación) (Baker et al., 1991; Zhu et al., 

2008). Debido a la naturaleza hidrofóbica de la mayoría de los xenoestrógenos, éstos tienden 

a ser absorbidos en el sedimento (Wang et al., 2011). Dependiendo de las características 

específicas de cada cuenca y las características fisicoquímicas de los contaminantes 
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(coeficiente octanol/agua), serán principalmente los sedimentos quienes acumulen estos 

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

Detección de sustancias con actividad estrogénica  

Una de las dificultades en la detección de este tipo de sustancias, es que los procedimientos 

para su medición deben ser muy sensibles, ya que los efectos biológicos 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 acuáticos.  

En una primera instancia, se han desarrollado ampliamente los métodos analíticos en 

particular, aquellos basados en la extracción en fase sólida (EFS) y detección por GC- MS, 

GC-MS-MS, HPLC-MS o HPLC-MS-MS, entre otras técnicas (Petrovic et al., 2002). Esta 

aproximación provee de alta sensibilidad y precisión para cuantificar la concentración 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 número de PEs y esto se encuentra 

modulado por el ambiente particular. Dicha aproximación también presenta la desventaja de 

que no toma en cuenta la presencia de nuevos compuestos comercializados con actividad 

estrogénica desconocida. 

Diversos ensayos in vivo también son utilizados tales como la inducción de la expresión y/o 

síntesis de vitelogenina (Vg) en hepatocitos de machos, un biomarcador temprano de 

feminización (Flouriot et al., 1995; Mattsson et al., 2011; Yan et al., 2012). Si bien el uso de 

biomarcadores puede reflejar la integración de las características del ambiente así 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, rápidas, de bajo costo y no 

invasivas con la fauna local,  pueden caracterizar el grado de perturbación del ambiente, en 

armonía con el principio de reducción, reemplazo y ajuste del empleo de animales para 

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

Los ensayos in vitro son en relación a los ensayos in vivo, menos costosos, requieren factores 

de concentración menores, no son invasivos y los límites de detección son mucho más bajos 

que los de los análisis químicos debido a su alta especificidad. Proporcionan mediciones 

rápidas y redituables, son altamente sensibles y permiten el análisis de compuestos 

individuales o pueden ser usados para dar una medida integrada del efecto sinérgico de un 
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conjunto de compuestos en una muestra dada. Además muchos ensayos in vitro son capaces 

de detectar compuestos para los cuales no hay métodos analíticos disponibles (Routledge & 

Sumpter, 1996; Frische et al., 2009; Wang et al., 2014b). 

Uno de los ensayos más 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 aparición de daños en el sistema 

reproductivo, problemas en el desarrollo y la elevada incidencia de cánceres, detectados tanto 

en los seres humanos como en la vida silvestre, relacionados con los contaminantes 

ambientales capaces de imitar las actividades biológicas de los estrógenos. 

La presencia de un contaminante con potencial estrogénico es detectado por la levadura. Las 

células de S. cerevisiae están transformadas con plásmidos que contienen un promotor del 

elemento de respuesta a estrógeno (ERE) ligado a un gen reportero (lacZ) y, en el núcleo, 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 β-

galactosidasa, cuya actividad es medida mediante una reacción colorimétrica (Figura 1.2). El 

producto de la reacción se detecta mediante un espectrofotómetro. La cinética de la aparición 

del nuevo compuesto está directamente relacionada con la cantidad de enzima producida, que 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Saccharomyces cerevisiae  modificada genéticamente mediante la incorporación en su 

núcleo  de un receptor de estradiol (hER) (Routledge & Sumpter, 1996). 

Amarillo

Rosa
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La utilización de levaduras para determinar estrogenicidad tiene muchas ventajas por su bajo 

costo, fácil manipulación y crecimiento rápido en el laboratorio, lo que proporciona la 

oportunidad de analizar un gran número de muestras o compuestos pobremente caracterizados 

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

Dos características de la célula de levadura contribuyen al éxito de este tipo de ensayos. En 

primer lugar, la levadura no tiene un sistema endógeno homólogo a receptores de vertebrados 

que podrían interferir en el ensayo. En segundo lugar, el proceso de post traducción y 

plegamiento de la proteína de vertebrado en levaduras es muy similar a la de las células de 

mamíferos, lo que resulta en la preservación 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 unión 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 información 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 

xenoestrógenos, por ejemplo aumentando su absorción (Rajapakse et al., 2001). Este tipo de 

modulación sinérgica es común en los sistemas acuáticos, donde existen distintos disolventes 

orgánicos para aumentar la solubilidad en agua de algunos componentes y/o también 

detergentes aniónicos, 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 sólo se une a estrógenos, como  el 17β- estradiol y sus derivados, sino que puede 

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

El ensayo YES es ampliamente utilizado para medir estrogenicidad en agua. Sin embargo, 

como se mencionó anteriormente, los xenoestrógenos tienden a adsorberse en los sedimentos 

debido a su moderada naturaleza hidrófobica (Wang et al., 2011). Estudios recientes apuntan 

a detectar la presencia de xenoestrógenos en el sedimento de los ecosistemas acuáticos 

(García-Alonso et al., 2011; Tuikka et al., 2011; Schnell et al., 2013; Wu et al., 2015). Existen 

antecedentes en la detección de estrogenicidad a partir de sedimentos del Río Uruguay, 

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

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

Situación actual de la cuenca del Río Santa Lucía 

La cuenca del Río Santa Lucía abastece de agua potable para más del 60% de los uruguayos 

además de ser utilizado como recurso hídrico para regadío en 6 departamentos del país 

(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 tóxicas, 

que se refleja en una importante degradación 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 política. Resaltando que de 

continuar con esta tendencia de aportes antrópicos se pone en riesgo la factibilidad de 

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

Figura 1.3. Distribución de usos del suelo de la cuenca del Río Santa Lucía (Achkar et al., 2012). 

Múltiples factores actúan provocando el deterioro de las aguas: la inexistencia de un adecuado 

sistema de saneamiento urbano, una inapropiada gestión de los residuos sólidos y de los 

vertidos sin tratamiento de efluentes desde las industrias, la erosión de suelos por prácticas 

agrícolas inadecuadas, el uso abusivo de agrotóxicos, el vertido de efluentes de tambos sin 
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previo tratamiento y la forestación con especies exóticas en la cuenca alta (Achkar et al., 

2012). Cabe destacar que no existe en nuestro país legislación alguna para regular la 

comercialización o liberación de compuestos PEs. 

Las prácticas mencionadas anteriormente pueden liberar decenas de este tipo de sustancias y 

su regulación también debería tenerse en cuenta dado los efectos drásticos sobre la salud 

pública y animal. Esto se traduce en la necesidad de desarrollar nuevas herramientas que 

permitan detectar este tipo de contaminantes. El uso de bioensayos permitirá 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 aún en nuestro país. 

El presente estudio se enfoca en el desarrollo de un mapa de estrogenicidad de la cuenca del 

Río Santa Lucía. La principal hipótesis de trabajo es que los valores de estrogenicidad 

diferirán entre los sitios según los usos de suelo (urbano-industrial, agrícola 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  

Objetivo general 

Determinar la actividad estrogénica en sedimentos de la cuenca del Río Santa Lucía mediante 

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

Objetivos específicos 

 Establecer el impacto antrópico en los cursos de agua de la cuenca del Río Santa Lucía 

a través del análisis de parámetros fisicoquímicos y de usos del suelo. 

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

en sedimentos. 

 Cuantificar los niveles de estrogenicidad por YES y analizar su variación en la cuenca.  

 Caracterizar la asociación de la estrogenicidad con diferentes variables ambientales y 

usos de suelo. 
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METODOLOGÍA Y ÁREA DE ESTUDIO 

Área de estudio 

La cuenca del Río Santa Lucía localizada al Sur de Uruguay, comprende un área de 13448 

km
2
, posee una altitud máxima de 250 metros sobre el nivel del mar y drena dentro del 

estuario del Río de la Plata. El sistema fluvial comprende tres ríos mayores: el San José al 

Oeste, el Santa Lucía Chico en el centro, el Santa Lucía 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%), agrícola (16.2%), 

forestal (4.2%) y por último el urbano-industrial (1.1%) (Achkar et al., 2012). 

