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RESUMEN

Algunos farmacos, como las hormonas naturales estradiol (E2) y sintéticos, presentes en
pildoras anticonceptivas como etinilestradiol (EE2) han sido identificados en distintas matrices
ambientales. Esta comprobado que este tipo de compuesto pueden acarrear efectos perjudiciales
a la fauna acuatica, propiciando diversos dafios morfologicos, metabdlicos y alteraciones del
tipo sexual. La principal herramienta de eco toxicologia para evaluar los efectos toxicos de una
sustancia quimica en un ecosistema acuatico, es por medio de ensayos de monitoreo biologico
utilizando organismos modelos. En este trabajo, se evalud los efectos causados por la
exposicion del medicamento anticonceptivo Etinilestradiol + Levonorgestrel en una
concentracion de 10 mg/L utilizando al organismo modelo C. elegans, antes y después de ser
metabolizados por hongos tolerantes aislados del antiguo vertedero “Arroio Dourado”. Se
analizaron los comportamientos de locomocion, latidos faringeos, nimero de huevos en utero
y la capacidad de supervivencia y desarrollo de los gusanos. Se llevaron a cabo 3 grupos de
exposicion: gusanos en etapa larval L1, por la exposicion de 1 hora y posterior retirada de los
compuestos, gusanos en etapa L1, sin la retirada de los compuestos y en gusanos en etapa larval
L4. Los resultados no mostraron diferencias significativas en los grupos analizados,
anticonceptivo y anticonceptivo metabolizado por el hongo tolerante (AMHT), en relacion al
control M9, en los ensayos de supervivencia, latidos faringeos, capacidad de desarrollo y
numero de huevos en el ttero, en ninguna de los 3 grupos de exposicion (exposicion en L1 con
lavado, L1 sin lavado y exposicion en L4). Sin embargo, se observo una disminucion en el
numero de thrashes al evaluar la locomocion de los gusanos tratados con el grupo AMHT, tanto
en etapa larval L1 como en L4. La concentracion de medicamento utilizada y otros parametros
no permiten concluir que el medicamento por si solo o post-metabolizacion sean seguros y
confiables para los organismos bioldgicos expuestos a ellos, en ambientes controlados o en la
naturaleza.

Palabras clave: anticonceptivo; levonorgestrel; etinilestradiol; C. elegans; hormonas.



RESUMO

Algumas drogas, como os hormonios naturais estradiol (E2) e sintéticos, presentes nas pilulas
anticoncepcionais, como o etinilestradiol (EE2), foram identificadas em diferentes matrizes
ambientais. Estd comprovado que este tipo de composto pode causar efeitos prejudiciais a fauna
aquatica, causando diversos danos morfologicos, metabolicos e alteragdes sexuais. A principal
ferramenta da ecotoxicologia para avaliar os efeitos toxicos de um produto quimico em um
ecossistema aquatico € por meio de ensaios de monitoramento bioldgico usando organismos
modelo. Neste trabalho, foram avaliados os efeitos causados pela exposi¢cdo ao
anticoncepcional Etinilestradiol + Levonorgestrel na concentragdo de 10 mg/L utilizando o
organismo modelo C. elegans, antes e apds ser metabolizado por fungos tolerantes isolados do
antigo Arroio Dourado. aterro sanitdrio”. Foram analisados comportamentos de locomocao,
batimentos faringeos, nimero de ovos in utero e capacidade de sobrevivéncia e
desenvolvimento dos vermes. Foram realizados trés grupos de exposi¢do: vermes no estagio
larval L1, por exposi¢ao por 1 hora e posterior retirada dos compostos, vermes no estagio L1,
sem a retirada dos compostos, e vermes no estagio larval L4. Os resultados ndo mostraram
diferengas significativas nos grupos analisados, anticoncepcional e anticoncepcional
metabolizado pelo fungo tolerante (AMHT), em relacdo ao controle M9, nos testes de
sobrevivéncia, batimento cardiaco faringeo, capacidade de desenvolvimento e numero de ovos
no utero, em nenhum dos 3 grupos de exposicdo (exposi¢do em L1 com lavagem, L1 sem
lavagem e exposi¢do em L4). No entanto, observou-se uma diminui¢do no numero de surras ao
avaliar a locomocao dos vermes tratados com o grupo AMHT, tanto na fase larval L1 quanto
L4. A concentragdao do farmaco utilizado e outros parametros ndo permitem concluir que o
farmaco sozinho ou pos-metabolizagdo seja seguro e confidvel para organismos bioldgicos
expostos a eles, em ambientes controlados ou na natureza.



ABSTRACT

Over time, drugs and pharmaceuticals have become significant environmental pollutants. Some
drugs, such as the natural and synthetics hormones estradiol (E2), present in birth control pills
such as ethinyl estradiol (EE2) have been identified in different environmental samples. It has
been proven that this type of compound can cause detrimental effects to aquatic fauna, causing
several morphological and metabolic damages and sexual alterations. The main ecotoxicology
tool to assess the toxic effects of a chemical in an aquatic ecosystem is through biological
monitoring assays using model organisms. In this work, the effects caused by exposure to the
contraceptive drug Ethinyl estradiol + Levonorgestrel were evaluated at a concentration of 10
mg/L using the model organism C. elegans, before and after being metabolized by tolerant fungi
isolated from the old landfill "Arroio Dourado". Locomotion behaviors, pharyngeal beats,
number of eggs in uterus and the survival and development capacity of the worms were
analyzed. Three exposure groups were carried out: worms at the L1 larval stage, by exposure
for 1 hour and subsequent withdrawal of the compounds, worms at the L1 stage, without the
withdrawal of the compounds, and worms at the L4 larval stage. The results did not show
significant differences in the groups analyzed, contraceptive and contraceptive metabolized by
the tolerant fungus (AMHT), compared to the control M9 buffer in the survival tests, pharyngeal
heartbeat, development capacity and number of eggs in the uterus in none of the 3 exposure
groups. However, a decrease in the number of thrashes was observed when evaluating the
locomotion of the worms treated with the AMHT group, both in the L1 and L4 larval stages.
The metabolites present in this compound could have interfered in the formation of motor
neurons, altering the response of specific receptors belonging to the "Cys-loop" family,
involved in muscle contraction and locomotion of nematodes. This opens the hypothesis that
the metabolized contraceptive may present a different toxicity from that caused by the original
drug, leaving space for more work in the area to be carried out to confirm the results obtained
in these trials. The drug concentration used and other parameters do not allow us to conclude
that the drug alone or post-metabolized are safe and reliable for biological organisms exposed
to them, in controlled environments or in nature.

Keywords: contraceptives; levonorgestrel; ethinyl estradiol; C. elegans; drugs.
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1 INTRODUCCION

Segun la literatura, 97,5% del volumen total del agua en la Tierra, son de agua
salada, formando los océanos y solamente 2,5% es de agua dulce. La mayor parte de esa agua
dulce esta almacenada en los casquetes polares y glaciares. El agua de los lagos y rios constituye
la forma més accesible de los recursos hidricos al uso humano, correspondiendo apenas al
0,27% del volumen de agua dulce de la Tierra y cerca del 0,007% del volumen total
(ZECHINELLI LEZAMA, 2018).

En Brasil, a pesar del agua ser considerada un recurso abundante, existen
areas muy carentes al punto de transformarlas en un bien limitado a las necesidades del hombre.
Normalmente, su escasez es mucho mas grave en regiones donde el desarrollo ocurre de manera
desordenada, provocando la deterioracion de las aguas disponibles, debido al lanzamiento
indiscriminado de residuos domésticos, industriales, agrotdxicos y otros contaminantes
(MOITA; CUDO, 1991). El agravo ocurre con el crecimiento poblacional y, consecuentemente,
la ampliacion de los niveles de consumo individual, aumentando la presion sobre los
manantiales de abastecimiento publico (MEDFU TAREKEGN; ZEWDU SALILIH; ISHETU,
2020).

La forma méas comudn de disposicién inadecuada de los residuos solidos
urbanos es en vertederos ilegales, en los cuales, los residuos son descartados sobre el suelo
desprotegido y permanecen a cielo abierto, causando una vasta degradacién ambiental. Ademas
de la problemética de la contaminacion al medio, los vertederos ilegales provocan impactos
sociales y causan dafos a la salud de las personas que viven en esos locales, muy probablemente
a los catadores de basuras reciclables que actan dentro de esos locales de manera insalubre
(VARGAS ARAUJO, 2019).

En Foz do Iguagu (PR), el antiguo vertedero “Arroio Dourado”, se encuentra
en las proximidades de un afluente del Rio Tamandué, donde esta situado un punto de captacion
de agua de SANEPAR, érgano responsable por el abastecimiento de la ciudad (MANICA;
KUO, 2011). Tras su clausura en los afios 90, y sin la debida recuperacion del area degradada,
y consecuentemente, con la expansién urbana en la ciudad, diversas familias carentes
establecieron su residencia en esa region, siendo por falta de empleo o falta de vivienda
adecuada (OLIVEIRA; RAMIREZ; DI LAURO, 2021). La poblacion de esta localidad
consume agua de pozos excavados sobre el vertedero y de un pozo artesiano en las

proximidades del mismo, por lo que ha sido objeto de diversos estudios que buscan determinar
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la calidad y el riesgo de exposicién a contaminantes del agua del arroyo (DA SILVA et al.,
2021).

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés por estudiar la
biohabitabilidad y los efectos toxicos de los contaminantes farmacéuticos sobre los
microorganismos ambientales, que actian como sistemas de respuesta primaria y desencadenan
las reacciones adaptativa (IVSHINA et al., 2019). Un estudio realizado por Grignet (2022), la
cual evalu6 el potencial biodegradador de medicamentos por microorganismos aislados del
arroyo Arroio Dourado, encontré maltiples hongos y bacterias capaces de sobrevivir ante la
exposicion de los mismos. En el mismo, se enfocd su uso como procesos alternativos y
complementarios para remover microcontaminantes emergentes, detectados en los ecosistemas
acuaticos de la region de la triple frontera, visando a la aplicacion en el campo de la
biotecnologia y de la biorremediacion.

Los farmacos son considerados microcontaminantes ambientales (HUANG
et al., 2020), incluso, alguno de ellos, son considerados desreguladores endocrinos (DES) y
pueden ser definidos como compuestos naturales o sintéticos que mimetizan o interfieren en la
accion natural del sistema endocrino en animales y humanos (FARIAS et al., 2020). Un ejemplo
de estos son compuestos presentes en las hormonas anticonceptivas, como el etinilestradiol,
estrona o estriol. Otras clases farmacoldgicas constituyen sustancias quimicas como
antitérmicos, antibidticos, antiinflamatorios y antidepresivos (DE SOUSA et al., 2020; RIBAS
etal., 2021; ZUR et al., 2018).

Segun Farias et al. (2020), la contaminacion ambiental por productos
farmacéuticos tiende a empeorar con el pasar de los afios, pues con el aumento de la expectativa
de vida y, consecuentemente, aumento poblacional, ocurre mayor consumo de esas sustancias.
El mismo estudio resalta que las principales causas de contaminacion ambiental estan
relacionadas a la practica de que las personas no se dan cuenta de que productos farmacéuticos
son peligrosos para el ambiente, por esto, usan los farmacos de manera inadecuada (FARIAS
et al., 2020). Por lo tanto, estudios enfocados en esta area, son de suma importancia, asi como
determinar modelos bioldgicos que contribuyan en el monitoreo y control de la salubridad de
los recursos hidricos.

El modelo biolégico Caenorhabditis elegans ha sido ampliamente utilizado
para estudios genéticos y bioquimicos debido a su corto ciclo de vida (2-3 semanas) simple
manipulacion en laboratorio y con numerosa descendencia que permite hacer estudios
estadisticos. EI mismo, posee una gran similitud genética y fisiologica con el humano; entre un
60 % y un 80 % de homologia (KALETTA; HENGARTNER, 2006). De hecho, la mayoria de
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sus procesos fisioldgicos basicos y de respuesta a estrés estan conservados tanto en otros
nematodos parasitos como en organismos superiores (incluyendo humanos) (CLAVIJO LARA,
2017). Se han estudiado una gran cantidad de genes en los nematodos permitiendo descubrir
diversas vias de sefializacion y mecanismos de regulacién para contribuir al estudio de
patologias y nuevos tratamientos (TORGOVNICK et al., 2013). El uso de C. elegans como
modelo bioldgico en evaluaciones toxicologicas ambientales permite la determinacion de
multiples criterios de valoracion. Algunos de estos utilizan los efectos sobre las funciones
bioldgicas del nematodo y otros utilizan marcadores moleculares (TEJEDA-BENITEZ,
OLIVERO-VERBEL, 2016).

