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(95) - Clonacion y secuenciacion del gen de la aromatasa cerebral
(cyp19a1b) y gonadal (cyp19a7a) en Aequidens metae como
- biomarcador de perturbacién endocrina

Velasco-Santamaria YM™, Navarro-Martin L2
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Introduccién. El uso indiscriminado de compuestos agroindustriales, productos farmacéuticos hu-
manos Y veterinarios y deméas compuestos antropogénicos, que llegan a los cuerpos de agua de
manera directa o por escorrentia, ha ocasionado en los ecosistemas alteraciones de diferente grado,
dentro de los cuales los efectos sobre el sistema endocrino en humanos y animales ha generado gran
interés debido a su efecto deletéreo sobre las poblaciones terrestres y acuéticas. Las sustancias que
generan alteraciones sobre el sistema endocrino se han denominado compuestos de perturbacion
endocrina (EDCs). Los EDCs pueden ocasionar alferaciones en la esteroidogenesis, dentro de las
cuales la aromatasa, codificada por el gen cyp19, es la enzima clave que convierte los andrdgenos
a estrogenos. La modulacion o alteraciones en la expresion y funcion de la aromatasa pueden conl-
levar a desbalances en la produccion de estrogenos y generar un desbalance endocrino. En el caso
de los peces, existen dos copias del gen cyp19, una expresada mayoritariamente en las gonadas
(cyp19ata) y otra en el cerebro (cyp19a7b). Objetive. Clonar y secuenciar los gen de la aromatasa
cyp19atay cyp19aib en Aequidens metae como modelo para estudios de perturbacion endocrina en
Colombia. Metodologia. Para este propésito, en época de lluvias se usaron animales sexualmente
maduros de Aequidens metae comunmente conocido como luminosa. Las génadas y cerebro fueron
sumergidas en una solucién de RNAlater y posteriormente mantenidas a - 4 °C hasta su procesamien-
to en el laboratorio de Toxicologia, Evolucion i Biologia Molecular en Endocrinologia de la Universidad
de Ottawa, Canada. Para la extraccién de RNA se uso la técnica de TRIzol (Invitrogen), siguiendo el
procedimiento recomendado por los fabricantes. 5 pg de RNA fotal fue usado para realizar transcrip-
tasa reversa. El ADN resultante fue usado para amplificar el gen de la aromatasa usando primers
inespecificos. Con el fin de obtener la secuencia del gen de la aromatasa de Aequidens metae, se
disefiaron primers degenerados basado en las regiones conservadas de secuencias de peces de
ofras especies usando el software Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3finputhtm). PCR fue real-
izado y los productos fueron purificados y posteriormente clonados dentro del vector P-GEM-T Easy
Vector (Promega) y trasformado dentro de E. coli JM109. Tres clones individuales fueron secuencia-
dos y enviados para secuenciacion. Resultados. En el presente estudio se secuencié e identifico
satisfactoriamente fragmentos del gen de cyp79a7a and cyp79a7b en A. metae. Conclusion. El pre-
sente estudio se constituye en un estudio pionero en peces nativos colombianos identificando genes
usados en otras especies como biomarcadores de perturbacién endocrina. El anélisis de la expresion
de estos genes permitira determinar los efectos de contaminantes ambientales sobre los cuerpos de
agua y sus futuras implicaciones en salud publica.
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