Se seleccionaron 42 puntos de muestreo abarcando el área total de la cuenca (Figura 2.1), 

cubriendo un amplio rango de usos de suelo así como la heterogeneidad de paisajes que 

podemos encontrar en la misma. Los 42 sitios los podemos agrupar dentro de las siguientes 

subcuencas: Sta Lucía grande, Sta Lucía chico, San José, Canelón Grande, Canelón Chico y 

Colorado. En la Tabla 2.1 se muestra una descripción general de la ubicación de los sitios de 

muestreo. 

Variables Físico-Químicas y usos del suelo 

Para tener una aproximación de la calidad de agua, en cada punto de muestreo se midieron las 

siguientes variables fisicoquímicas: pH, conductividad, temperatura, porcentaje de saturación 

de oxígeno (% O2) y concentración de oxígeno 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 ámbar 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 determinó: concentración de 

Fósforo total (Pt), Nitrógeno total (Nt), Amonio (NH4), Sólidos totales disueltos (TSS) y el 

porcentaje de materia orgánica (%MO) (también como parámetros indicadores de calidad de 

agua). A partir de las muestras de sedimento además se determinó el %MO (Koroleff, 1970; 

Valderrama, 1981; APHA, 1995). Se analizó la granulometría del sedimento mediante método 

láser y la concentración de Plomo en sedimento (como un indicador o marcador industrial), en 

colaboración con el Laboratorio de Ciencias Ambientales de la UENF, Río de Janeiro.  
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Se determinó la cuenca de drenaje de cada sitio de muestreo, su área y el uso de suelo 

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

Pro, definiendo para ello 4 categorías de usos de suelo: Agrícola, Ganadería extensiva, 

Forestal y urbano-industrial.  

Figura 2.1 Mapa de la cuenca del Río Santa Lucía con sitios de muestreo. 
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Tabla 2.1 Descripción de la ubicación de los sitios de muestreo. 

Sitio Descripción 

SG1 Desembocadura de Aº San Francisco (Minas). 

SG2 Aº Campanero Chico (nacientes del Sta Lucía Grande). 

SG3 Laguna de los Cuervos (nacientes del Sta Lucía Grande). 

SG4 Arequita (nacientes del Sta Lucía Grande). 

SG5 Aº Penitente sobre ruta 8 (nacientes del Sta Lucía Grande). 

SG6 Sta Lucía Grande cercano a Fray marcos. Zona de toma de agua Ose.  

SG7 Sta Lucía Grande sobre San Ramón. 

SG8 Aº Casupá. Tributario primer órden Santa Lucía Grande.  

CG1 Naciente Canelón Grande (aguas abajo Santa Rosa). 

CG2 Canelón Grande. Cercano a su desembocadura. 

C1 Aº Las Piedras. Aguas abajo ciudad de La paz y Las Piedras.  

C2  Naciente Aº Las Piedras.   

C3 Naciente A º Colorado.  

C4 Cañada al Colorado. Zona aguas abajo de chacinería. 

C5 Aº Colorado aguas abajo de ciudad de Progreso. 

C6 Aº Colorado cercano a su desembocadura. 

C7 Cañada Conchillas (cañada al Colorado). 

C8 Cañada Juncal (cañada al Colorado). 

C9 Cañada El Dragón (cañada al Colorado). 

SJ1 Cañada al San José. Aguas abajo de ciudad de Libertad. 

SJ2 Río San  José. Paso Valdéz, cercano a su desembocadura. 

SJ3 Cañada cercana a Villa Rodríguez (San José). 

SJ4 Tributario segundo orden Río San José. 

SJ5 Cañada dentro de la ciudad de San José. 

SJ6 Tributario segundo orden Río San José. 

SJ7 A º Chamizo. Tributario primer orden. Río San José. 

SJ8 Arroyo Mahoma. Tributario primer orden Río San José (zona de nacientes). 

SJ9 Nacientes del Río San José. 

SJ10 Nacientes del Río San José.  

SJ11 Aº San Gregorio. Tributario primer orden Río San José (zona de nacientes). 

SJ12 Cañada al San José. Zona de nacientes. 

CC1 Cañada al Canelón Chico sobre las nacientes.  

CC2 Canelón Chico sobre la ciudad de Canelones.  

CC3 Cañada al Canelón chico.  

CC4 Canelón Chico. Aguas abajo ciudad de Canelones. 

SC1 Aguas corrientes. Toma de agua OSE. 

SC2 Río Sta Lucía sobre pueblo 25 de Agosto.  

SC3 Cañada en pueblo La Cruz. Nacientes del Santa Lucía Chico. 

SC4 Nacientes de Sta Lucía Chico (cercano a San Gabriel). 

SC5 Santa Lucía Chico aguas arriba ciudad de Florida. 

SC6 Aº Pintado. Tributario primer orden Sta Lucía Chico. 

SC7 Embalse Paso Severino. Aguas abajo de la represa. 

 

 

 



20 
 

Ensayo YES 

Preparación de las muestras de sedimento 

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

hielo, y congeladas a -20 C.  

Se removió la fracción soluble hidrofílica con un enjuague del sedimento en 250 mL de agua 

mili Q durante 24 hs. Se removió el agua por decantación y se realizó 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 contaminación pueden causar falsos positivos en este ensayo, 

todos los reactivos y los materiales utilizados para la preparación de soluciones para el ensayo 

deben tener un alto grado de pureza. El material de vidrio utilizado se dedicó exclusivamente 

al mismo para evitar posibles interferencias o perturbaciones y fue lavado con solución 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 analítico (Grau GC, Vetec) y nuevamente enjuagado 

en agua Mili-Q. 

Extracción de compuestos estrogénicos 

En un mortero se maceraron 10 gramos de sedimento, se adicionaron 10 mL de metanol (J. T. 

Backer®) y una primera  extracción se realizó por ultrasonido durante 5 minutos. 

Posteriormente, se separó la fase líquida por centrifugación (2500 g) a  5 minutos. Este 

procedimiento fue realizado 3 veces, llegando a un volumen final de extracto de 

aproximadamente 30 mL. Se adicionó agua Mili Q hasta llegar a un volumen final de 250 mL. 

Para mejorar la eficiencia de la extracción se ajustó el pH a 2 con HCL. 

El extracto se purificó utilizando columnas de extracción en fase sólida (Solid phase 

extraction, SPE) C18 (Strata-X, Phenomenex®) 500 mg/6 mL. Las muestras fueron 

procesadas en paralelo por medio de una bomba de vacío, utilizando un Manifold de Agilent 

Technologies® (Figura 2.2). 
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Figura 2.2 Sistema utilizado para la Extracción en fase sólida (SPE). Las muestras son procesadas en 

paralelo utilizando la bomba de  vacío y los compuestos de interés retenidos en los cartuchos C18. 

Los cartuchos C18 se utilizan como las columnas donde van a ser retenidos los compuestos de 

interés. Previo a la extracción se realizó el acondicionamiento del cartucho C18 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 último, las 

fracciones retenidas en los cartuchos fueron eluídas con 4 mL de acetona (Grau HPLC 

Merk®) en frascos de vidrio ambar de 10 mL. Para finalmente ser secadas en flujo de 

nitrógeno y resuspendidas en  2 mL de etanol (Grau HPLC Merk®) (Figura 2.3).  
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Preparación de Soluciones y medios de cultivo y análisis 

La metodología 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 cámara de flujo laminar utilizadas en la 

elaboración de los medio de cultivo y análisis (Tabla 2.2). 

 

 

 

Figura 2.3 Procedimiento utilizado para la Extracción de las muestras.  
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Tabla 2.2 Soluciones y medios de cultivo y análisis utilizados para el ensayo YES, adoptado de la 

metodología de Routledge y Sumpter (1996). Ver anexo 1. 