De esta forma, el presente trabajo propone evaluar los efectos causados sobre
la exposicion del medicamento de clase hormonal Etinilestradiol 30 pg + Levonorgestrel 150
ug, al organismo modelo C. elegans tras ser metabolizados por microorganismos tolerantes a
los mismos, previamente aislados del antiguo vertedero “Arroio Dourado”, ubicado en Foz do
Iguacu - PR. El objeto de este estudio visa realizar un analisis preliminar de la calidad del agua
de esa localidad, con relacion a los parametros bioldgicos, asi como la evaluacion del riesgo de
exposicion de la poblacion cercana hacia los contaminantes emergentes del tipo farmaco,
encontrados en las aguas, desde que, hayan sido procesados por hongos presentes en el recurso
hidrico de la localidad.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Farmacos como contaminantes ambientales

Al final del siglo XIX, los medicamentos consumidos en el Brasil eran
originarios de las actividades de pequefios y medianos laboratorios nacionales, en cambio, al
inicio del siglo XX, las industrias farmacéuticas nacionales crecieron, por lo que, las farmacias,
ganaron gran popularidad. Actualmente los farmacos forman parte del cotidiano de la
poblacién, siendo utilizados en el tratamiento de enfermedades, reposicion hormonal, entre
otros (RODRIGUES, 2009).

Con el correr del tiempo, los productos farmacéuticos se han convertido en
contaminantes ambientales, y la preocupacion hacia los mismos es cada vez mayor, debido a
su potencial de bioacumulacién y ecotoxicidad, los cuales podrian representar un riesgo para
los organismos vivos (KUMMERER, 2009). Después del consumo, los productos
farmacéuticos no metabolizados y sus metabolitos se excretan y pasan a las aguas residuales
como sustancias bioldgicamente activas (KUMMERER, 2009).

Recientemente, el monitoreo de medicamentos en el medio ambiente, viene
ganando interés debido al hecho de que muchas de esas sustancias son frecuentemente
encontradas en concentraciones altas en las estaciones de tratamiento de residuos y aguas
naturales. Estudios demuestran que varias de estas sustancias parecen ser persistentes en el
medio ambiente y no son completamente removidas incluso después de pasar por las plantas de
tratamiento de aguas (CERON, 2011). Esto, porque la mayoria de ellas presentan alta
solubilidad y bajas velocidades de degradacidn, caracteristicas que facilitan su permanencia y
persistencia en el medio ambiente, sin tener en cuenta, el continuo aporte acumulativo
(MONTAGNER et al., 2019). Cabe resaltar que en las ultimas décadas hubo un aumento
significativo en el consumo de medicamentos en todo el mundo, inclusive en el Brasil,
principalmente aquellos vendidos sin prescripcion médica, como son los analgésicos y
antitérmicos y los de uso continuo como los anticonceptivos y antidepresivos (MONTAGNER,;
VIDAL; ACAYABA, 2017).

Algunos farmacos son considerados desreguladores endocrinos (DEs), los
cuéales pueden ser definidos como compuestos naturales o sintéticos que mimetizan o interfieren
en la accion natural del sistema endocrino en animales y humanos (MAIA, 2021). Son varios
los compuestos pertenecientes a este grupo, sin embargo, las hormonas naturales estradiol (E2)
y sintéticos, presentes en pildoras anticonceptivas como etinilestradiol (EE2) y los metabolitos
oriundos del metabolismo de estos compuestos, como estrona (E1) y el estriol (E3) han sido
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identificados en distintas matrices ambientales (FARTO et al., 2021; MONTAGNER et al.,
2019).

En Brasil, desde la década de los 90, son realizados estudios que permiten
determinar la presencia de contaminantes emergentes, entre ellos farmacéuticos, en los
ecosistemas acuaticos (LANCHOTE et al., 2000). Desde entonces, diversos ensayos han sido
desarrollados para detectar estos contaminantes en las distintas matrices acuéticas brasilefias
(DE SOUSA et al., 2020; MONTAGNER et al., 2019; MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017).

Muchos de los compuestos evaluados en Brasil, estdn entre aquellos
preconizados por la Unidn Europea para el monitoreo de farmacos en aguas de abastecimiento
publico. Entre esas sustancias se encuentran las hormonas (SOUZA, 2017). Las hormonas son
los compuestos mas estudiados en Brasil y el mundo, pues permanecen en el medio ambiente y
son capaces de interferir sobre el sistema enddcrino, pudiendo causar dafios a diferentes
organismos (GLASSMEYER et al., 2017) incluyendo peces, algas, moluscos, bivalvos, entre
otros (ADEEL et al., 2017; HUANG et al., 2020; SIVARANJANEE; KUMAR, 2021).

Poco se conoce sobre la ruta de los farmacos en el medio ambiente, sin
embargo, su ocurrencia, puede presentar efectos adversos en organismos acuaticos y terrestres.
Tales efectos ocurren en cualquier nivel de jerarquia biolégica, como células, 6rganos,
organismos, poblacion, ecosistema (CERON, 2011). En la figura 1, se muestra

esquematicamente la introduccion de los productos farmacéuticos en el ambiente acuético.

Figura 1 - VIAS DE EXPOSICION EN LA DETERMINACION DE FARMACOS EN
AGUA
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Fuente: Adaptado de (CERON, 2011).



18

Las rutas de contaminacion pueden ser por fuentes puntuales, asi como
difusas. Las fuentes puntuales son de facil identificacion, y ocurren a traves de las estaciones
de tratamientos de residuos, efluentes in natura directamente en los ambientes acuéticos,
eliminacién de compuesto puro sin uso, residuos industriales y farmacéuticos, de hospitales y
otros servicios de salud (efluentes hospitalares). Las fuentes difusas, en cambio, acostumbran a
ser en &reas extensas y estan asociadas principalmente al caudal superficial de las aguas
pluviales y lixiviacion de los compuestos en el suelo (BISOGNIN; WOLFF; CARISSIMI,
2018; BRANCO et al., 2021; QUADRA et al., 2018).

Con todo esto, cabe resaltar que uno de los principales inconvenientes se
refiere a la falta de informacién de gran parte de la poblaciéon en cuanto a los métodos y
conducta adecuados para el descarte de tales productos y al impacto del descarte inapropiado
gue los mismos pueden causar al medio ambiente, incluyendo al propio ser humano, pues los
embalajes de los productos farmacéuticos no proveen instrucciones respecto a como proceder
con los residuos, al contrario de muchos otros productos industrializados de otros sectores. No
obstante, esto se debe principalmente por la falta de legislacion para establecimientos
comerciales como farmacias y centros de salud, las cuales no son obligadas a recoger esos
productos, aunque los mismos todavia se encuentren dentro del plazo de validez. Dichos
establecimientos tampoco poseen estructura organizacional ni requieren pasar por fiscalizacion
en lo que se refiere a certificados y licencias para mantenerse activas en el mercado. A pesar de
gue muchos de estos establecimientos cuentan con el apoyo de la prefectura del municipio para
destinar sus residuos, es comun que esta Ultima no disponga de recursos especializados para
lidiar adecuadamente con el material. Por otro lado, Brasil posee baja infraestructura en relacion
a la falta de vertederos sanitarios adecuados e incineradores licenciados en vasta region de su
territorio, lo que compromete atn mas la aplicabilidad de medidas agiles que puedan, al menos,
minimizar el problema (CERON, 2011).

2.2  Efectos ecotoxicologicos

Esta comprobado que tanto los farmacos no hormonales como los hormonales
(desreguladores endocrinos) pueden acarrear efectos perjudiciales a la fauna acuética,
propiciando diversos dafios morfolégicos, metabdlicos y hasta alteraciones de tipo sexual.
Dentro de estas alteraciones, existen efectos y dafios en la produccion de esperma y
feminizacion de machos, declino en la capacidad de reproduccién y hasta ocurrencia de dbitos
y maleficios en los descendientes (ADEEL et al., 2017; LIMA et al., 2017; RASHEED et al.,
2019; SIVARANJANEE; KUMAR, 2021).
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Anteriormente, algunos investigadores trabajaron con un grupo especifico de
compuestos quimicos presentes en el medio ambiente que son responsables por causar
perturbaciones en el sistema endocrino (hormonal) de organismos humanos y animales: son los
Ilamados perturbadores enddcrinos. Dentro de ese grupo de sustancias estan los estrégenos
naturales y anticonceptivos (BELFROID et al., 1999; TERNES; KRECKEL; MUELLER,
1999). Algunos autores relataron que, dependiendo de la dosis y del tiempo de exposicion, es
posible que esas sustancias estén relacionadas con enfermedades como el cancer de mama,
testicular y de prostata, ovarios poliquisticos y reduccion de la fertilidad masculina (CERON,
2011).

Las evidencias mostraron que, los sistemas reproductivos de ciertos
organismos terrestres y acuaticos son afectados por estrégeno, resultando en el desarrollo de
anormalidades y deterioracion reproductiva en los organismos expuestos (MATTHIESSEN et
al., 2002). En un experimento con tortugas de la especie Chrysemys picta, Irwin vy
colaboradores (2001) mostraron que las tortugas femeninas expuestas a estrégenos son
afectadas con altos niveles de VTG en el plasma, el cual es una proteina reproductiva especifica
de las hembras que proporcionan nutrientes para los embriones. Esos altos niveles pueden
alterar el sistema reproductivo de estos animales como, por ejemplo, alteraciones en la
produccion de huevos (IRWIN; GRAY; OBERDORSTER, 2001). En otro estudio de Rodgers-
Gray et al. (2001), peces jovenes de la especie Rutilus rutilus fueron expuestos a
concentraciones graduales de efluentes provenientes de estaciones de tratamientos de residuos
por 150 dias. Los resultados mostraron que la exposicion indujo la feminizacion de peces
machos. Subsecuentemente, los peces fueron gradualmente expuestos a aguas naturales por mas
de 150 dias, resultando en la reduccion de los VTG en el plasma, a pesar de que no se observo
alteracion en el sistema sexual feminizado de los peces, indicando que el desarrollo de la
anomalia en el sistema reproductivo, fue permanente.

Este y otros estudios respaldan la presencia de este farmaco en diversos
medios. A pesar de los mismos ser encontrados en bajas concentraciones, las hormonas
anticonceptivas, como también otros medicamentos en general, pueden causar toxicidad a los
organismos (BILA; DEZOTTI, 2003; LIMA et al., 2017; RODGERS-GRAY et al., 2001).

2.3 Microorganismos y enzimas envueltas en la degradacion de farmacos

El consumo de elevadas cantidades de farmacos por la poblacién en todos los
niveles sociales, es una realidad. Por otro lado, aln no existe un sistema de tratamiento que

contemple la remocion o transformacion completa de estos compuestos en las matrices
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ambientales (MOLINA et al., 2020; ROUT et al., 2021). Una de las alternativas
complementares actualmente implantadas y que demuestran potencial son los procesos
biolégicos de biorremediacién, envolviendo microorganismos especificos en biorreactores,
enzimas, o plantas previamente seleccionadas, con conocida capacidad de degradar estos
compuestos (MARTINEZ-ALCALA; GUILLEN-NAVARRO; FERNANDEZ-LOPEZ, 2017;
RIBAS et al., 2021). Estudios previos han mostrado la eficacia de estos procesos en el
tratamiento del agua residual contaminada con una gran cantidad de productos quimicos y
farmacéuticos (JOSS et al., 2006; KOSJEK; HEATH; KOMPARE, 2007).

Los microorganismos, tales como hongos y bacterias, presentan propiedades
interesantes para aplicacion en diversos tipos de reacciones enzimaticas en relacion a los
procesos convencionales. Estos microorganismos son de facil cultivo en laboratorio y son
capaces de biotransformar y/o degradar una variedad de compuestos xenobioticos en moléculas
de menor peso molecular, las cuales pueden formar productos con una toxicidad diferente del
compuesto original (ALVARENGA et al., 2015; PARRA GUARDADO et al., 2019).

Las reacciones involucradas en el proceso de metabolizacion son multiples y
diversas, y en general, puede considerarse que tienen lugar en dos fases. Las reacciones de fase
I o de funcionalizacion consisten en reacciones de oxidacion y reduccion, que alteran o crean
nuevos grupos funcionales, asi como reacciones de hidroélisis, que rompen enlaces ésteres y
amidas liberando también nuevos grupos funcionales. Estos cambios determinan algunos o
varios de estos resultados: inactivacion, conversion de un producto inactivo en otro activo,
conversion de un producto activo en otro también activo, cuya actividad aprovechable con fines
terapéuticos puede ser cualitativamente similar o distinta de la del farmaco original, conversion
de un producto activo en otro activo, pero cuya actividad resulta toxica (DEL ARCO, 2008) y
reacciones de conjugacion (biosintesis) de fase Il (CARRILLO NORTE, 2011).

Para procesos de biorremediacién, los microorganismos utilizan enzimas que
actuan como catalizadores de varias reacciones bioquimicas en la degradacion de
contaminantes. Algunos ejemplos son las oxidorreductasas, las lacasas, las hidrolasas y las
peroxidasas, que muchas veces son aisladas y usadas para optimizar los procesos
biotecnoldgicos, pues en condiciones naturales la produccion generalmente ocurre en bajas
cantidades (ENGELKIRK; ENGELKIRK, 2000; SHARMA; PANT, 2018).