Solución Uso 

Vitamina Se utilizan para la preparación de medio  

Glucosa de cultivo 

Acido L-aspártico  

L-treonina  

Sulfato de cobre (II)  

Medio mínimo  

Chlorophenol red‐β‐D‐galactopyranoside 

(CPRG) 

Se utilizan para la preparación de medio 

Medio de cultivo de análisis 

 

Cultivo de la cepa 

La cepa YES de Saccharomyces cerevisiae desarrollada por Routledge y Sumpter (1996) fue 

proporcionada por el Laboratorio de Ingeniería Química de la Universidad Federal de Río de 

Janeiro (Prof. Marcia Dezotti).  

Para su conservación, se adicionaron en un tubo de centrifugación de 15 mL estéril 5 mL de 

cultivo de levaduras, se centrifugó a 4°C por 10 min a 2000 g, se retiró el sobrenadante y se 

adicionaron 5 mL de medio mínimo con 15% de glicerol para finalmente ser congelado. 

Previo al ensayo, la cepa se descongeló a temperatura ambiente en cámara de flujo laminar. El 

sobrenadante se descartó, 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 proliferación celular se realizó mediante la adición de 100 µL de cultivo de levadura a un 

frasco para cultivo celular estéril que contenía 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 realización del ensayo se repite este 

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

En primer lugar, se preparó la batería de diluciones de las muestras en una placa de 96 

pocillos, añadiendo 200 μL del extracto de sedimento al primer pocillo de la fila. Luego se 

agregaron 100 µL de etanol en todos los pocillos excepto el primero y se realizó una dilución 

seriada de 1:2.  En seguida se transfirieron 10 µL de cada pozo a la fila correspondiente en la 

placa de ensayo. Para preparar la placa de ensayo inicialmente se añadieron 10 µL de etanol a 

cada pocillo de las filas correspondientes a los blancos. Luego de la evaporación completa de 

las muestras se adicionaron 200 µL de medio de análisis con la levadura Saccharomyces 

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

Como curva estándar se utilizó el  17β-estradiol (E2) como referencia. Esta curva abarcó el 

rango de concentración de 26,6  ng/ L a 54,48 µg/ L. La solución se preparó a partir de 

estándares de E2 (> 98%, Sigma-Aldrich) en etanol (Grado HPLC, Sigma-Aldrich). Al igual 

que para las muestras, la dilución se realizó en una placa de 96 pocillos realizando diluciones 

seriadas de 1:2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  2.4 Placa de 96 pocillos utilizada en el ensayo YES. Las líneas A y C corresponden  a las 

diluciones de 17β-Estradiol por duplicado. Las líneas E y G representan las diluciones de la muestra 

analizada por duplicado. Las líneas B, D, F y H corresponden a los blancos (sólo 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 producción de β-galactosidasa y del crecimiento 

de la levadura. 

La lectura de absorbancia se realizó en las longitudes de onda de 540 nm para la reacción 

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. 

 Análisis de datos ensayo YES 

En primer lugar, para corregir la respuesta estrogénica obtenida se removió el efecto  del 

crecimiento de la levadura aplicando la siguiente ecuación para los datos de cada pocillo de la 

placa, adoptada por Bila (2005): 

Acorregida = Amuestra540nm - (Amuestra620nm - Ablanco620nm) 

Luego, se construyeron los gráficos con las curvas dosis-respuesta que relacionan el valor de 

la absorbancia corregida con el factor de dilución de la muestra en escala logarítmica. El E2 

se utilizó como estándar o control positivo de actividad estrogénica, por lo que para cada 

ensayo se construyó también una curva dosis-respuesta del E2, relacionando el valor de 

absorbancia corregida con la concentración. Se obtuvo además el límite de detección (LD), el 

cual se calculó como la concentración de E2 obtenida en el control negativo, es decir etanol 

absoluto, más tres desviaciones estándar. Se realizó además, el cálculo del EC50 que 

corresponde a la concentración que produce una respuesta igual al 50% de la actividad 

máxima de la β-Galactosidasa (Bila, 2005; Beck et al., 2006).  

La actividad estrogénica de las muestras ambientales se calculó interpolando el valor de 

absorbancia corregida en la curva dosis-respuesta del E2 y se expresó en equivalentes de 

estradiol (EQ-E2). La curva de E2 se ajustó (función sigmoidal) utilizando el programa Origin 

versión 6.0, a partir del cual se obtuvieron los valores mínimos y máximos, la pendiente y el 

valor de EC50.  
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A partir de esos parámetros se utilizó la siguiente función logística para determinar los EQ-E2 

en ng/L: 

                                                                                                                 

 

Dónde el valor de y es la absorbancia corregida; A1 corresponde a la inducción máxima de la 

actividad estrogénica; A2 corresponde al límite de detección; p es la pendiente de la curva; X 

es la concentración de la sustancia estrogénica y x0 corresponde al valor de EC50. 

Para cada muestra que presentó actividad estrogénica, se escogió 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 corrigió el valor de concentración en ng/L por el volumen de resuspensión 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 utilizó la siguiente ecuación: 

 

  

 

 

 

Donde x es el valor de EQ-E2 en ng/L, FD el factor de dilución que se calcula multiplicando 

por un factor de 20 (debido a que en todos los casos se tomaron 10 µL y se diluyeron en 200 

µL de medio de análisis) y por el cociente entre el volumen total y el volumen de suspensión 

de muestra en cada pocillo de la placa de dilución. Este último cociente variaba según la 

dilución que se realizaba, por ejemplo en el primer pocillo fueron 200 µL totales/ 200 µL de 

muestra, es decir 1. Mientras que en el segundo pocillo fueron 200 µL totales/ 100 µL de 

muestra, es decir se multiplica en este caso por un factor de 2, y así sucesivamente para todas 

* 1/Ps
x * FD * VR

1000

EQ-E2 (ng/g) =
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las diluciones. VR el volumen de extracto resuspendido (2 mL) y Ps el peso seco de sedimento 

extraído (10 g).  

Debido a que en algunos puntos se observó la ocurrencia de  citotoxicidad, se utilizó la 

relación presentada por Frische y colaboradores (2009) para cuantificar la inhibición del 

crecimiento de la levadura:  

 

 

 

 

Análisis de datos 

Se realizó un Análisis de componentes principales (ACP) para estudiar la ordenación de los 

sitios según su clasificación de uso de suelo. Las variables fueron centradas y estandarizadas 

previamente al análisis. 

Para comprobar la existencia de diferencias significativas entre los valores de los parámetros 

físico-químicos entre los grupos definidos según la clasificación de usos del suelo se realizó el 

Análisis de Similitud (ANOSIM, p<0.05). El ANOSIM se basa en una matriz de similitud (en 

este caso se utilizó el índice de Bray-Curtis para la construcción de dichas matrices) y la 

significación se basa en la comparación 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 corrigió el nivel de significación de acuerdo a Bonferroni (1935). 

Para dicho análisis se utilizó el software PAST versión 1.68 (Hammer et al., 2001) 

Formulación del modelo estadístico 

La variable estrogenicidad no presenta una distribución 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. Además la varianza presenta un valor extremadamente 

mayor (908.69) con respecto a la media (12.12), lo que indica que existe una gran sobre-

dispersión de los datos. 

Abs 620 muestra

Abs 620 blanco

Toxicidad=       1-
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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 distribución Poisson: 

Y~ Poisson(μ) 

1) Parte Sistemática (explicada): μ = Xβ donde X contiene las variables explicativas 

categóricas.  

2) Parte Aleatoria (no explicada): no hay pues μ= σ
2
 en este tipo de distribución.  

3) Función de conexión: g(E(Xβ)) = log (Xβ)----------μ = exp(Xβ)  

Cabe destacar que para el caso de las variables explicativas continuas se realizó el centrado y 

estandarizado previo al análisis. Se planteó el siguiente modelo para investigar la relación 

entre la estrogenicidad y la variable categórica “uso del suelo” m1= EQ-E2 ~ Uso del suelo. 

Al obtenerse el valor de los parámetros en la escala logarítmica, para la correcta interpretación 

de los mismos en la escala lineal, se aplicó la función inversa exponencial. 

Se planteó un segundo modelo de regresión simple para investigar si la estrogenicidad puede 

explicarse por la variable continua “concentración 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 

EQ-E2 (ng/g) 

Fr
ec

u
en

ci
a 

r e
 

cu
en

c 

i a 



29 
 

función de distribución Poisson, aplicándose la función exponencial a los valores de los 

parámetros.  

Para ambos modelos, se utilizaron únicamente los  sitios donde se halló estrogenicidad para el 

análisis de datos, dado a que varias muestras presentaron citotoxicidad y por lo tanto no pudo 

determinarse la estrogenicidad.  
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RESULTADOS 

Caracterización del uso del suelo 

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

una extensión mínima de 0.94 Km
2 

y máxima de 8929 Km
2
. La cobertura de uso de suelo 

también difirió entre las subcuencas, predominando el uso agrícola con un promedio por 

cuenca de 70.42 %, seguido por la ganadería extensiva (21.26 %), el urbano  (4.88%)  y el 

forestal (3.49%) (Tabla 3.1) 

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

Río Santa Lucía. Sitios de muestreo ordenados por su ubicación en la cuenca: Santa Lucía Grande 

(SG), Canelón Grande (CG), Colorado (C), San José  (SJ), Canelón Chico (CC) y Santa Lucía Chico 

(SC). 

Sitio 

  Area 

  (Km2) 

Agricola 

   (%) 
Urbano 

  (%) 
Gan Ext  

(%) 
Forestal 

   (%) 

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 

C2 224,78 94,95 0,40 0,00 4,65 

C5 28,41 50,51 47,67 0,00 1,82 

C9 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 

SJ11 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 

SJ12 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 1,41 100,00 0,00 0,00 0,00 

CC4 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 

CC2 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 
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Variables Físico-Químicas  

Todas las variables físicoquímicas mostraron oscilaciones entre los diferentes sitios, 

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

µg/L para el Fósforo total, 352.48-20538.38 µg/L para el Nitrógeno total y 4.12-10595.90 

µg/L para el Amonio (Tabla 3.2).   

Tabla 3.2 Parámetros fisicoquímicos: sólidos totales en suspensión, (SST), materia orgánica en 

suspensión (MOS), concentración de oxígeno disuelto (O.D), pH, conductividad (Cond), temperatura 

(T), concentración de fósforo total (Pt),  nitrógeno total (Nt), amonio (NH4), materia orgánica en 

sedimento (MO), diámetro medio de grano (phi) y concentración de plomo en sedimento (Pb). Sitios 

de muestreo: Santa Lucía Grande (SG), Canelón Grande (CG), Colorado (C), San José  (SJ), Canelón 

Chico (CC) y Santa Lucía Chico (SC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sitio 

 

 STS 

(mg/L) 

  

 MOS 

 (mg/L) 

  

 O.D.  

(mg/L) 

 pH       Cond 

 (µS/cm) 

 T 

(°C) 

  

 Pt 

 (µg/L) 

   

  Nt 

 (µg/L) 

  

 NH4 

(µg/L) 

 

MO 

 (g) 

 

Diámetro 

(phi) 

 

 Pb  

(µg/g) 

SG1 57,28 15,93 4,08 7,42 221,00 17,00 36,05 575,88 82,85 1,75 0,39 9,75 

SG2 64,97 25,79 10,24 7,30 264,00 13,80 22,02 421,16 39,82 5,25 1,63 7,83 

SG3 23,52 13,65 9,32 7,69 131,10 19,30 27,97 378,53 76,92 3,50 0,64 8,79 

SG4 14,70 4,39 9,40 7,65 119,50 15,90 29,67 369,06 66,12 2,75 0,64 8,31 

SG5 5,47 1,93 6,60 7,43 96,20 15,00 4,18 352,48 46,56 1,25 -0,11 6,17 

SG6 13,67 5,08 4,80 6,88 176,80 15,20 46,88 646,13 4,12 2,50 0,11 7,40 

SG7 15,02 6,29 7,62 7,45 190,30 16,80 63,53 605,87 9,25 1,25 0,11 7,40 

SG8 28,25 10,67 7,67 7,65 136,50 15,80 24,15 665,87 18,66 2,75 4,04 6,30 

CG1 84,54 19,50 3,79 7,44 838,00 16,30 587,63 2332,26 85,20 7,50 5,96 7,77 

CG2 66,53 10,59 8,60 7,50 283,00 11,96 688,28 1102,81 10,20 11,75 1,04 15,70 

C1 28,59 9,47 5,50 7,37 631,00 14,45 1529,67 14383,47 327,31 2,50 5,40 9,48 

C2 22,35 5,41 9,48 7,88 345,00 13,09 725,83 1527,08 251,20 7,50 1,94 17,55 

C3 54,54 8,51 8,08 7,80 595,00 14,27 806,86 1792,74 515,86 6,50 0,80 7,55 

C4 58,30 12,64 7,74 7,95 793,00 14,06 773,26 220,58 157,52 5,75 5,97 9,63 

C5 14,25 6,42 5,44 7,92 637,00 15,39 1244,11 7043,34 440,16 2,75 -0,34 3,67 

C6 22,16 8,45 5,52 7,99 702,00 15,30 717,10 3848,47 350,21 3,75 0,78 9,35 

C7 30,65 7,93 8,68 8,04 707,00 14,98 616,10 3641,47 21,55 2,75 3,44 7,55 

C8 11,90 5,31 8,71 8,07 610,00 15,58 595,28 1093,34 5,60 6,00 4,49 9,52 

C9 41,51 7,33 3,97 7,73 516,00 16,21 502,14 1368,05 10,07 3,75 6,30 9,44 

SJ1 96,10 20,11 6,33 7,05 239,00 15,00 472,47 1955,35 51,00 6,25 6,52 6,22 

SJ2 35,82 1,93 7,42 7,57 227,00 15,98 944,94 1349,10 66,75 6,25 6,52 6,22 

SJ3 40,64 11,08 5,78 7,45 198,00 15,03 836,79 1312,46 390,74 6,00 5,61 9,47 

SJ4 80,91 15,00 5,07 7,28 113,00 15,50 529,07 1977,03 176,89 8,25 5,61 6,63 

SJ5 31,87 12,60 2,75 7,49 343,00 15,73 1026,91 20538,28 10595,90 5,50 0,31 2,22 

SJ6 91,53 16,51 7,21 7,83 379,00 15,70 451,22 1105,55 107,59 9,25 5,77 3,78 

SJ7 68,20 12,61 7,89 7,92 177,00 14,59 248,95 811,90 83,97 33,75 6,06 7,28 

SJ8 25,15 7,74 9,74 7,56 187,00 11,47 27,97 532,46 48,40 22,25 5,89 5,08 

SJ9 55,61 9,52 9,38 7,67 184,00 11,60 133,79 713,23 56,68 13,00 4,07 4,04 

SJ10 15,16 3,47 8,44 7,68 238,00 11,87 58,14 610,61 53,00 13,25 4,98 4,56 

SJ11 92,41 49,27 5,26 7,43 190,00 11,83 193,85 842,69 315,49 14,25 4,53 4,30 

SJ12 70,60 12,66 8,82 7,21 367,00 11,62 262,97 627,98 177,71 21,50 4,05 4,43 

CC1 36,98 7,29 7,68 7,21 538,00 9,00 277,14 874,26 12,52 7,25 6,58 6,69 

CC2 22,34 4,95 4,70 7,03 486,00 11,04 97,37 755,98 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 10,25 6,58 13,21 

CC4 131,02 17,66 8,00 7,58 162,00 18,34 590,18 1003,72 60,56 5,25 1,99 6,61 

SC1 32,50 6,78 8,74 7,43 202,00 14,29 140,02 435,37 37,06 17,50 3,69 19,72 

SC2 20,88 8,51 10,36 7,35 188,00 12,41 240,31 667,45 59,75 16,25 1,89 15,63 

SC3 53,31 13,78 8,79 7,70 260,00 12,82 276,57 915,31 428,56 9,33 5,93 6,81 

SC4 12,00 5,60 8,13 7,25 119,40 14,80 56,45 468,52 22,03 2,50 1,68 6,61 

SC5 20,02 4,94 8,76 7,30 192,00 16,81 142,00 1568,92 14,57 1,50 0,25 5,99 

SC6 51,19 35,02 8,10 7,38 261,00 16,39 198,38 1522,35 71,40 2,75 1,17 4,50 

SC7 25,46 6,12 5,79 7,30 99,00 17,22 325,44 1657,33 19,58 4,00 0,09 2,82 
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Caracterización de la cuenca según uso de suelos y variables Fisico-Químicas 

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 reúne a los sitios que en general tienen una alta contribución a la 

dimensión 1 en sentido negativo: CG1, C2, C3, C4, C7, C8, C9, SJ1, SJ3, SJ4, SJ6, SJ12, 

CC1, CC2, CC3, CC4 y SC3. Esta dimensión a su vez está determinada en sentido negativo 

por la variable agricultura (Tabla 3.3). El grupo 1 estaría conformado por sitios que presentan 

altos porcentajes de superficie agrícola (rango: 94.95-100%). El grupo 2 (CG2, C1, C5 y C6)  

está 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) 

está 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%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1 Análisis de Componentes Principales de sitios de muestreo en la cuenca del Santa Lucía. 