Bajo el alcance del entorno extremo, se evidencia que, cuando expuestos a
algin estrés ambiental, una comunidad microbiana tiene el crecimiento de especies més
susceptibles al medio perjudicado, favoreciendo, por lo tanto, a la seleccién y el aumento en la

produccién de enzimas y metabolitos no primarios de la poblacion seleccionada, prevaleciendo
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asi, en ese ambiente (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; SPEDA et al., 2017). De esta manera,
los microorganismos nativos pueden desarrollar la capacidad de degradar contaminantes, aun
asi, la degradacion puede verse afectada por procesos intrinsecos y extrinsecos de cada
microorganismo en metabolizar ciertas sustancias. De esta forma, es posible que haya la
necesidad de adecuarlos para promover condiciones favorables a los procesos bioldgicos y
obtener mejores resultados en un intervalo de tiempo menor (VARJANI; UPASANI, 2021).

Los mecanismos de degradacion que presentan ciertos hongos han sido
utilizados para mineralizar diversos medicamentos, los cuales provocan efectos dafiinos cuando
son descargados en aguas superficiales y subterraneas. La actividad enzimética de los hongos
es una alternativa para el tratamiento de aguas que contienen productos farmacéuticos
recalcitrantes como son el naproxeno, la carbamazepina, el acido folico, el diclofenaco sddico
y el ibuprofeno (HOLANDA et al., 2019; MARCO-URREA; REDDY, 2012; MONICA et al.,
2011).

En el caso de las hormonas presentes en la biosfera, pueden ser mineralizadas
por microorganismos que usan estos compuestos como fuentes de energia y carbono. Las
hormonas son degradadas aer6bicamente por medio del uso de oxigeno como un sustrato de las
oxigenasas para activar y clivar el anillo central recalcitrante de esos esteroides (CHIANG et
al., 2020). En el caso especifico de la progesterona, algunas investigaciones relatan a las
enzimas monooxigenasas, hidroxilasas, dioxigenasas, hidrogenasas, como activas en el proceso
de biodegradacién (CHIANG et al., 2020; LIU et al., 2020; OJOGHORO; SCRIMSHAW,;
SUMPTER, 2021).

Partiendo de esto, vienen siendo desarrolladas investigaciones con el objetivo
de aislar nuevos linajes microbianos de los ambientes extremos (pH bajo o alto, alta salinidad,
alta o bajas temperaturas, alta concentracion de solventes organicos e inorganicos, efluentes
domésticos e industriales) con el fin de aumentar la produccion de enzimas con potencial
biotecnologico (AMENABAR; BOYD, 2019; PARRA GUARDADO et al., 2019; PHOON et
al., 2020).

2.4  Escenario de investigacion

La ciudad de Foz do Iguagu (PR) esta localizada sobre las coordenadas
geograficas 25° 32" 45" Sur y 54° 35' 07" y se situa en el extremo oeste del Estado de Parana.
Su acceso terrestre se da por la Rodovia Federal BR-277 (Brasil), por el Puente Internacional
de la Amistad (Paraguay), y por el Puente Internacional Tancredo Neves (Argentina)
(CIDADE-BRASIL.COM.BR, 2021).
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Segun los datos del Instituto Ambiental do Parané - IAP, en 2017, 98 de 399
municipios del estado de Parana aln destinaban sus desechos a locales irregulares (GIMENES;
HISING, 2017), siendo Foz do Iguacu uno de los municipios que posee area propia controlada
y que mantiene rigurosamente las determinaciones ambientales. Hasta el afio 2001, el municipio
no contaba con ningun vertedero sanitario, utilizando apenas basureros, caracterizado por la
inexistencia de proteccion al medio ambiente, hecho preocupante en la época, pues estaba
proximo al manantial de captacidn de aguas de la ciudad (FRIGO, 2011).

El area de objeto de esta investigacion se encuentra en la porcion sudeste del
municipio, en la localidad de Arroio Dourado, localizado entre los paralelos 25°34°04” y
25°34°20” S, y entre los meridianos 54°30°13” e 54°30°10” W. El acceso al barrio Arroio
Dourado se da por la Avenida Felipe Wandscheer, asi como por la rodovia de las Cataratas
(PMFI, 2019a) como mostrado en la figura 2. El area de disposicion final es de 145.981,94 m?
(DALLA VALLE, 2014).

Figura 2 - VISTA AEREA DEL ANTIGUO VERTEDERO ARROIO DOURADO

S

Esta localidad fue utilizada para disposicion de residuos urbanos y
hospitalarios entre la década de los 60 y el afio 1992. El vertedero Arroio Dourado oper6 en
este periodo en forma de vertedero ilegal, es decir, sin mecanismos de control ambiental
necesarios para evitar dafios al medio ambiente y a la salud publica, y cuando las actividades
fueron clausuradas, tampoco se atendieron los debidos trdmites legales para hacerlo (PMFI,
2019). Con el crecimiento poblacional de la ciudad, areas irregulares como el antiguo vertedero
Arroio Dourado, fueron ocupadas por diversas familias de escasos recursos, a pesar de no haber
sido implementada ninguna accion de recuperacion y/o mitigacion del area degradada
(GRIGNET, 2022). Incluso, la region fue clasificada como insalubre en 2014, con los residentes

de la comunidad sometidos a condiciones precarias, desasistidos por infraestructura,
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saneamiento basico, y, servicios publicos (DALLA VALLE, 2014). EI mismo, a pesar de su
clausura, continla generando impactos ambientales en el suelo, el aire y en las aguas
subterraneas y superficiales. Estos depdsitos pueden llevar a la alteracion de las caracteristicas
fisico-quimicas y bioldgica de las reservas naturales de determinado local (SOARES, 2022).

Esto se ve respaldado por varios estudios, entre ellos, la identificacion de gas
metano en el subsuelo del vertedero, en donde alegaron que el subsuelo posee mucho vapor de
metano, entre otros componentes que, sumados, extinguen cualquier posibilidad de vivienda en
ese local (LORENCE; TINO BALESTRA, 2016). Asi también, otro estudio relacionado a la
calidad del suelo concluyd con concentraciones de metales superiores a los recomendados
conforme la Resolucién Conama N° 420/2009 y de otros parametros internacionales,
definiendo al local como un ambiente insalubre, pudiendo generar consecuencias negativas a la
salud humana, asi como al medio ambiente (OLIVEIRA; RAMIREZ; DI LAURO, 2021). En
términos de salud y medio ambiente, la disposicién inadecuada de los residuos sélidos y la falta
de infraestructura de saneamiento basico pueden afectar directa e indirectamente la salud de la
poblacién, principalmente para los ocupantes que hacen uso del suelo y los recursos hidricos
del local (DALLA VALLE, 2014).

Este antiguo vertedero, Arroio Dourado, le debe su denominacion a un arroyo
que bordea el area, el arroyo Dourado, el cuél es un afluente de uno de los dos manantiales de
abastecimiento de Foz do Iguacu (DA SILVA et al., 2021). EI mismo, desactivado hace 28
afios, representa para la comunidad un riesgo muy grande a la salud debido a la exposicion a
cielo abierto de materiales contaminantes, pudiendo comprometer la calidad de agua de los
manantiales locales. En este sentido, un estudio realizado por Soares (2022), en donde se
analizd la calidad del agua del Arroio Dourado, en un area sobre influencia del vertedero
desactivado, utilizando cepas de Allium L mutagénicos, como metodologia para investigar el
potencial citotdxico y genotdxico de posibles contaminantes presentes en este recurso hidrico,
los resultados mostraron algunas alteraciones relevantes en el organismo modelo, y se alega la
posible relaciébn con el descarte inadecuado de residuos de origen domestico y
consecuentemente con una posible presencia de metales pesados en las aguas de estudio.

Ademas de este tipo de polucion, la deteccion de contaminacion emergente
tipo farmacos en aguas residuales superficiales, suelos y sedimentos, también pueden
representar un riesgo en la poblacién local. A pesar de los riesgos asociados, tales moléculas
aun no son legisladas en la mayoria de los paises, inclusive en el Brasil, siendo, por lo tanto,

excluidas de los programas de monitoreo de rutina de calidad de agua y de los efluentes antes



24

de ser lanzados a los cuerpos hidricos (FARTO et al., 2021; MONTAGNER; VIDAL,;
ACAYABA, 2017).

Desde este punto de vista, Grignet (2022), realizd un estudio enfocado en
evaluar el potencial biotecnologico de microorganismos aislados del arroyo, relacionados a su
capacidad de tolerar, transformar o degradar contaminantes emergentes del tipo
medicamentosos, en el cual fueron utilizados 10 clases distintas. Fueron recuperados 106
aislados, entre los cuales se encontraban bacterias, hongos filamentosos y levaduras. Los
resultados parciales apuntaron que 47, 36 % de los hongos aislados, fueron tolerantes a por lo
menos un medicamento probado. Para las bacterias, el 19,60 % se mostraron tolerantes. La
clase terapéutica que mas favorecié el crecimiento de los linajes tolerantes fue la hormonal,
principalmente para bacterias y levaduras. Los ensayos demostraron que existe una abundante
microbiota presente en el sedimento del arroyo, posiblemente afectado por los residuos de
farmacos y otros microcontaminantes oriundos del antiguo vertedero municipal desactivado.

Las cuestiones sanitarias de ese local son de extrema importancia para la
region de la triple frontera, desde que el arroyo Arroio Dourado nace en el municipio de Foz do
Iguagu, bordea la ocupacion del antiguo “basurero” y desagua en el Rio Tamandud.
Aproximadamente 30% de los residentes de Foz de Iguagu utilizan el agua oriunda de este
manantial, volviéndolo importante para inversiones estratégicas de proteccion de la flora y la
biodiversidad local (PMFI, 2020).

2.5 Bioindicadores de toxicidad de ambientes acuaticos

La principal herramienta de la ecotoxicologia para evaluar los efectos tdxicos
de una sustancia quimica y realizar el monitoreo biolégico de un ecosistema acuatico, son los
ensayos toxicoldgicos con organismos acuaticos vivos, u organismos modelo, como son
denominados (INECC, 2007). Los ensayos ecotoxicoldgicos son caracterizados por la
exposicion de organismos acuaticos a varias concentraciones de un efluente o de una sustancia
quimica en un determinado periodo de su ciclo de vida (SANCHEZ-BAIN et al., 2004). A
través de esos ensayos, efectos letales, mutagénicos, citogenéticos, teratogénicos y fisiologicos
pueden ser observados (SANCHEZ-BAIN et al., 2004).

A pesar de que muchas especies pueden ser utilizadas como indicadores de
problemas ambientales, ya que los contaminantes presentes en los ecosistemas acuaticos
pueden generar impactos en toda biota, de acuerdo con Boutet y Schierwater (2021), los
organismos modelo deben ser de facil colecta y manutencién en el laboratorio y deben estar

disponible a lo largo de todo el afio. Ademas de esto, es de suma importancia el conocimiento
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del ciclo de vida y de la sensibilidad de estos organismos a sustancias de referencia, como
también la eleccidn de organismos autoctonos (BOUTET; SCHIERWATER, 2021).

Segun Page y Johnstone (2007), Caenorhabditis elegans (C. elegans) sirve
como un buen modelo para ilustrar como las exposiciones quimicas por ingestion, tanto de
alimentos como de agua, pueden representar un peligro para la salud de un organismo desde la
embriogénesis hasta la muerte. Debido al hecho de que algunas de sus vias bioquimicas son
similares a las de los humanos, se ha empleado en la investigacion en varios campos (PAGE;
JOHNSTONE, 2007).

Este nematodo no paréasito, es uno de los modelos animales mejor
establecidos que ha contribuido en gran medida a la comprension de muchas enfermedades
humanas. Es un modelo experimental muy atractivo debido a muchas ventajas: tamafio
pequefio, cuerpo transparente, los adultos miden aproximadamente 1 mm de longitud, ciclo de
vida corto (3 dias aproximadamente), capacidad de autofertilizacion y alta tasa reproductiva
(>300 crias por hermafrodita), lo que hace que su mantenimiento en el laboratorio sea
relativamente facil y econdmico (RUSZKIEWICZ et al., 2018). La mayoria de los individuos
son hermafroditas, con dos ovarios, oviductos, una cavidad para almacenar el esperma, llamada
espermateca y un Utero (LHERNAULT, 2006).

El ciclo de vida de estos gusanos pasa por una etapa embrionaria y cuatro
etapas larvarias (L1-L4) antes de que los animales alcancen la edad adulta. El desarrollo puede
tardar de 2 a 4 dias dependiendo de la temperatura y en cada una de las etapas se pueden
observar varios rasgos caracteristicos (PORTA-DE-LA-RIVA et al., 2012). El ciclo de vida de
los C. elegans se observa detalladamente en la figura 3.