Se observan 4 grupos según los usos del suelo. 
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Tabla 3.3 Contribución de los sitios de muestreo y las variables de usos del suelo a los factores 

considerados en el ACP. Sitios de muestreo: Santa Lucía Grande (SG), Canelón Grande (CG), 

Colorado (C), San José  (SJ), Canelón Chico (CC) y Santa Lucía Chico (SC). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sitio    Dimensión 1 Dimensión 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 

C1 -0,31343 1,6135 

C2 -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 

C9 -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 

SJ11 0,81978 -0,41522 

SJ12 -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 Dimensión   1 Dimensión  2 

Agrícola -0,7141 -0,2031 

Urbano 0,05447 0,938 

GanExt 0,6979 -0,281 
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Al realizar el Análisis 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 discriminación entre los sitios.  

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los valores de los parámetros físico-

químicos, teniendo en cuenta los grupos definidos según los usos del suelo, se realizó el 

Análisis de Similitud (ANOSIM, p<0.05). Dicho análisis detectó 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 diferirían en los valores de las variables fisicoquímicas. 

Los diferentes usos del suelo se asocian de manera distinta a algunas variables fisicoquímicas. 

El porcentaje de urbanización se correlaciona positivamente con la concentración de fósforo y 

Plomo y negativamente con el oxígeno disuelto. El porcentaje de superficie agrícola se 

correlaciona también de forma positiva con la concentración de fósforo, la conductividad y 

con los sólidos totales disueltos. El área de ganadería extensiva y forestación presentaron el 

mismo patrón, ambas se correlacionaron negativamente con la concentración de fósforo total 

y con los sólidos totales disueltos (Tabla 3.4) 

Tabla 3.4 Correlaciones para las variables ambientales. Para la Temperatura y el pH se utilizó el 

coeficiente de correlación lineal mientras que para el resto de las variables no paramétricas el 

coeficiente de correlación de Spearmman. Los valores en negrita son significativos (p<0,005). 
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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 líneas A y C se observa la 

coloración rosa resultado de la síntesis de β-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 

coloración amarilla típica del medio de análisis (en el caso de la placa de estradiol estos 

últimos pocillos se encuentran vacíos) (Figura 3.2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 Placa de ensayo del 17β-Estradiol (izquierda) y de las muestras C9 (Colorado) y SJ3 (San 

José)  (derecha). 

 

La curva concentración-respuesta para las diferentes concentraciones de E2 (26.6 ng/L a 

54.48 µg/L) muestra una forma sigmoidal característica con un valor promedio mínimo de 

absorbancia de 1.03 y máximo de 3.04. Se calculó para cada ensayo el valor de EC50, 

revelando un valor promedio de 1.63 ± 0.47 µg/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 

Límite de Detección fue de 0.69 ng EQ-E2 /g de sedimento (Figura 3.3). 
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Figura 3.3 Curva de 17β-Estradiol (E2) promedio de los 6 ensayos realizados. Densidad óptica (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 observó estrogenicidad en 13 de los 42 

sitios analizados. En todas las subcuencas se halló actividad estrogénica excepto en la del 

Canelón Chico (Figura 3.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.4 Mapa de estrogenicidad y citotoxicidad en la cuenca del Río Santa Lucía. La 

estrogenicidad se presenta en 3 rangos de concentraciones al igual que la citotoxicidad de acuerdo a la 

relación de Frische (2009) teniendo en cuenta el factor de dilución 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 Lucía Grande y Canelón Grande (50% ambas), Santa Lucía Chico 

(28.6%) y San José (8.3%).  

Tabla 3.5 Actividad estrogénica expresada en equivalentes de estradiol (EQ-E2) y citotoxicidad. Santa 

Lucía Grande (SG), Canelón Grande (CG), Colorado (C), San José  (SJ), Canelón Chico (CC) y Santa 

Lucía Chico (SC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sitio 
EQ-E2 

(ng/g) 
Citotoxicidad 

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 SI 

C2 6,04 SI 

C3 2,92 NO 

C4 170,18 NO 

C5 <LD SI 

C6 <LD NO 

C7 42,57 NO 

C8 <LD NO 

C9 47,59 NO 

SJ1 <LD NO 

SJ2 22,30 NO 

SJ3 <LD NO 

SJ4 <LD NO 

SJ5 <LD NO 

SJ6 <LD NO 

SJ7 <LD NO 

SJ8 <LD SI 

SJ9 <LD NO 

SJ10 <LD SI 

SJ11 <LD NO 

SJ12 <LD NO 

CC1 <LD NO 

CC2 <LD SI 

CC3 <LD NO 

CC4 <LD NO 

SC1 <LD NO 

SC2 <LD SI 

SC3 <LD SI 

SC4 75,25 NO 

SC5 <LD NO 

SC6 13,66 NO 

SC7 <LD SI 
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Los valores de estrogenicidad teniendo en cuenta únicamente los sitios donde se halló 

actividad se muestran en la Figura 3.5. El valor máximo (170.18 EQ-E2 ng/g de sedimento) 

se halló en el Aº Colorado, mientras que el mínimo (2.92 EQ-E2 ng/g de sedimento) se 

observó en las nacientes del mismo arroyo.   

 

 

 

 

Figura 3.5 Valores de equivalentes de estradiol para los sitios que presentaron estrogenicidad: Santa 

Lucía Grande (SG), Canelón Grande (CG), Colorado (C), San José  (SJ), Canelón Chico (CC) y Santa 

Lucía Chico (SC). 

 

Citotoxicidad 

En nueve muestras se constató inhibición del crecimiento de la levadura adjudicado a la alta 

toxicidad de las mismas. Esta inhibición se cuantificó de acuerdo a la relación presentada por 

Frische (2009) y se presenta en la Tabla 3.6, para las diferentes diluciones de las muestras 

donde se observó inhibición del crecimiento de S. cerevisiae. 
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Tabla 3.6 Estimación de la citotoxicidad  (inhibición del crecimiento de la levadura). Colorado (C), 

Santa Lucía Chico (SC), San José  (SJ) y Canelón Chico (CC). Se presentan los sitios donde los 

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

            Sitios 

  

Factor de 

dilución 

   

 

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 fisicoquímicas 

Se realizaron análisis de correlaciones no paramétricos entre la estrogenicidad y las diferentes 

variables ambientales. Se encontró únicamente una relación negativa entre la estrogenicidad y 

la materia orgánica en suspensión y marginalmente positiva entre la estrogenicidad y el 

tamaño del grano (Tabla 3.7). 

Tabla 3.7 Correlaciones no paramétricas  para las variables ambientales y la estrogenicidad. Los 

valores de los coeficientes de correlación 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 

O2 0,067 0,67 

Amonio 0,0088 0,96 

Fósforo 0,26 0,10 

Area 0,016 0,96 

Agrícola -0,096 0,53 

Urbano 0,091 0,56 

Ganadería -0,048 0,76 

Forestación -0,076 0,63 

pH 0,069 0,66 

T 0,27 0,075 

R = 0,07 

P = 0,77 

p 
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Asociación entre la estrogenicidad y usos del suelo  

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

agrícola presenta el mayor valor, seguido por el urbano y por último el ganadero (Figura 3.6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.6 Valores de estrogenicidad (para los sitios que presentaron actividad estrogénica) según los 

diferentes usos del suelo: Agrícola, Ganadería extensiva y Urbano. Las barras corresponden a los 

valores de error estándar. 