C. elegans se utiliza en estudios toxicologicos desde el nivel del animal
completo hasta el nivel de células individuales (TEJEDA-BENITEZ; OLIVERO-VERBEL,
2016). Esta y otras caracteristicas, lo hacen un excelente organismo para realizar ensayos de
laboratorio orientados hacia la identificacion de contaminantes toxicos en los ambientes
marinos y terrestres (WILLIAMS; DUSENBERY, 1990). Los mismos poseen sistema
reproductivo, nervioso, epitelial, muscular, alimentario y excretor, razén por las que son

ampliamente utilizados dentro la investigacion.
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Figura 3 - CICLO DE VIDA DE C. ELEGANS
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Leyenda: Ciclo de vida de C. elegans a 22°C. Fertilizacion a 0 min. Los nimeros en azul que acompafia las flechas
indica el tiempo que el animal pasa en una determinada etapa. La primera escision se produce aproximadamente a
los 40 min tras la fertilizacion. Los huevos son expulsados a los 150 min tras la fertilizacion. La longitud del animal
en cada etapa larval estd marcada junto al nombre de la etapa en micrdmetros (um).

Fuente: (ALTUN; HALL, 2009).

Varios autores han utilizado C. elegans como organismo modelo para la
evaluacion de la toxicidad de aguas residuales industriales y municipales, dado que C. elegans
tiene varias caracteristicas unicas, que lo hacen un organismo modelo relevante y adecuado para
experimentos bioldgicos (CADKOVA et al., 2020; IMANIKIA et al., 2016; JIANG et al.,
2016; POLAK et al., 2014). De hecho, hay muchos estudios que han utilizado C. elegans para
evaluar la toxicidad del agua y del suelo (ABBAS et al.,, 2018; TEJEDA-BENITEZ;
OLIVERO-VERBEL, 2016). En un estudio de toxicidad, los C. elegans salvajes expuestos a
los extractos de sedimentos superficiales del estero Huayla de la Parroquia de Puerto Bolivar,
mostraron efectos de mortalidad, crecimiento, locomocion y reproduccion (GONZALEZ et al.,
2018).

C. elegans tiene también el potencial de predecir respuestas toxicas que son
comparables con mamiferos (ANDERSON; COLE; WILLIAMS, 2004; COLE; ANDERSON;
WILLIAMS, 2004; HUNT; OLEJNIK; SPRANDO, 2012; RALEY-SUSMAN, 2014) pero
libre de los problemas éticos que conlleva la experimentacion con ellos (CASEY et al., 2015).
Relativo a esto, se han hecho analisis in vivo del efecto de la exposicion de sustancias

fitosanitarias sobre mecanismos moleculares que se dan también en eucariotas superiores
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(PETERSON et al., 2008; SURJO PRABHA; MANOJ, 2009). También se ha utilizado con
éxito para evaluar los efectos farmacoldgicos y tdxicos de nanoparticulas, conocidos como
estudios de nanotoxicidad (CHEN; HSIAO; CHOU, 2013; RUI et al., 2013; WU et al., 2013;
ZHAO et al., 2014) de toxicidad de farmacos (MATSUURA; MIURA; NISHINO, 2013;
SMITH et al., 2013) y toxinas (LEUNG et al., 2010). La evaluacion con C. elegans de
nanocapsulas poliméricas para la administracion de medicamentos también ha mostrado
resultados prometedores (CHARAO et al., 2015; JUNG et al., 2015).

Investigaciones revelaron el efecto del ibuprofeno en C. elegans, las cuales
sugieren que existe una via de sefializacion alternativa, en donde el fArmaco estaria actuando
sobre el transportador de triptdéfano, disminuyendo su alta afinidad y de esta manera
desestabilizandolo (HE et al., 2014). Estos nematodos se han utilizado también para la
evaluacion de la toxicidad de una amplia gama de contaminantes quimicos en concentraciones
ambientales relevantes, incluidos metales (WU et al., 2013), nanoparticulas modificadas
(ZHANG et al., 2011) y contaminantes organicos (CHEN et al., 2019).

Caenorhabditis elegans es un biomodelo muy utilizado en todas las
investigaciones médicas basicas y bioldgicas debido a la facilidad en su manejo, ciclo corto de
vida, su genética y protedmico altamente caracterizadas como biomodelo, especialmente en
genes relacionados con enfermedades humanas y para la identificacion y analisis funcional de
farmacos in vivo (CINTRA et al., 2019; HUNT, 2017; KOBET et al., 2014; VAHDATI NIA
etal., 2017).
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3 JUSTIFICACION

Los medicamentos pueden llegar al ecosistema acuético a través de la
excrecion humana, descarte inadecuado en lavaderos, vasos sanitarios y vertederos, aplicacion
en la medicina veterinaria, efluentes hospitalarios, entre otros. De este modo, el problema
ambiental esta directamente relacionado con la dificultad de remover completamente estas
sustancias de los cuerpos acuaticos, debido a que los sistemas de tratamiento de residuos
convencionales no son lo suficientemente eficaces, por lo que, los mismos son continuamente
introducidos en los sistemas acuaticos.

Cuando se refiere al andlisis toxicolégico, es importante destacar que esta
permite detectar toxicidad de la muestra como un todo, mientras que el analisis quimico,
permite cuantificar las sustancias aisladas presentes en la muestra y obtener datos para la
padronizacion de metodologias. Por esto el monitoreo y la evaluacion de areas que sufren algin
tipo de contaminacién, no deben ser observados apenas a través de datos de andlisis quimicos,
puesta que estas no evallan los efectos causados por los contaminantes en los organismos que
viven y dependen de tal ecosistema.

Es importante correlacionar los aspectos fisico-quimicos con las
caracteristicas bioticas del local al cual est siendo realizado un estudio, con eso es posible
aumentar el potencial de identificacion de las causas y los efectos de los agentes contaminantes
del ambiente. Esta teoria se ve respaldada por Kuhn et al. (2021) los cuales realizaron una
biomonitoreo del Rio Uruguay y dos de sus afluentes antes y después de la aplicacion de
plaguicidas, utilizando C. elegans como modelo bioldgico. Los resultados reforzaron la utilidad
de los indicadores bioldgicos, alegando que, los andlisis fisicoquimicos no son suficientes para
atestiguar la calidad del agua y la seguridad ecologica.

En el presente trabajo se busca evaluar los efectos causados por la exposicion
del medicamento de clase hormonal, Etinilestradiol + Levonorgestrel, al ser previamente
metabolizado por microorganismos tolerantes aislados del antiguo vertedero “Arroio Dourado”.
El analisis sera realizado sobre la locomocion, latidos faringeos, capacidad de desarrollo,

supervivencia y nimero de huevos del neméatodo Caenorhabditis elegans.
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El presente trabajo tiene como objetivo analizar los posibles efectos tdxicos

de un medicamento de clase hormonal tras su metabolizacion por hongos tolerantes, utilizando

el modelo de organismo Caenorhabditis elegans.

4.2  Objetivos especificos

Analizar los efectos del medicamento metabolizado sobre la
sobrevivencia, el desarrollo, el comportamiento y la reproduccion de
C. elegans;

Comparar los efectos causados en un organismo biol6gico del
medicamento antes y después de ser metabolizados por
microorganismos tolerantes.

Comparar los efectos agudos y crénicos causados por el medicamento
antes y después de ser metabolizados, en la primera etapa larval (L1)
y en la ultima etapa larval (L4) de C. elegans.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Obtencion del material bioldgico

La cepa fungica utilizada en este estudio se obtuvo por donacion del
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la Universidad de Integracion Latino-Americana -
UNILA, localizado en el Jardin Universitario, Foz do Iguagu - PR.

La eleccion del microorganismo se dio conforme los resultados obtenidos a
partir de estudios realizados por Grignet (2022), en el cual se aislaron organismos, bacterias y
hongos, de una muestra de agua proveniente de un antiguo vertedero de la ciudad de Foz de
Iguacu. Los mismos, resultaron tolerantes a distintas clases de medicamentos, entre las cuales
se encontraban los anticonceptivos.

Para la cepa de hongo utilizada, se emple6 la siguiente denominacion: FAR
03, adaptado de (GRIGNET, 2022).

En relacion a la obtencion de los organismos C. elegans, las mismas fueron
cedidas por el Laboratorio de Neuroproteccion y Neurotoxicologia Experimental de la

Universidad Federal de Santa Maria, localizada en Santa Maria - RS.
5.2  Productos quimicos, soluciones y medios de cultivo

Los medios de cultivo y materiales utilizados fueron esterilizados en

autoclave a 121 °C, 1 atm por 15 minutos.
5.2.1 Medicamentos

Los medicamentos utilizados fueron donados por el Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental. EI mismo es presentado en el Cuadro 01.

El medicamento anticonceptivo, fue escogido en base al trabajo realizado por
Grignet (2022), visando el grado de utilizacion que tienen los mismos en la poblacion actual

y basados en su incidencia como contaminantes en aguas de la region.
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Tabla 1 - DOSIS, FORMULA, ESTRUCTURA QUIMICA, CLASIFICACION Y NOMBRE
COMERCIAL DEL MEDICAMENTO UTILIZADO

Compuesto/Dosis Formula Estructura quimica | Uso terapéutico Nombre
comercial
C18H2402 Ciclo 21®
Etinilestradiol [a] [a] (Levonorgestrel
30 g + + 24 Ve o
W) ili” | Anticonceptivo | etinilestradiol)
Levonorgestrel [b] C21H3002 | “la]* B
150 ug [b]

Fuente: Adaptado de (GRIGNET, 2022).

5.2.2 Reactivos Y Medios De Cultivo

El Medio Minimo (MM) fue preparado agregando 0,5% de glucosa, siguiendo
lo realizado por Grignet (2022) para el enriquecimiento de las muestras. Su composicion
consiste en (g/L): Cloruro de Calcio (0,02 g); Fosfato de Potasio dibasico (0,70 g); Fosfato de
Potasio monobasico (0,70 g); Glucosa (0,90 g); Nitrato de sodio (0,50 g); Sulfato de Amonio
(0,50 g); Sulfuro de Magnesio (0,02 g).

El medio de cultivo utilizado para la reactivacion y el crecimiento
microbiano, fue el Agar Batata Dextrose (BDA) preparado de acuerdo a las recomendaciones
de los fabricantes.

El BDA comercial (Sigma Aldrich©), utilizado para el crecimiento de
hongos, estd compuesto por: agar (15,0 g); dextrose (20,0 g); extracto de batata (4,0 g).

La solucion indicadora de 2,3,5 Cloruro de Trifeniltetrazolio (TTC) fue
preparada con agua destilada estéril en la concentracion de 0,5%.

El medio de cultivo utilizado para los nematodos es el NGM, el cual contiene
Escherichia coli como fuente de alimento. EI mismo esta compuesto por: NaCl (3 g); Agar (17
g); Peptona (2,5 g), H20 destilada (1L). Las sales: 1 M CaCl, (1 mL); 1 M MgSOs (1 mL); 1
M KPO4 buffer (pH 6,0) (25 mL); 5mg/mL Colesterol (1 mL). Como antifungico: Nistatina (12
500 UI), y antibidtico 100 mg/mL sulfato de estreptomicina (1 mL). La cepa de E. coli utilizada
es OP50. Finalizado el preparo del medio de cultivo NGM, las placas fueron almacenadas a
4°C hasta su uso.

Los microorganismos E. coli OP50 fueron cultivados en medio Luria Bertani
liquido, que esta compuesto por: Triptona (0,5 g); Extracto de levadura (0,25 g); NaCl (0,25 g)
y H20 (50 mL).
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El tampon M9 utilizado en C. elegans estd compuesto por: KH2POs (3,0 g);
Na;HPO4 (6,0 g); NaCl (5,0 g); H20 (1000 mL); MgSO4 (1 mL), con Ph 7.

Para la preparacion de la solucion stock del medicamento
(Etinilestradiol/Levonorgestrel), se utilizd Dimetilsulfoxido 0,5 % (DMSO) como solvente de
dilucion. Fue preparada una solucion madre para el medicamento, conteniendo 50 mg/L del
compuesto. Para esto, el mismo fue triturado y disuelto en el solvente mencionado.

Posteriormente la solucion fue almacenada en refrigerador y diluida conforme necesario.
5.3 Preparacion de los organismos biolégicos

5.3.1 Climatizacion, Exposicion Al Medicamento Y Ensayo De Viabilidad Celular Del

Microorganismo

Hasta el momento de su uso, el hongo FAR 03, se encontraba almacenado
mediante la técnica de congelamiento en medio liquido con 20% (v/v) de glicerol estéril en
agua. Consecuentemente, la misma fue asépticamente reactivada con 48 horas de antelacién a
su uso. La reactivacion se llevo a cabo por transferencia de porciones de micelio a placas
conteniendo medio BDA. Los hongos fueron incubados durante 72 h a 28°C hasta observar
crecimiento micelial.

La exposicion del microorganismo al medicamento en estudio se realizo
siguiendo lo descrito por Grignet (2022). EI medicamento utilizado y la concentracién del
mismo se escogieron teniendo en cuenta las grandes cantidades utilizadas en la poblacién, la
tasa de liberacion en el medio ambiente y la persistencia ecoldgica de estos medicamentos
basados en la literatura.

El microorganismo reactivado fue incubado en medio minimo (MM), con
adicion de 0,5 g/L de glucosa (IVSHINA et al., 2019) y enriquecido con una solucion en la
concentracion final de 10 mg*L del medicamento.

En el ensayo de viabilidad celular se utiliz6 el indicador TTC mediante la
metodologia descrita por Moussa y colaboradores (2013), en la cual, en la presencia de hongos
y bacterias, el TTC es reducido a formazan roja, indicando la actividad y viabilidad celular.

Para la cepa de hongo en estudio, se utilizaron tubos estériles con tapa,
conteniendo 3 mL de MM, 1 disco de 5 mm de diametro del agar con el hongo reactivado y 600
pL de la solucion del medicamento, siguiendo lo realizado por Grignet (2022). Los tubos fueron

incubados por 48 h en el shaker a 28 °C y agitacion constante de 150 rpm. Tras este periodo,
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se adicion6 300 pL de la solucion de TTC 0,5 % y los frascos fueron incubados por un minimo
de 2 horas en el shaker sobre las mismas condiciones.

Para esta prueba también se realizd un control positivo compuesto por el
medio MM + el microorganismo Yy, un control negativo, agregando solamente la solucion del

medicamento, ademas del blanco conteniendo solamente el medio MM.
5.3.2 Cultivo, Manutencion, Almacenamiento Y Sincronizacion De C. elegans

Una alicuota de las bacterias E. coli OP50, ya crecidas, fueron asépticamente
introducidas al medio Luria. Las mismas, se dejaron crecer por 8 horas en estufa a 36-37 °C.
Seguidamente, quedd preparada para ser aplicada en las placas NGM.

La transferencia de los gusanos al medio NGM se realiz6 por medio de
repiques. Para esto, fue retirado un pedazo de placa antigua conteniendo C. elegans y colocado
en una nueva placa a temperatura ambiente de manera que los gusanos posean espacio y
alimento suficiente para desarrollarse. Para su almacenamiento, fueron guardadas en la
oscuridad, en incubadoras a 20 ° C hasta su uso.

Para la sincronizacion de los C. elegans, los gusanos adultos con huevos
fueron lavados con agua y transferidos para tubos Falcon. Después fueron centrifugados a 2500
rpm por 2 min Yy retirado el sobrenadante, dejando 2mL. Fue vertida la solucién de
sincronizacién, llamada de solucion bleaching, la cual estd compuesta por: Hipoclorito de sodio
(1,5mL); 1 M Hidroxido de sodio (0,250 mL); Agua destilada (3,250 mL). Los animales fueron
expuestos, con agitacion, por un periodo de 3-7 minutos hasta observar en el microscopio la
expulsién de los huevos (GARDNER; ROSELL; MYERS, 2013). A continuacion, los huevos
restantes fueron lavados con tampon M9. Se llevo a centrifugacion a 2500 rpm por 2 min, el
sobrenadante fue retirado dejando 2 mL de solucion. Este procedimiento se repitié 3 veces.

Los huevos resistentes al tratamiento fueron colocados en placas de Petri
conteniendo tampdén M9 por 12 h, en ausencia de alimento (CALAND, 2019). Una vez que los
huevos alcanzaron la etapa L1, aproximadamente 12 horas después, se procedi6 a su uso para
las pruebas (ALCARAZ GARCETE, 2022).

5.4 Recuperacion del anticonceptivo metabolizado por hongos tolerantes (AMHT)

Para realizar la extraccién del anticonceptivo metabolizado por los hongos
tolerantes (AMHT) la cultura fungica fue llevada a centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos
(THI MINH LE et al., 2019). El sobrenadante se traspaso a un tubo Falcon de 15 mL con tapa,
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previamente esterilizado, el cual permanecié en heladera hasta su uso. EI medio de cultivo a

recuperar del tratamiento con hongos se denoming de la siguiente manera:
=  AMHT raro03: anticonceptivo metabolizado por el hongo FAR 03.
5.5 Exposicion del AMHT en c. Elegans

Para el primer grupo de exposicion, aproximadamente 1000 gusanos en etapa
larval L1 fueron colocados en cada tubo Eppendorf y posteriormente fue vertida la muestra de
AMHT, sin sustrato, por un periodo de 1 h. Finalizada la exposicion, los C. elegans fueron
lavados 3 veces con el tampdn M9 de manera a retirar restos de la muestra. Finalmente,
aproximadamente 100 gusanos expuestos fueron trasladados a placas con NGM enriquecidas
con E. coli y tras un periodo de 24 horas de incubacion, se inicié con la evaluacion de los
resultados. También fueron realizados un control M9, un control MM, un control DMSO y un
grupo de exposicion al medicamento anticonceptivo en estudio, como especificado en la tabla
2. Para el grupo anticonceptivo, se agreg6 la solucion madre del medicamento, previamente
preparado, visando respetar la concentracion de 10 mg*L establecido por Grignet (2022). En
relacién al control DMSO, la cantidad de compuesto se utiliz6 de manera a no alterar la

concentracion a la que se expuso al microorganismo.
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Tabla 2 - CONDICIONES DE TRATAMIENTO PARA TODOS LOS GRUPOS
EXPERIMENTALES

Grupos Condiciones de tratamiento
experimentales

Control M9 C. elegans + Tampon M9

Control MM C. elegans + Medio Minimo

Control DMSO | C. elegans + DMSO 0,5%

0,5 %

Anticonceptivo C. elegans + Etinilestradiol 30 pg + Levonorgestrel 150 pg
AMHT C. elegans + AMHT far o3

Leyenda: AMHT: anticonceptivo metabolizado por el hongo FAR 03.
Fuente: la autora.

Para la exposicion en etapa larval L1, sin lavado, los gusanos pasaron por la
misma metodologia de exposicion previamente descrito, a diferencia de que, los mismos no
pasaron por la etapa de lavado tras la exposicion. Por lo tanto, aproximadamente 100 gusanos,
fueron directamente trasladados a placas con NGM enriquecidas con E. coli tras la exposicion,
por separado, del anticonceptivo, el AMHT y los controles (Tabla 2). De la misma manera,
pasada las 24 h, se inici6 con la evaluacién de resultados.

En relacion a la exposicién en etapa larval L4, gusanos en L1, derivados de
la sincronizacién, fueron primeramente dejados crecer en placa con NGM enriquecidas con E.
coli. Tras un periodo aproximado de 40-48 h, al observar que los mismos se encontraban en
etapa larval L4, fueron colocados aproximadamente 1000 gusanos en cada tubo Eppendorf,
siguiendo los grupos de experimentacion descritos. Posteriormente fue vertida la muestra de
AMHT correspondiente, sin sustrato, por un periodo de 1 h. Tras la exposicion,
aproximadamente 100 gusanos fueron nuevamente trasladados a placas con NGM enriquecidas
con E. coli, sin previo lavado de la muestra. Luego de 10 minutos de adaptacion, se realizaron
los ensayos de locomocion y latidos faringeos en los gusanos tratados. Los ensayos de
supervivencia, desarrollo y huevos en Utero se realizaron después de 24 h de la exposicién.

Para todas las exposiciones mencionadas, fueron realizadas 3 repeticiones.
5.6 Efectos de los AMHT en c. Elegans
5.6.1 Supervivencia

Los grupos experimentales fueron evaluados 24 horas después de los
tratamientos. Se realizo el conteo de gusanos vivos y muertos por medio de toques con un asa

o0 alambre de todos los gusanos presentes en cada grupo. Los gusanos con capacidad de emitir
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una respuesta al estimulo, fueron considerados vivos. Por otro lado, aquellos que no presentaron
respuesta alguna, fueron considerados muertos (ARANTES et al., 2016). Fueron realizadas 3

repeticiones para todas las placas evaluadas.
5.6.2 Capacidad De Desarrollo

La capacidad de desarrollo fue evaluada por la ocurrencia de las etapas
larvales L1, L2, L3 y L4, adultos o adultos con huevos, en todos los gusanos presentes en las
placas. Las distintas etapas de desarrollo se analizaron mediante la observacion de la vulva, el
tamanfo de los gusanos y la presencia de huevos en el utero.

Para todas las placas conteniendo C. elegans tratados en etapa larval L1, la
capacidad de desarrollo se analiz6 a las 48 y 72 h tras la exposicion. Las caracteristicas
observadas fueron comparadas con la capacidad de desarrollo del control. En relacion a los
gusanos expuestos en etapa larval L4, se realizé un unico andlisis de desarrollo habiendo pasado
24 h del tratamiento.

Para todos los nematodos tratados, tanto en L1 como en L4, se realizaron 3

repeticiones del analisis.
5.6.3 Locomocion

Para el andlisis de locomocidn, las placas conteniendo gusanos tratados
fueron lavadas con tampén M9 y el liquido fue traspasado a tubos Eppendorf diferenciados por
grupo de exposicion. Seguidamente, los animales fueron lavados 3 a 4 veces con tampon M9
hasta observar ausencia de turbidez en el medio, desde que, por su naturaleza quimiotaxica, los
gusanos deben estar libres de bacterias o cualquier particula que pueda interferir en el nado. A
continuacion, fueron transferidos a placas Petri de 60 mm de diametro en presencia de tampén
y tras una adaptacion de 5 minutos se cuantifico el nimero de trashes por gusano en un periodo
de 20 segundos, con un total de 3 mediciones por animal. La cuantificacion de trashes consiste
en observar la contracciébn muscular causada por la movilizacién de los gusanos. Esta
contraccion provoca una curvatura en el cuerpo de los mismos. Para este ensayo, fueron
analizados un total de 5 gusanos por placa.

Todos los ensayos de locomocion se realizaron en gusanos adultos. De
manera que, en los C. elegans expuestos a tratamiento en L1, dicho comportamiento se analiz6
aproximadamente a las 48 h del tratamiento. Sin embargo, en los gusanos tratados en L4, el

analisis de locomocion se realizd inmediatamente despues de la exposicion, desde que, los
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gusanos pueden pasar de etapa L4 tardia a adulto joven en cuestion de horas (ALCARAZ
GARCETE, 2022).

5.6.4 Latidos Faringeos

Los gusanos fueron analizados por microscopia optica por medio del conteo
de los latidos faringeos en un intervalo de 10 segundos en presencia de medio de cultivo NGM
alimentadas con E. coli (WU et al., 2019). Este ensayo fue realizado en gusanos en etapa larval
L4, por lo que, los gusanos tratados en L1 fueron evaluados aproximadamente 40 h tras la
exposicion. Por otro lado, los nematodos expuestos en L4 fueron evaluados inmediatamente
después de recibir el tratamiento. En todos los grupos de exposicion (L1, L1 sin lavado y L4)
se analizaron 5 gusanos por placa con un total de 3 mediciones por animal, por lo que el valor
final analizado estadisticamente corresponde a la media de las 3 mediciones.

Fueron realizados 3 repeticiones para todas las placas evaluadas.
5.6.5 NUmero De Huevos En EIl Utero

Fue contabilizada la cantidad de huevos presentes en el Gtero de los C. elegans
adultos para determinar el efecto del AMHT y el medicamento en la reproduccion de los
mismos. Para esto, los gusanos adultos con huevos fueron trasladados a placas de Petri y
expuestos a dos gotas de una solucion de lisis alcalina, previamente preparada. La misma esta
compuesta por: NaOH 10M (2,5 mL); NaClO 2% (5mL), hasta observar en el microscopio la
expulsion de los huevos. Seguidamente, se procedié al conteo de los mismos.

La evaluacion de la cantidad de huevos presente en el Utero de los gusanos
tratados en etapa larval L1 se evaluaron al cabo de 72 h de haber sido expuestos a los
tratamientos. Por otro lado, los gusanos tratados en etapa L4 fueron evaluados tras un periodo
de 24 h.

Un total de 5 gusanos fueron evaluados por placa, para cada grupo

experimental.
5.7  Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism v. 8 para
Windows (GRAPHPAD SOFTWARE, 2022). Los resultados se representaron como la media
+ SEM (error estandar de la media) de tres experimentos individuales. Se utiliz6 ANOVA



38

unidireccional seguido de la prueba de comparacion maltiple de Tukey para comparar grupos.
La significacion estadistica se fijé en p<0,05.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Reactivacion y ensayo de ttc en la cepa fangica (far 03)

La cepa fungica en estudio (FAR 03) fue reactivada siguiendo lo realizado
por Grignet (2022), teniendo en cuenta los cuidados de asepsia y esterilidad requeridos para
muestras microbioldgicas. Una vez observado el crecimiento de micelios tras 48 h de
incubacion, se procedié a evaluar la tolerancia del mismo hacia el medicamento de clase
terapéutica hormonal Etinilestradiol/Levonorgestrel. Posterior a esto, fue utilizado sales de
tetrazolio (TTC) para garantizar la viabilidad celular de los hongos, basado en el trabajo previo
realizado por Grignet (2022).