Se planteó un GLM para investigar si la estrogenicidad podía explicarse según los diferentes 

usos del suelo. Para ello se utilizó la ordenación en 4 grupos obtenida mediante el análisis de 

componentes principales (Figura 3.1). El output de este modelo muestra que los valores de 

estrogenicidad para los sitios donde predomina el uso agrícola difieren significativamente de 

los valores correspondientes al uso de ganadería 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 relación entre la estrogenicidad (EQ-E2 ng/g de 

sedimento) y la variable categórica uso del suelo, así como la estrogenicidad y la concentración de 

Plomo en sedimento. Se muestran los valores de ajuste de ambos modelos así como los resultados de 

los parámetros y errores estándares (SE).  

Modelo R
2
 p 

m1= 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 

Agrícola 54,05  1,06 

Ganadería Extensiva 32, 46 1,10 

Concentración Pb Parámetro SE 

Intercepto 66,02 1,17 

Pendiente 0,96 1,015 

 

La variable categórica 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 análisis exploratorio de los datos (Figura 3.6): los sitios que 

presentaron la mayor estrogenicidad fueron los asociados al uso agrícola seguidos por el uso 

urbano y por último el ganadero. 

Usando el Plomo como marcador industrial en el segundo modelo, se observa una asociación 

significativa sobre la variable de respuesta (p = 2e-16). A partir de los componentes  y 

parámetros del modelo (Tabla 3.8) se obtuvo la siguiente ecuación de regresión: 

    EQ-E2 = 66.02 + 0.96 *Pb.  

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

estrogenicidad aumenta 0.96 veces. 

 

DISCUSIÓN 

Calidad de agua en la cuenca del Río Santa Lucía 

A partir de la determinación de diferentes parámetros ambientales así como la caracterización 

de los usos de suelo de la cuenca, se pudo llegar a una aproximación 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 Fósforo que existe en varios puntos de la cuenca y que generalmente 

se ha acompañado con problemas de eutrofización y presencia de blooms algales (Inda & 

Indarte, 2010) 

Los valores de oxígeno disuelto difirieron significativamente entre sitios, el sito que presentó 

menores valores (2.75 mg/L) se encuentra ubicado sobre una cañada en la ciudad de San José, 

donde el agua permanecía estancada y con mucha carga de desechos orgánicos lo que 

favorecía los bajos niveles de OD generando un ambiente con hipoxia. Este valor es inferior 

al límite de 5 mg/L que establece la legislación como estándar de calidad para aguas naturales 

de ríos (Decreto 253/79). Sin embargo, solo unos pocos sitios mostraron este comportamiento 

(valores menores a 5 mg/L) indicando que la mayoría presentaron niveles aceptables de 

oxígeno disuelto de acuerdo a los valores estándares 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 más altos de este parámetro en los 

meses fríos, son esperados de acuerdo a la relación inversa entre temperatura y concentración 

de oxígeno disuelto en agua. 

El pH mostró 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 parámetro no mostró una variación 

significativa  ni ningún  patrón espacial, existe una pequeña variación del pH que puede tener 

un efecto sobre la ionización de algunos grupos funcionales de PEs, pudiendo alterar los 

niveles de sustancias químicas estrogénicas en el medio (Li et al., 2011). Además el valor del 

pH puede afectar la capacidad de absorción de algunos compuestos estrogénicos como el EE2 

(Wang et al., 2014a). 

Tanto los valores de materia orgánica en suspensión 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 variación en las 

condiciones ambientales para dicha subcuenca en la útlima década. 

Los niveles de Fósforo Total (exceptuando los sitios de Santa Lucía Grande, dos sitios de la 

cuenca alta del San José y un sitio en la naciente del Santa Lucía Chico) superaron la 

concentración máxima de 100 µg/L indicada según la normativa del Ministerio de Vivienda 

Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente (MVOTMA, 2013. Expte. 2013/08319.), donde 
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se ajusta la concentración de estos y otros parámetros para ríos y arroyos de cuenca del Río 

Santa Lucía. De acuerdo a los valores obtenidos, de los 42 sitios analizados, 7 cayeron dentro 

del rango de aguas eutróficas para la concentración de Pt (35-150 µg/L) y 29 dentro del rango 

de aguas supertróficas (>150 µg/L) (OCDE, 1982). Si bien no es tan sencillo establecer las 

causas de este exceso en Fósforo, debe considerarse que muchos de los sitios que presentaron 

altos valores están establecidos dentro de microcuencas con intensa actividad agrícola, 

además de la presencia de ciudades importantes en sus cercanías. Por lo cual reciben el aporte 

difuso de fósforo probablemente de origen agroquímico, además de aportes puntuales de 

origen doméstico o industrial. El valor mínimo fue hallado en el Arroyo Penitente de la 

cuenca del Santa Lucía Grande. El valor máximo se encontró en el Arroyo Las Piedras, que 

fue ligeramente mayor al encontrado por Teixeira-de Mello (2007) sobre el mismo punto. 

Este sitio, por su ubicación 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 registró el valor mínimo del 

Índice de Calidad Agua dentro de la cuenca del Colorado. Existe una gran preocupación por 

controlar los efluentes industriales sin tratamiento que se vierten en este arroyo además de los 

domésticos, teniendo en cuenta sobre todo que solo el 22% de la población de Las Piedras 

cuenta con saneamiento y que además 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 Nitrógeno también fue bastante alta en algunos puntos  presentando 

su valor máximo en el sitio  ubicado sobre una cañada 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 µg/L) fue el 

sitio ubicado sobre el Arroyo Las Piedras (donde se halló la máxima concentración de 

fósforo). Nuevamente, las posibles causas que explicarían estos y otros valores altos 

encontrados (como son la mayoría de los sitios del Colorado, la cuenca baja del San José, el 

Canelón Grande y del Santa Lucía Chico cercano a la ciudad de Florida) se relacionan con el 

efecto de los vertidos urbanos e industriales próximos, así como los aportes desde las tierras 

cultivadas. El valor mínimo se halló nuevamente en el Arroyo Penitente del Santa Lucía 

Grande. Dentro de la subcuenca de Santa Lucía Chico, el sitio que presentó la mayor carga de 

nitrógeno con un valor de 1657.33 µg/L, fue el del embalse de Paso Severino. Este sitio 

también presento niveles elevados de fósforo (325.44 µg/L) cayendo en el rango de aguas 

supertróficas. Cabe destacar que este embalse constituye la principal reserva de agua dulce, 

https://es.wikipedia.org/wiki/Agua_dulce
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que se destina para su potabilización y distribución en el área metropolitana del país. La alta 

carga de nutrientes en este tipo de sistemas favorece la eutrofización, 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 cuál 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 

domésticas de la ciudad de Florida o desde afluentes provenientes de tambos) o a partir de 

fuentes difusas (agricultura).    

Por último, el valor máximo  de amonio también fue hallado en el punto sobre la cañada del 

Río San José superando los estándares establecidos por la legislación 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 límite establecido por dicha legislación. 

En resumen, la mayoría de los indicadores de calidad de agua cumplieron con los parámetros 

establecidos en la normativa nacional, excepto para el fósforo en la mayoría de los sitios. 

Otros parámetros, 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 cañada 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 contaminación por amonio). 

Otros puntos donde se hallaron algunas problemáticas 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 Canelón Grande por su alta carga en fósforo total.   