Las sales de tetrazolio permiten medir la actividad respiratoria asociada a la
cadena transportadora de electrones. Estas sales presentan la ventaja de ser reducidas por la
mayoria de los sistemas de deshidrogenasas, y de requerir corto periodos de tiempo para su
reduccion y consecuente cambio de color (GABRIELSON et al., 2002).

El hongo (FAR 03) fue evaluado en presencia del medicamento previamente
mencionado en una concentracién de 10 mg*L, en el cudl fue posible observar la coloracion
rosa, indicando actividad y viabilidad celular.

Segun resultados obtenidos en el trabajo de Grignet (2022), el hongo FAR 03
fue uno de los microorganismos con mayor estrategia de sobrevivencia al medicamento tanto
de clase hormonal, como otras clases, el cual segln alega la misma, puede ser mas versatil en

sus mecanismos de resistencia y tal vez de retencion/biodegradacion de estos medicamentos.
6.2 Recuperacion del AMHT

Para la recuperacion del anticonceptivo metabolizado por hongos tolerantes
(AMHT), se sigui6 la metodologia basada en (CHOWDHARY et al., 2020). La centrifugacion
de la cepa flngica se llevé a cabo bajo las condiciones de 6000 rpm por 10 minutos y se obtuvo

el extracto correspondiente.
6.3 Ensayos de comportamiento y desarrollo en c. Elegans

La exposicion del AMHT fue realizada en 3 condiciones distintas con los
gusanos. Las mismas fueron expuestas en etapa larval L1, L4 y desde L1 hasta adultos con

huevos.
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Esto se realiz6 con el fin de comparar los comportamientos y el desarrollo de
C. elegans al ser expuestos en distintos periodos de su vida. Recordando que el ciclo de vida de
C. elegans comprende la etapa embrionaria, cuatro etapas larvales (L1-L4) y la edad adulta. El
final de cada etapa larvaria se marca con una muda en la que se sintetiza una nueva cuticula
especifica de la etapa y se desprende la anterior (CASSADA; RUSSELL, 1975). Como alegan
Lints, Hall y Herndon (2010), las cuticulas correspondientes a cada estadio larval difieren en la
expresion de proteinas, en el nimero de capas que la componen, en el espesor y en la
composicién de las mismas. En base a esto, se decidio realizar la exposicién en las etapas
larvales mencionadas a modo de observar posibles efectos causados por las sustancias en
estudio.

Por otro lado, por tratarse de un medicamento de clase hormonal
anticonceptivo, surgié la hipotesis de observar el efecto del mismo en la formacion de huevos
en Utero en los organismos hermafroditas. Segun Antebi et al. (1997), la gonadogénesis, que
comienza aproximadamente 7 horas después de la eclosion, se completa en la etapa L4. Asi
también, en la etapa L4/adulto, la produccién de espermatozoides se detiene y las células
germinales restantes contindan experimentando meiosis y diferenciacién para generar
exclusivamente ovocitos. A partir de ahi, las neuronas de puesta de huevos (VC y HSN) y los
musculos sexuales, generados a partir de mioblastos sexuales, se asocian con estas estructuras
para formar el aparato de puesta de huevos (GREENWALD, 1997).

Para el analisis de resultados, primeramente, fue realizada una comparacién
estadistica de los valores obtenidos Gnicamente por los grupos controles (cDMSO, cMM y cM9)
para todos los ensayos de comportamiento y desarrollo de los gusanos. Los datos estadisticos
no mostraron diferencia significativa entre los tres grupos controles, lo que indica que los
reactivos utilizados no interfirieron en los resultados del experimento. A partir de esto, se
decidié utilizar un Gnico control, el tampon M9, para realizar las comparaciones estadisticas
con el resto de los grupos experimentales (anticonceptivo y AMHT). Los gréaficos
correspondientes al analisis de los grupos controles se pueden observar en la seccion de material
suplementar 1.

Para cada grupo de exposicion, fueron realizadas tres repeticiones

independientes de exposicion, asi como en la evaluacion de resultados.
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6.4 Supervivencia

Para el presente trabajo, la totalidad de los gusanos presentes en cada placa
fueron evaluados 24 horas después de la exposicion a los distintos grupos experimentales y fue
realizado el conteo de animales vivos y muertos presentes en cada una de las 3 exposiciones.

Segun los valores obtenidos por la comparacion multiple de Tukey, el grupo
de exposicion en L1 con lavado, tuvo una media de 90, 76 y 89 % de supervivencia para los
grupos control M9, anticonceptivo y AMHT, respectivamente, representado en el grafico 1.
Estos resultados indican que, al cabo de 24 horas, la exposicion de los gusanos a los grupos

experimentales no causé un efecto negativo sobre la supervivencia de los gusanos.

Grafico 1 - PORCENTAIJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS EN EXPOSICION L1
FRENTE AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT
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Grupos experimentales

Analisis de supervivencia en los gusanos tratados en L1 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT, 24 h
después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biol6gicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Los ensayos de supervivencia con C. elegans han sido herramientas clave
para estudiar los procesos fisioldgicos de los mismos, incluyendo el envejecimiento, la
resistencia al estrés y la inmunidad. Una ventaja notable de los C. elegans para este tipo de
ensayos es gque poblaciones isogénicas sincronizadas son faciles de preparar pues el neméatodo
generalmente existe como un hermafrodita capaz de autofertilizarse y producir cientos de
progenies (GEMS; RIDDLE, 1996).

Asi como los resultados obtenidos en exposicién en L1, en las exposiciones
en etapa larval L4 y L1 sin lavado, analizados 24 h después del tratamiento, el porcentaje de

supervivientes tras el tratamiento de los grupos experimentales no presento variabilidad
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significativa entre los grupos analizados para (P<0,05). Estos resultados estdn expuestos en los
graficos 2y 3.

Gréfico 2 - PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS EN EXPOSICION L1,
SIN LAVADO, FRENTE AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT
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Grupos experimentales

Analisis de supervivencia en los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y el
AMHT, 24 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.
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Grafico 3 - PORCENTAIJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS EN EXPOSICION L4
FRENTE AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT

150

100 ==

504

% de sobrevivencia

Grupos experimentales

Analisis de supervivencia en los gusanos tratados en L4 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT, 24 h
después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

6.5 Capacidad de desarrollo

Las etapas larvales evaluadas a las 48 h de exposicién fueron de L3, L4,
adultos y adultos con huevos. Por otro lado, a las 72 horas de exposicion, los grupos encontrados
fueron de L4, adultos y adultos con huevos.

Los resultados obtenidos en relacion al desarrollo de los gusanos, no
presentaron diferencia significativa para los grupos anticonceptivos y AMHT en relacion al
control M9 o entre los grupos, a las 48 h, presentadas en el grafico 4 y 5, asi como a las 72 h de

exposicion, presentadas en el grafico 6 y 7, en ninguna de las exposiciones realizadas en L1.
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Graéfico 4 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 48 H DESPUES DE
LA EXPOSICION AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1.
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Grupos experimentales

Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT 48 h después
de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por triplicado.
Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas biolégicas independientes. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La significacion
estadistica se fij6 en p<0,05

Fuente: la autora.

Graéfico 5 - PORCENTAIJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 48 H DESPUES DE
LA EXPOSICION AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1, SIN

LAVADO.
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Grupos experimentales

Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT
48 h después de la exposicion. Los valores corresponden al andlisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo,
por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biologicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijo en p<0,05

Fuente: la autora.
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Graéfico 6 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 72 H DESPUES DE
LA EXPOSICION AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1
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Grupos experimentales

Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT 72 h después
de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por triplicado.
Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La significacion
estadistica se fij6 en p<0,05

Fuente: la autora.

Graéfico 7 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 72 H DESPUES DE
LA EXPOSICION AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1, SIN

LAVADO.
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Grupos experimentales

Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT
72 h después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo,
por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biol6gicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijo en p<0,05

Fuente: la autora.

De la misma manera, en el grupo L4, no se observaron diferencias de

desarrollo al momento de evaluacion (24 h después del tratamiento), como observado en el

gréfico 8. Esto indica que el medicamento en estudio, asi como el medicamento metabolizado,
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bajo esas condiciones, no afectaron negativamente la capacidad de desarrollo de los nematodos

durante el periodo de analisis.

Grafico 8 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 24 H DESPUES DE
LA EXPOSICION AL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L4.
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Grupos experimentales

Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L4, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT 24 h después
de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por triplicado.
Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La significacion
estadistica se fijo en p<0,05

Fuente: la autora.

El ciclo de vida normal de C. elegans de tipo salvaje a 22°C sigue
aproximadamente el siguiente esquema: L1, a las 9 h (incluyendo la etapa embrionaria), L2 a
las 21 h, L3 alas 29 h, L4 a las 37 h, adulto joven a las 48 h y adulto maduro a las 55 h (LI et
al., 2014). Cuando las condiciones ambientales no son favorables para el crecimiento, las larvas
L2 pueden llevar a cabo un ciclo de vida diferente y mudar a un estadio larval alternativo
llamado larva “dauer”. Estos pueden sobrevivir varias semanas en dicho estadio sin alimentarse
y con ausencia de desarrollo hasta que las condiciones vuelvan a ser favorables, para continuar
su desarrollo como larva L4 (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015).

Estos valores de desarrollo pueden variar en relacion a distintos parametros,
incluyendo la temperatura. A temperaturas mas bajas el ciclo de vida se retrasa (15°C) y a
temperaturas mas altas (25°C) se acelera el ciclo de vida (DEVANEY, 2006). Estas alteraciones
de desarrollo de los gusanos en relacion a la temperatura fueron visibles durante la realizacion
de este trabajo. En dias mas calurosos, los gusanos se encontraban en etapas larvales mas

avanzadas a comparacion de dias mas frios, en el mismo periodo de tiempo. Mas informacion
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referente al desarrollo de los gusanos a diferentes temperaturas se encuentra en la tabla 1 del
material suplementar 2.

Debido a esta variabilidad dependiente del clima, se considera que los
resultados obtenidos para el ensayo de desarrollo no pueden ser completamente confiables,
desde que, este pardmetro dificulta la percepcion real de los resultados causados Unicamente
por la exposicion del grupo anticonceptivo y AMHT. Visando lo mencionado, serian necesarios
mas repeticiones para los ensayos de desarrollo para concluir con certeza que los compuestos

evaluados no generan ningun tipo de efectos sobre los C. elegans.
6.6 Locomocion

Los comportamientos de locomocion son un indicador de evaluacion réapida
que refleja si el sistema nervioso de los gusanos esta dafiado y se ha demostrado que es sensible
a la toxicidad quimica (ZHANG; GAO; CHEN, 2022).

Para el andlisis de locomocion, fueron evaluados 5 gusanos por grupo
experimental para todas las exposiciones, cuando los mismos alcanzaron la etapa adulta (2 a 4
dias aproximadamente). La cantidad de thrashes se midié en un periodo de 20 segundos, con
un total de 3 veces por gusano.

Segun el analisis estadistico realizado, las medias de los resultados obtenidos
para el ensayo de locomocion mostraron diferencia significativa en 2 de los 3 grupos de
exposicion.

Para la exposicion en etapa larval L1, con lavado, el grupo control M9 fue
analizado aproximadamente 48 h después del tratamiento, el mismo presentd una media de 60
thrashes en 20 segundos, mientras que en los grupos anticonceptivo y AMHT, evaluados en el
mismo periodo de tiempo, los valores fueron de 67 y 49, respectivamente. Los resultados
muestran una disminucion en la locomocion de los gusanos expuestos al grupo anticonceptivo
metabolizado (AMHT), en una cantidad del 18% (p<0.01) en comparacion al control M9y 27%
(p<0.0001) en relacion al grupo anticonceptivo. Las pruebas de comparaciones multiples de
Tukey tambien mostraron que no hubo una diferencia significativa (ns) entre los valores
obtenidos para el grupo control M9 y el grupo anticonceptivo. Tales resultados estan expuestos

en el grafico 9.
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Gréfico 9 - NUMERO DE THRASHES EN 20 S EN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN EXPOSICION L1.
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Grupos experimentales

Efecto en la locomocién de los gusanos tratados en L1 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
aproximadamente 48 h después de la exposicidn. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanaos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. Se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos AMHT vy el control M9 y el grupo anticonceptivo con
respecto al grupo AMHT, mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. #: diferente del
AMHT; *: diferente del control M9. La significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

En lo que respecta al grupo de exposicion en L4, los valores para locomocién,
analizados aproximadamente 10 minutos después del tratamiento, fueron de 73, 79 y 61 para
los grupos cM9, anticonceptivo y AMHT, respectivamente. En los gusanos expuestos al grupo
AMHT, se observo una disminucién en la natacion de los gusanos en un 23% en relacion al
grupo anticonceptivo (p<0.016). Por otro lado, no fue observada diferencia significativa en los

grupos anticonceptivo y AMHT en relacion al control M9, como revelado en el gréafico 10.
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Grafico 10 - NUMERO DE THRASHES EN 20 S EN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN EXPOSICION L4
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Efecto en la locomocion de los gusanos tratados en L4 con el medicamento anticonceptivo y el AMHT, analizado
aproximadamente 10 min después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo,
por triplicado. Los valores representan medias £ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. Se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos AMHT vy el grupo anticonceptivo, mediante la prueba
de ANOVA de una via con post-test de Tukey. #: diferente del AMHT. La significacion estadistica se fijé en

p<0,05
Fuente: la autora.

La disparidad de resultados obtenidos entre los gusanos expuestos a distintas
etapas larvales muestra la diferencia de tolerancia de los C. elegans a cambios externos en
relacién a la etapa de desarrollo. Siendo entonces, la etapa L1 més susceptible a alteraciones en
relacion a la etapa L4. Este raciocinio puede estar relacionado al hecho de que de las 8 clases
de neuronas motoras (DAn, DBn, VAN, VBn, VCn, ASn, VDn, and DDn), en el cordon ventral
del adulto hermafrodito, 5 (VAn, VBn, VCn, ASn, VVDn) son generados al final de la etapa
larval L1 (CHALFIE; WHITE; WOOD, 1988; SULSTON, 1976; SULSTON; HORVITZ,
1977).

Esta teoria también se basa en un estudio realizado por Hernando (2013) en
donde fueron explorados los distintos niveles de receptores involucrados en la coordinacion de
la locomocion en los nematodos C. elegans. Dos receptores especificos, AChR y UNC-49,
ambos miembros de la familia de receptores “Cys-loop” son conocidos por estar involucrados
en la contraccion muscular y la locomocion de nematodos. Con esto, los mismos han sido

blanco de mudltiples investigaciones clinicas como dianas de farmacos. Para que ocurra la



50

locomocion en los gusanos, los musculos de la pared del cuerpo reciben inervacion de las
neuronas motoras colinérgicas (excitatorias) y GABAEérgicas (inhibitorias). La acetilcolina
(ACh), sustancia quimica con funcion mensajera, liberada desde las neuronas motoras estimula
la contraccion muscular sobre un lado del cuerpo, y simultdneamente activa una neurona motora
inhibitoria que se proyecta hacia el lado opuesto del cuerpo y libera GABA, el cual relaja los
masculos.

En base a esto, se puede deducir que el grupo AMHT, el cual contiene el
anticonceptivo metabolizado, pudo haber interferido en las neuronas motoras generadas al final
de la etapa L1 al momento de exposicion, disminuyendo asi, el nimero de thrashes de los
gusanos cuando comparados con el control M9 y con el grupo anticonceptivo.

Resaltando que la hormona anticonceptiva no causo variacién significativa en
los gusanos, cuando fueron expuestos en etapa L1 y evaluados en gusanos adultos, en relacion
al cM9, sin embargo, cuando el mismo fue metabolizado por el hongo (AMHT) causo efectos
que pueden o no ser considerados negativos en los C. elegans. Esto puede generar una incognita
en relacion a la confiabilidad de utilizar el hongo en procesos biotecnoldgicos, como el de
biorremediacion, pudiendo el mismo generar una toxicidad distinta al que generaria el
anticonceptivo por si solo. Esta alteracién también se hizo visible con la disminucién del
namero de thrashes en el grupo AMHT en comparacion con el grupo medicamento cuando
fueron expuestos en L4. Y de la misma manera que en L1, los gusanos expuestos Unicamente
al anticonceptivo no sufrieron alteraciones relevantes cuando comparados con el control,
enfatizando la diferencia de riesgo de los organismos bioldgicos al ser expuestos a ambas
sustancias quimicas.

A pesar de que los mecanismos por el cual el medicamento hormonal en
estudio, disminuya el nimero de thrashes en los gusanos, no se encuentre completamente
explicado, existen estudios que demuestran que el tratamiento de los nematodos en etapa larval
L4, asi con en L1, puede producir un desequilibrio hormonal que conduciria a un retraso en el
desarrollo de esta ultima muda larvaria, ya que ha sido demostrado que esta etapa esta regulada
con precision por sefiales neuroendocrinas (MOYA et al.,, 2022; RUSSEL; FRAND;
RUVKUN, 2011). Con todo esto, serian necesarios otros estudios y mayor cantidad de
repeticiones que confirmen esta suposicion y permitan dilucidar el mecanismo especifico que
relacionen la disminucion del movimiento locomotor de los gusanos con los receptores
mencionados.

Por otro lado, en relacion al grupo de exposicion en L1, sin lavado, evaluado

aproximadamente 48 h después del tratamiento, el analisis estadistico mostré que no hubo
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diferencias significativas de los grupos anticonceptivos y AMHT en relacion al control M9 o
entre si, como mostrado en el gréafico 11. Esto puede deberse a una cuestion de adaptabilidad
ambiental, puesto que, para este grupo, los gusanos fueron expuestos a la sustancia durante todo
el periodo de andlisis, es decir, desde L1 hasta adultos con huevos, lo que posibilita el hecho de
que el organismo del gusano haya pasado por un proceso de adaptacion hacia la sustancia
expuesta y consecuentemente, aumente su capacidad de resistencia. Esta teoria se ve respaldada
por Hilliard et al. (2004), los cuéles observaron que la estimulacion quimica repetida en los
nematodos C. elegans, condujo a una reduccion reversible en la magnitud de respuesta a
neuronas sensoriales, indicando adaptacion dentro de la neurona ASH. En base a esto, no se
descarta la posibilidad de que los C. elegans que fueron expuestos en L1, sin lavado, hayan

podido pasar por un proceso similar de acondicionamiento.

Grafico 11 - NUMERO DE THRASHES EN 20 SEN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN EXPOSICION L1, SIN LAVADO.
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Grupos experimentales

Efecto en la locomocion de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
aproximadamente 48 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. ns:
no significativo. La significacién estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.

6.7 Latidos faringeos

En este estudio, el ensayo de latidos faringeos en exposicion L1, con lavado,

se evaluo aproximadamente 40 h despues del tratamiento. En el mismo se obtuvo una media de
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40, 40 y 37 para los grupos cM9, anticonceptivo y AMHT, respectivamente, como observado

en el grafico 12.

Grafico 12 — LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS
C. ELEGANS FRENTE AL TRATAMIENTO DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN
EXPOSICION L1.
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Grupos experimentales

Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L1, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
aproximadamente 40 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.

Para la exposicion en L1, sin lavado, analizado en el mismo periodo de tiempo
(40 h) y el grupo L4, analizado aproximadamente 10 minutos después de que se llevara a cabo
el tratamiento, los valores obtenidos resultaron similares a los recién mencionados. Segun el
analisis comparativo de Tukey, no se observd un aumento o disminucion del nimero de latidos
faringeos contabilizados en 10 segundos, en ninguna de las 3 exposiciones (L1, L1 sin lavado
y L4) entre los grupos experimentales (cM9, Anticonceptivo y AMHT). Los graficos
correspondientes a los grupos de exposicion L1, sin lavado y L4 se encuentran expuestos a

continuacion, graficos 13 y 14, respectivamente.
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Grafico 13 - LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS C.
ELEGANS FRENTE AL TRATAMIENTO DEL ANTICONCEPTIVO'Y AMHT EN
EXPOSICION L1, SIN LAVADO.
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Grupos experimentales

Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y el
AMHT, aproximadamente 40 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.

Grafico 14 - LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS C.
ELEGANS FRENTE AL TRATAMIENTO DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN
EXPOSICION L4
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Grupos experimentales

Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L4, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
analizado aproximadamente 10 min después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos
por grupo, por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Las comparaciones realizadas indican que los compuestos analizados no
generaron alteraciones en el movimiento faringeo de los gusanos, habiendo observado
comportamientos normales en todos los gusanos analizados.

El nematodo C. elegans utiliza contracciones musculares ritmicas (bombeos)
de la faringe, un 6rgano tubular de alimentacion, para filtrar, transportar y triturar las particulas
de los alimentos (BRENNER; RAIZEN; FANG-YEN, 2022).

En estudios previos utilizando hormonas del tipo testosterona, se observé que
los mismos podian alterar distintos patrones de comportamiento de los gusanos, incluida la tasa
de bombeo faringeo, el cual causaba un deterioro en dicho comportamiento en los individuos
(GAMEZ-DEL-ESTAL et al., 2014).

A pesar de que las testosteronas pertenecen al mismo grupo de hormonas
sexuales, en este trabajo no se observé ningun tipo de toxicidad del medicamento
anticonceptivo o el metabolizado hacia el movimiento faringeo de los nematodos C. elegans.
Esto podria deberse al hecho de que, en el presente trabajo, se utilizd concentraciones y
presentaciones distintas de las hormonas, en relacion al trabajo mencionado de Gamez-del-Estal
etal. (2014). En el mismo, la concentracién de testosterona utilizada fue de 0,288 g/L, en forma
de polvo puro. Sin embargo, en este estudio la concentracion utilizada fue de 0,01 g/L, en forma
de medicamento. Estas diferencias podrian ser las responsables por la cual existe divergencia
entre los resultados. Se resalta la importancia de realizar otros experimentos alterando las
concentraciones del medicamento o bajo el uso de compuestos puros de hormonas, entre otros,

para determinar si existen diferencias en el latido faringeo de los gusanos.
6.8 NUmero de huevos en el Utero

A partir de los resultados obtenidos con la prueba de comparacion multiple
de Tukey, el ensayo de numero de huevos en el Gtero no presentd una diferencia significativa
de los grupos anticonceptivo y anticonceptivo metabolizado (AMHT) en relacion al control M9
0 entre si, para ninguno de los grupos de exposicion. Aparentemente, los gusanos no sufrieron
alteracion en la produccion de huevos ante la exposicion de los compuestos test. A
continuacion, el grafico 15 correspondiente al analisis del grupo de exposicion en L1. Los
gusanos pertenecientes a este grupo de exposicion fueron evaluados 72 h después del

tratamiento en relacion a la formacion de huevos en el Utero.
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Graéfico 15 - NUMERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A
LA EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1.
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Efecto en la formacion de huevos de los gusanos tratados en L1, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
aproximadamente 72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.

Un estudio realizado sobre la respuesta de C. elegans hacia hormonas
esteroides de vertebrados mostraron que el estradiol (E2), una hormona del tipo esteroide
estrogénica, tiene potencial similar al colesterol en los gusanos, apoyando su reproduccion e
incluso se observd que esta potencia aumenta con la dosis. Sin embargo, otras hormonas como
la testosterona y el dietilestibestrol no mostraron el mismo potencial. En cambio, cuando el
cultivo se realizo en presencia de colesterol, los 3 compuestos suprimieron la tasa de fecundidad
en los gusanos (TOMINAGA et al., 2003). Estos datos sugirieron que los gusanos tienen
distintas capacidades de responder a distintos tipos de hormonas. No obstante, otro estudio
también inform6 que el crecimiento de C. elegans es inhibido por E2 y otras hormonas sexuales
de vertebrados, donde concluyeron que una variedad de hormonas de este tipo son inhibidores
no especificos de la reproduccion en nematodos (DROPKIN; LOWER; ACEDO, 1971). Este
ultimo indicd que la concentracion de los quimicos utilizados fue méas de 100 puM, mucho maés
alta que el trabajo realizado por Tominaga, et al. (2003), en donde utilizaron una concentracion
de 0,5-5uM. Con eso, los mismos concluyeron que el fendmeno observado en relacion al apoyo
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de la hormona E2 a la reproduccién de los nematodos, puede indicar un efecto de dosis bajas
en la fisiologia de C. elegans.

Bajo este contexto, seria posible explicar los resultados obtenidos en el
ensayo de numero de huevos por gusano tras ser expuestos al medicamento en estudio y su
respectivo metabolizado. Las concentraciones del medicamento utilizado en este trabajo fueron
de 10 mg/L, lo que corresponde a 37,04 UM, el cuél es un valor bastante menor a los 100 uM
de estradiol, considerado téxico segun Dropkin, Lower y Acedo (1971) Aun asi, dicha
comparacion no es completamente certera teniendo en cuenta que en este trabajo no fue
utilizado un compuesto puro, sino una sustancia medicamento con presencia de excipientes
ademés del principio activo. Ademas, la aplicacién del compuesto quimico se dio por
exposicion en medio liquido y no presentes en placa, como en el trabajo de Tominaga et al.
(2003). Estas diferencias también pueden ser causantes de la discrepancia entre los resultados,
como observado en el grafico 16, correspondiente a los valores obtenidos para el grupo de
exposicion en L1, sin lavado. Los mismos fueron evaluados en relacion a la formacion de
huevos al cabo de 72 h de haber sido expuestos.