Las subcuencas con mayor superficie cultivada (representadas principalmente por las 

nacientes del Colorado, la cuenca baja del San José, todos los puntos del Canelón Chico y una 

de las nacientes de Santa Lucía Chico, según los resultados del Análisis de Componentes 

Principales) se caracterizaron por poseer mayor conductividad, concentración de fósforo y 

sólidos en suspensión. Esto podría explicarse por una mayor tendencia a la erosión de los 

suelos cultivados, degradados y sin su vegetación natural (Barreto, 2008), así 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 

urbanización (representadas por sitios asociados a las ciudades de La Paz, Las Piedras y 

Progreso, así como un sitio sobre la desembocadura del Canelón Grande) también poseen 

mayores concentraciones de fósforo además de plomo y menores valores de oxígeno disuelto. 
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Estas zonas estarían caracterizadas entonces por un enriquecimiento de fósforo 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 así como la mayor concentración de Pb que 

representa un marcador industrial.  

Actividad estrogénica en la cuenca del Río Santa Lucía 

Se observó estrogenicidad en la cuenca a partir del uso del ensayo YES. Se determinó la 

presencia de xenoestrógenos a partir de compuestos hidrofóbicos  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 aproximación bastante conservadora, es 

decir se obtuvieron valores con limites de detección altos (de 0.69 ng EQ-E2 /g de sedimento) 

(Tabla 4.1).  

Si bien la mayoría de los sitios que presentaron estrogenicidad se encuentran en la subcuenca 

del Colorado asociado a áreas con gran urbanización y agricultura, se halló actividad 

estrogéncia en sitos que eran considerados con bajo impacto antrópico, lo que nos indica que 

hay múltiples fuentes que pueden estar actuando como xenoestrógenos además de la urbana y 

la agrícola. Ejemplo de ellos son la Laguna de los Cuervos, el sitio ubicado sobre el Arequita 

y sobre el Arroyo Casupá, todos localizados cerca de las nacientes del Santa Lucía Grande. En 

el caso del Arequita puede asociarse con la liberación de productos como detergentes como 

resultado de las actividades que allí se realicen (e. g. lavado de autos en los pasos de ganado). 

Para los otros sitios seguramente esté involucrada la liberación de pesticidas asociados a las 

actividades agrícolas que pueden estar actuando como xenoestrógenos, además de los 

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

sistemas (lagos, ríos, estuarios y arroyos).  

Sistema País EEQ E2 

sedimento 

(ng/g) 

EEQ E2 agua 

(ng/L) 

         Bibliografia 

Río Santa Lucía Uruguay 170.18 -                  - 

Lago Dlugi Staw  Polonia 140 - Garcia-Reyero  & Piña , 2005 

Río 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 

Río Danube Alemania 1 - Grund et al., 2011 

Río Cotia  Brasil - 3.1  Jardim et al., 2012 

Río Paraiba do Sul  Brasil - 17  Dias et al., 2015 

Río Ebro España 0.3 2.0 Gorga et al., 2015 

Peñarrubia España 0.010 1 -  Schnell et al., 2013 

Estuario Darwin Harbour Australia 6.29 -  Frenc et al., 2015 

Arroyo Browns Australia - 2.91 Coleman et al., 2008 

Río Yeongsan  Korea -           5.9  Duong et al., 2010 

 

Otro de los sitios donde llamó la atención los altos valores de estrogencidad hallados (75.25 

ng de EQ-E2/g de sedimento) fue  en las nacientes del Santa Lucía Chico (cercano al pueblo 

San Gabriel). Todos estos puntos tienen la característica común de que, además de áreas de 

cultivo, presentan parches de forestación cercanos. La preparación del terreno para las áreas 

de forestación incluye el control de malezas, la fertilización y el combate de hormigas, lo cual 

implica la aplicación de herbicidas, fertilizantes químicos y hormiguicidas. También son 

aplicados herbicidas para el control de malezas después de la plantación y después de 

cortados los árboles para eliminar los rebrotes (Cárcamo, 2010). En Uruguay muchas 

empresas utilizan compuestos que incluyen herbicidas, sustancias como el Agral 90 utilizado 

como coadyuvante (que en este caso refuerza la acción del herbicidas) y para el lavado de 

máquinas (que posee concentrado de oxido de etileno nonilfenólico como principio activo), 

hormiguicidas y fertilizantes (Cárcamo, 2010). Algunos herbicidas utilizados en esta actividad 

como el acetoclor, oxifluorfen, haloxifop metil y el hormiguicida fipronil, están considerados 

como potencialmente carcinogénicos según la Agencia Internacional para la Investigación del 

Cáncer (IARC), la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (US/EPA) y la Unión 

Europea (Pesticide action network UK, 2009). Además, el herbicida acetoclor está catalogado 

dentro de la lista de potenciales PEs (Pesticide action network UK, 2009). Otro herbicida 

utilizado durante la forestación es el glifosato, sobre el cual también existen estudios que lo 
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vinculan con el desarrollo de cánceres además de señalar que puede producir malformaciones 

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

Otro de los sitios considerado de bajo impacto antrópico y que sin embargo presentó 

estrogenicidad fue sobre el Arroyo Pintado que es un tributario de primer orden del Santa 

Lucía Chico. Aquí pueden estar involucradas  otras actividades  dado a que es una zona de 

ganadería con presencia de tambos. Históricamente, las preocupaciones relativas a zonas 

donde existe cría de ganado han sido relacionadas principalmente a problemáticas asociadas a 

la liberación de nutrientes (Jongbloed & Lenis, 1998). Más 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 estrógeno natural más comúnmente 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 ríos o fuentes de agua más próximas (Daughton, 2006). Estas hormonas 

sintéticas, como el etinilestradiol, que a diferencia de las hormonas naturales son persistentes, 

podrían ser fuente de xenoestrógenos. 

En la desembocadura del Canelón Grande y Chico también se hallaron valores altos de 

estrogenicidad, aquí se recibiría la descarga no solo de los residuos de tratamientos del cuero 

en las curtiembres, los productos de desechos de frigoríficos u otras industrias o la 

contaminación doméstica de la ciudad de Canelones, sino que también la liberación de 

desechos desde fuentes difusas agrícolas. 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 halló estrogenicidad sobre la desembocadura 

del Río San José, lo que podría estar vinculado al arrastre de los desechos domésticos, 

industriales y agrícolas 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 mencionó, la subcuenca del Colorado fue en la que se halló mayor cantidad de 

sitios con estrogenicidad, donde ocurre algo similar que con el sitio ubicado sobre el Canelón 
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Grande. A su vez, el punto donde se halló el valor máximo 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 químicos, los cuales en la mayoría de las 

ocasiones luego de ser utilizados se arrojan a las fuentes hídricas más 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 encontró en 

dicha muestra (170.18 ng de EQ-E2/g de sedimento). 

Además 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 fósforo). Si bien la citotoxicidad puede estar 

dada por múltiples 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 único caso que se pudo calcular la actividad estrogénica aunque haya habido 

inhibición 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 provocó la mayor inhibición 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. Además, se observa que los 

diferentes puntos responden distinto en cuanto a su toxicidad a las diferentes diluciones. Esto 

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

Asociación entre parámetros Fisico-Químicos 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 excepción de la correlación negativa entre la materia orgánica en suspensión y 

la estrogenicidad, aunque esa relación se esperaba encontrar para la materia orgánica en 

sedimento y de manera positiva, dado a que la absorción de algunos PEs puede estar 

correlacionada con el contenido de carbono orgánico en sedimento (Lai et al., 2000). También 

se encontró una correlación positiva marginalmente significativa entre la estrogenicidad y el 

tamaño de grano de sedimento, dicha relación se esperaba fuese inversa teniendo en cuenta 

que el sedimento fino tiende a retener mas los contaminantes. 



49 
 

Si bien se obtuvieron muchos valores por debajo del límite de detección (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. 

Además, la ausencia de una correlación entre la estrogenicidad y los parámetros 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 podía asociarse a los distintos 

usos del suelo y/o a la presencia de actividad industrial (concentración de Plomo en 

sedimento). Si bien se halló cierta asociación entre el Plomo y la estrogenicidad, el modelo 

planteado no presenta un buen ajuste, lo que impide afirmar que esta variable está 

directamente vinculada con la actividad estrogénica. De todas formas, sí puede estar asociada 

de manera indirecta con la misma por ejemplo, los lugares que presentan mayor concentración 

de plomo pueden estar relacionados con sitios de mayor contaminación 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 EC50 del estradiol en un factor de 10. 