Grafico 16 - NUMERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A

LA EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL L1, SIN
LAVADO.
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Efecto en la formacion de huevos de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con el medicamento anticonceptivo y
el AMHT, aproximadamente 72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al anélisis de 5 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias =+ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.

En base a esto, al haber utilizado una concentracién relativamente baja, es

posible que la exposicion ante la misma este mas relacionada al factor de apoyo a la
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reproduccion que como posible toxicante. En el grafico 17, es posible observar los valores de
namero de huevos en Utero, obtenidos ante la exposicion en etapa L4 y evaluados 72 h después
de los tratamientos.

Otros analisis, aumentando la concentracion del medicamento o bajo el uso
de los principios activos puros también serian necesarios para verificar si el compuesto

realmente no causa alteraciones en la reproduccion de los gusanos.

Grafico 17 - NUM[ERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A
LA EXPOSICION DEL ANTICONCEPTIVO Y AMHT EN ETAPA LARVAL LA4.
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Grupos experimentales

Efecto en la formacion de huevos de los gusanos tratados en L4, con el medicamento anticonceptivo y el AMHT,
aproximadamente 72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biolégicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora

A pesar de los resultados obtenidos mediante los ensayos de comportamiento
y desarrollo en los gusanos, en los cuales, a grandes rasgos, no se observo un gran efecto
negativo, no es posible concluir que tanto el medicamento anticonceptivo (Etinilestradiol +
Levonorgestrel) o el mismo al haber sido metabolizado por el hongo FAR 03, carecen de
toxicidad al ser expuestos a organismos bioldgicos. La ausencia de toxicidad en los
comportamientos no garantiza que no estén siendo afectadas vias moleculares de tales
organismos. De hecho, un estudio realizado por Mimoto, et al. (2007), en el cual se analizaron

receptores de hormonas nucleares (NHR) conocidos en C. elegans, se resalta un receptor nhr-
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14, por su capacidad de interactuar y controlar la expresiéon génica en respuesta al estrogeno.
Asi también, en otro estudio realizado por Sun Jin y colaboradores (2012) se menciona la
glicoproteina P (P-gp), el cual funciona con un transportador de union de ATP y confiere
resistencia a maultiples farmacos, afectando la absorcion, distribucion y eliminacion de los
mismos. En dicho estudio se encontr6 un aumento en la actividad ATPasa en celulas
conteniendo la proteina P-gp de C. elegans ante la presencia de la hormona progesterona, lo
cual respalda la hipotesis de la capacidad de los nematodos de disminuir los efectos negativos
por medio de proteinas y receptores de membrana.

Estos estudios respaldan el hecho de que las hormonas del tipo progesterona
0 estrogeno podrian estar reaccionando molecularmente con las células de los C. elegans a pesar
de ser imperceptibles en el desarrollo o el comportamiento de los mismos.

Otro punto muy importante a mencionar en relacion a los resultados se debe
a que, en este trabajo, se analiz6 la metabolizacion de un Unico microorganismo ante la
exposicion de un Unico medicamento. Segun los resultados obtenidos por Grignet (2022), en el
arroyo “Arroio Dourado” se encontraron multiples hongos y bacterias capaces de sobrevivir
ante la exposicion de 5 clases distintas de medicamentos, entre las cuales el FAR 03, utilizado
en este estudio, fue uno de los microorganismos que se mostré mas tolerante, creciendo ante la
presencia de 7 medicamentos distintos. Esto deja claro que los organismos biolégicos presentes
en el agua de dicho arroyo, estdn expuestos a una accion sinérgica de medicamentos
metabolizados, entre otras cosas. Lo que deja espacio a continuar nuevos analisis de interaccion
medicamentosa en organismos modelos como C. elegans, como un indicador bioldgico para

determinar si el agua de dicha localidad es realmente apta para uso y consumo de la poblacion.
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7 CONSIDERACIONES FINALES

e No se observd letalidad significativa en los nematodos al ser expuestos al medicamento
anticonceptivo (Etinilestradiol + Levonorgestrel) o al anticonceptivo tras ser
metabolizado por un hongo tolerante en ninguno de los grupos de exposicion, L1, L1
sin lavado y L4.

e Los compuestos quimicos en analisis tampoco afectaron el desarrollo del ciclo de vida
de los gusanos. Sin embargo, mas estudios deben ser realizados para corroborar tales
resultados pues la variacion de temperatura vivenciadas en la ciudad donde se llevo a
cabo la experimentacion, deja en duda la percepcion real de desarrollo de los C. elegans.

¢ El medicamento anticonceptivo no alterd la locomocion de los C. elegans, sin embargo,
si se observd disminucion en el nimero de thrashes cuando los mismos fueron
expuestos al AMHT en etapa larval L1, con lavado y L4. El grupo de experimentacién
L1, sin lavado, no generd ninguna variacion con respecto a la locomocion de los
gusanos.

e Los comportamientos de latidos faringeos y huevos en (tero tampoco presentaron
toxicidad aparente ante la exposicion del medicamento anticonceptivo y del AMHT, en
ninguno de los grupos de exposicion. La concentracion del medicamento utilizado (10
mg/L) puede ser un factor importante ante la ausencia aparente de toxicidad.

e Estudios previos muestran que hormonas del tipo sexual como el estrégeno o la
progesterona interactian molecularmente con las células de los nematodos C. elegans
por receptores de hormonas nucleares (NHR) o la glicoproteina P (P-gp), lo que indica
que, a pesar de ser imperceptibles en los comportamientos, interacciones pueden estar
ocurriendo a nivel molecular.

e El sinergismo de la accion de los medicamentos presentes en el cauce hidrico del
“Arroio Dourado” no son evaluados en este proyecto, imposibilitando asi declarar que
el agua de la localidad carece de toxicidad para los organismos biolégicos expuestos al
uso y consumo de dicha agua.

e Seencuentra necesaria la repeticion de los analisis de manera a corroborar los resultados
obtenidos en este trabajo, asi como la realizacion de nuevos estudios que permitan
estudiar nuevas interacciones medicamentosas mediante el uso del indicador bioldgico

C. elegans.
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MATERIAL SUPLEMENTAR 1
GRAFICOS CORRESPONDIENTES A LOS CONTROLES DERIVADOS DE
EXPOSICION EN L1

Grafico S 1 - PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS FRENTE A LOS
CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Andlisis de supervivencia en los gusanos tratados en L1 con los controles M9, DMSO y MM, 24 h
después de la exposicion. Los valores corresponden al anélisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Grafico S 2 - LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS
C. ELEGANS FRENTE A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L1, con los controles M9, DMSO y MM,
analizado aproximadamente 40 h después de la exposicion. Los valores corresponden al andlisis de 5 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias =+ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Gréfico S 3 - NUMERO DE THRASHES EN 20 S EN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la locomocién de los gusanos tratados en L1 tras la exposicion de los controles M9, DMSO y
MM, aproximadamente 48 h después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biologicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacién estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.

Gréfico S 4 - NUMERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A
LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la formacidn de huevos de los gusanos tratados en L1, tras la exposicion de los controles M9,
DMSO y MM, aproximadamente 72 h después de la exposicidn. Los valores corresponden al andlisis de 5 gusanos
por grupo, por triplicado. Los valores representan medias £ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Grafico S 5 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 48 H DESPUES
DE LA EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, con los controles M9, DMSO y MM, 48 h
después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biolégicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Grafico S 6 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 72 H DESPUES
DE LA EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, con los controles M9, DMSO
y MM, 72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente
100 gusanos por grupo, por triplicado. Los valores representan medias £+ SEM de 3 réplicas
bioldgicas independientes. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La significacion estadistica
se fij6 en p<0,05

Fuente: la autora.
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GRAFICOS CORRESPONDIENTES A LOS CONTROLES DERIVADOS DE
EXPOSICION EN L1 SIN LAVADO

Grafico S 7 - PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS FRENTE A LOS
CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Analisis de supervivencia en los gusanos tratados en L1, sin lavado, con los controles M9, DMSO y
MM, 24 h después de la exposicién. Los valores corresponden al anélisis de aproximadamente 100 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas biolégicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Grafico S 8 - LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS
C. ELEGANS FRENTE A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con los controles M9, DMSO
y MM, analizado aproximadamente 40 h después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de 5
gusanos por grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes.
No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-
test de Tukey. La significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Gréfico S 9 - NUMERO DE THRASHES EN 20 S EN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la locomocion de los gusanos tratados en L1, sin lavado, tras la exposicion de los controles
M9, DMSO y MM, aproximadamente 48 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5
gusanos por grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes.
No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-
test de Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.

Graéfico S 10 - NUMERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A
LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la formacion de huevos de los gusanos tratados en L1, sin lavado, tras la exposicién de los
controles M9, DMSO y MM, aproximadamente 72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al andlisis
de 5 gusanos por grupo, por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biologicas
independientes. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de
una via con post-test de Tukey. La significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.



80

Gréfico S 11 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 48 H DESPUES
DE LA EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con los controles M9, DMSO y MM,
48 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo,
por triplicado. Los valores representan medias £ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Gréfico S 12 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 72 H DESPUES
DE LA EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L1, sin lavado, con los controles M9, DMSO y MM,
72 h después de la exposicion. Los valores corresponden al andlisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo,
por triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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GRAFICOS CORRESPONDIENTES A LOS CONTROLES DERIVADOS DE
EXPOSICION EN L4

Grafico S 13 - PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA EN C. ELEGANS FRENTE A LOS
CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Analisis de supervivencia en los gusanos tratados en L4, con los controles M9, DMSO y MM, 24 h
después de la exposicion. Los valores corresponden al andlisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas biol6gicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05

Fuente: la autora.

Grafico S 14 - LATIDOS FARINGEOS CONTABILIZADOS EN 10 SEGUNDOS EN LOS
C. ELEGANS FRENTE A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en los latidos faringeos de los gusanos tratados en L4, con los controles M9, DMSO y MM,
analizado aproximadamente 10 min después de la exposicién. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos
por grupo, por triplicado. Los valores representan medias £ SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Grafico S 15 - NUMERO DE THRASHES EN 20 S EN C. ELEGANS FRENTE A LA
EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la locomocion de los gusanos tratados en L4, tras la exposicion de los controles M9, DMSO y
MM, aproximadamente 10 min después de la exposicion. Los valores corresponden al anélisis de 5 gusanos por
grupo, por triplicado. Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de
Tukey. La significacion estadistica se fijo en p<0,05.

Fuente: la autora.

Graéfico S 16 - NUMERO DE HUEVOS EN EL UTERO DE LOS C. ELEGANS FRENTE A
LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en la formacién de huevos de los gusanos tratados en L4, tras la exposicion de los controles M9,
DMSO y MM, 24 h después de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de 5 gusanos por grupo, por
triplicado. Los valores representan medias + SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La
significacion estadistica se fijé en p<0,05.

Fuente: la autora.
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Gréfico S 17 - PORCENTAJE DE DESARROLLO DE LOS C. ELEGANS 24 H DESPUES
DE LA EXPOSICION A LOS CONTROLES M9, DMSO Y MM
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Leyenda: Efecto en el desarrollo de los gusanos tratados en L4, con los controles M9, DMSO y MM, 48 hs después
de la exposicion. Los valores corresponden al analisis de aproximadamente 100 gusanos por grupo, por triplicado.
Los valores representan medias = SEM de 3 réplicas bioldgicas independientes. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba de ANOVA de una via con post-test de Tukey. La significacion
estadistica se fijo en p<0,05

Fuente: la autora.



MATERIAL SUPLEMENTAR 2

Tabla S 1 - Desarrollo de C. elegans en relacion a la variacion de temperatura
DEVELOPMENT AT DIFFERENT TEMPERATURES

“16°C" “20°0C” “25°C”
(16.0= (19.5= (25.0=
0.3C) 0.5C) 0.2°C)
Egg laid 0hr 0 hr 0 hr
Egg hatches 16-18 hr 10-12 hr 8-9 hr
First-molt 36.5hr 26 hr 18.0 hr
lethargus
Second-molt 48 hr 34.5 hr 255 hr
lethargus
Third-molt 60.0 hr 43.5 hr 31 hr
lethargus
Fourth-molt 75 hr 56 hr 39 hr
lethargus
Egg-laying ~90 hr ~65 hr -47 hr
begins
Egg-laying ~140 hr ~96 hr -62 hr
maximal
Egg-laying ends ~180 hr ~-128 hr ~88 hr
Length at first 360 pm 370 um 380 um
molt
Length at second 490 pm 480 pm 510 um
molt
Length at third 650 pm 640 pm 620 um
molt
Length at fourth 900 pm 850 pm 240 um
molt
Length at egg- 1150 pm 1060 pm 1110 um
laying onset
Maximal egg- 5.4/hr 9.1/hr 8.1/hr
laying rate
Total eggs laid 275 280 170

Leyenda: Desarrollo de los gusanos a temperaturas de 16°C, 20°C y 25°C.
Fuente: (ALTUN; HALL, 2009).