Evidenciando que estos metales pueden actuar como PEs modulando la actividad estrogénica 

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

Por otro lado, se hallaron diferencias estadísticas entre los distintos usos (eg. ganadero y 

agrícola), siendo como era de esperar el uso ganadero el que produce una menor liberación de 

este tipo de sustancias. Si bien el uso agrícola fue el que presentó en promedio los mayores 

valores de estrogenicidad, se halló 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 múltiples actividades antrópicas. 
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¿Cuáles son las posibles fuentes de xenoestrógenos en la cuenca de Santa Lucía? 

Existen diversos compuestos que pueden estar actuando como fuente de xenoestrógenos, sin 

embargo algunos de ellos pueden tornarse más importante teniendo en cuenta sobre todo el 

tipo de descarga o liberación al medio que poseen. La liberación al ambiente desde sitios 

urbanos (domésticos) por ejemplo, puede asociarse con la descarga de estrógenos sintéticos 

como el  EE2, que si bien se encuentra en concentraciones generalmente casi imperceptibles 

es altamente estrogénico y persistente (Allinson et al., 2010),  o los utilizados por mujeres 

durante la menopausia para reducir los síntomas. Además de los estrógenos naturales como la 

estrona y el E2. 

Teniendo en cuenta  que durante la extracción de las muestras de sedimento las mismas 

fueron lavadas en agua para eliminar muchas sustancias que podían estar interfiriendo con el 

crecimiento de la levadura, seguramente los compuestos que fueron retenidos son 

principalmente hidrofóbicos.  De esta forma, nos enfocamos a  sustancias estrogénicas como 

los alquilfenoles polietoxilados (AP), un grupo de surfactantes no iónicos, que en las plantas 

de tratamiento de aguas residuales,  son inicialmente biodegradados  derivando en metabolitos 

persistentes y altamente lipofílicos, 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 hidrofóbica 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 agrícola o industrial (Gorga et 

al., 2015). Los mismos son surfactantes, es decir bajan la tensión superficial por lo que 

mejoran la dispersión 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 producción, uso y 

deposición. 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 ámbito de la política de la Directiva Marco del  

Agua (DMA) de la Unión Europea (UE) y en el año 2001, se estableció la eliminación 

progresiva de sus emisiones (Decisión nº 2455/2001/CE). En el año 2003 se prohibió en gran 

medida la comercialización 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 países dentro 
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de la UE demuestran que no hay reducciones en la contaminación por NPs y confirman 

concentraciones elevadas de los mismos (Scheuer, 2010).  La última normativa vigente, 

restringe el uso de estas sustancias también como productos de consumo, limpieza doméstica 

y tratamiento de textiles además del uso industrial (Reglamento 2009/552/CE). Sin embargo, 

los resultados de monitoreo y evaluación de contaminación con NPs por parte de las 

autoridades no son tan claros, por lo tanto, es difícil determinar si realmente se está logrando 

la reducción progresiva de estas sustancias al ambiente tal como exige la normativa (Scheuer, 

2010).   

En Uruguay, son múltiples los productos utilizados que contienen etoxilados en sus 

formulaciones. De hecho hay 91 productos domisanitarios (productos de limpieza, 

desinfección, desinfestación que se usan a nivel doméstico, industrial e institucional) 

registrados en el Ministerio de Salud Pública 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 químicos que pueden ser perturbadores endócrinos y más aún dependiendo 

de la presencia de otros compuestos orgánicos e inorgánicos, la biodisponibilidad y toxicidad 

de los mismos puede variar.  Es por ello que consideramos el análisis de la respuesta (i.e. 

estrogenicidad) y no la cuantificación analítica de un compuesto determinado como la mejor 

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

La regulación de los PEs es escasa, debido al desconocimiento de sus efectos, además de que 

no se tiene un inventario de “todas” las especies químicas presentes en una muestra 

ambiental, por limitaciones analíticas. Aunque muchos estudios han mostrado los efectos de 

los PEs todavía muchos países no tienen establecidos límites 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 químicas sean eliminadas de manera progresiva, y sus 

usos sustituidos por alternativas más seguras. Es necesario incrementar el conocimiento sobre 

el origen, la transformación y los efectos de estos contaminantes, para prevenir la 

comercialización y liberación al medio de estas sustancias y proponer los mecanismos de 

tratamiento del agua, con el fin de garantizar una calidad idónea y sin efectos para la salud 

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

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la contaminación en sedimentos por 

sustancias estrogénicas ocurre en diversos sitios de la cuenca del Río Santa Lucía, asociado a 

múltiples fuentes de contaminación. 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 Río Santa Lucía, tiene un alto potencial de efectos 

de perturbación endócrina. La entrada de contaminantes se da por pulsos liberados al agua, los 

cuales luego se acumulan en los sedimentos por procesos de especiación y partición, y luego 

son resuspendidos nuevamente a la columna de agua (e.g. por difusión simple).  Es por ello 

que resulta relevante a la hora de evaluar la calidad de agua, los análisis  de estrogenicidad en 

sedimento ya que la dinámica de acumulación en la columna de agua dependerá de los puslos 

de liberación y la resuspensión desde los mismos.  
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ANEXO 1.  Preparación de soluciones del ensayo YES 

Medio mínimo 

Se añadiendo los siguientes reactivos a 1 L de agua ultrapura: 13.61 g de KH2PO4; 1.98 g  de 

(NH4) 2SO4; 4.2 g de KOH; 0.2 g de MgSO4; 1 mL de solución de Fe2 (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-HCl; 25 mg de L-fenilalanina; 100 mg de ácido glutámico; 150 mg de L-valina y 375 

mg de L-serina. La solución fue autoclavada a 121 ° C durante 20 minutos y almacenada a 

temperatura ambiente en frascos de vidrio. 

Solución de Vitamina 

Se añadieron 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 solución de biotina 

(2 mg/100 mL de agua ultrapura). La solución se esterilizó usando un kit de filtración estéril 

con  membrana de 0.2 micras y se almacenó a 4 ° C en alícuotas de 10 mL. 

Solución de glucosa 

La solución de glucosa se preparó al 20% w/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. 

Solución de L-aspártico 

La solución de ácido L-aspártico se preparó a una concentración de 4 mg/mL con agua 

ultrapura, y se autoclavó a 121 ° C durante 10 min. Luego se almacenó a temperatura 

ambiente 

Solución de L-treonina 

La solución madre se preparó a una concentración de 24 mg/mL con agua ultrapura y 

autoclavó a 121 ° C durante 10 min. Luego fue almacenada a 4 ° C. 
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Solución de sulfato de cobre (II) 

 Se preparó a una concentración de 20 mM (0,5 g/100 mL) con agua ultrapura. La solución se 

esterilizó utilizando un kit de filtración estéril con membrana de 0.2 micras y se almacenó a 

temperatura ambiente. 

Solución CPRG (Chlorophenol red-β-D- galactopyranoside) 

Esta solución se preparaba el mismo día en que se realizaba el ensayo, a una concentración de 

10 mg/ mL usando agua Milli-Q. Se almacenó en frascos de vidrio ámbar estériles a 4 ° C. 

Los frascos fueron cubiertos con papel de aluminio para evitar fotólisis. 

Medio de cultivo 

Se preparó mezclando: 5 mL de solución de glucosa; 1.25 mL de solución de ácido L-

aspártico; 0.5 mL de solución de vitamina; 0.4 mL de solución de L-treonina; 125 µL de 

solución de sulfato de cobre (II) y 45 mL de medio mínimo. La solución se almacenó en 

frasco de vidrio estéril, a temperatura ambiente y se utilizó en un plazo máximo de dos 

semanas. 

Medio de análisis 

En un tubo de centrifugación de 50 mL estéril se añadieron 25 mL de medio de cultivo, 250 

µL de solución de  CPRG y 25 µL de solución A. 

Solución A 

En un tubo de centrifugación (50 mL) estéril se añadieron 4.0 mL de medio de cultivo y 1.1 

mL del cultivo de levadura (preparado de 1 a 2 días antes). A continuación, se leyó 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 adaptación 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). 

 


